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THE IMPORTANCE OF CUMARINS FOR MEDICINAL CHEMISTRY AND THE DEVELOPMENT OF BIOACTIVE
COMPOUNDS IN THE LAST YEARS. Coumarins are natural products characterized as 2H-chromen-2-one, according to IUPAC
nomenclature, largely distributed in plants, as well as, in species of fungi and bacteria. Nowadays, many synthetic procedures allow
the discovery of coumarins with expanded chemical space. The ability to exert non-covalent interactions with many enzymes and
receptors in living organisms lead the coumarins to exhibit a wide range of biological activities and applications. Then, this manuscript
provides an overview of the use of coumarin compounds in medicinal chemistry in treating many diseases. Important examples of

the last years have been selected concerning the activities of coumarins as anticoagulant, anticancer, antioxidant, antiviral, anti-

diabetics, anti-inflammatory, antibacterial, antifungal, and anti-neurodegenerative agents. Thus, this work aims at contributing to the
development of new rational research projects searching for new treatments and bioactive compounds for many pathologies using

coumarin derivatives.
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INTRODUCAO

As cumarinas sdo heterociclos organicos amplamente estudados e
caracterizados como 1,2 benzopirona (1, Figura 1). Estruturalmente,
consistem em um anel pirano fundido a benzeno com a carbonila da
pirona na posi¢do 2 (Figura 1) e sdo também denominadas como
2H-cromen-2-onas. As mesmas, compreendem um grupo de produtos
naturais encontrados na natureza e em uma grande variedade de
plantas.! A cumarina foi primeiramente isolada por Vogel em 1820
a partir da espécie dipteryx odorata, popularmente conhecida como
cumaru. Apds este primeiro relato, muitos trabalhos foram publicados
demonstrando o isolamento e sintese de cumarinas e andlogos a partir
de outras espécies de plantas.’
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Figura 1. Estrutura quimica da cumarina

As cumarinas compreendem uma importante classe de
metabdlitos secunddrios amplamente distribuidos no reino vegetal,
sendo encontradas em diversas partes de plantas, tanto em raizes
como em flores e frutos. Diferentes espécies vegetais com hdabitos
bastante diversificados sdo capazes de biossintetizar cumarinas, como
arvores, arbustos e ervas.’ Um nimero superior a 1300 cumarinas
foram identificadas de fontes naturais, especialmente de plantas
verdes.* Porém, a biossintese de cumarinas, cuja principal rota é a do
dcido chiquimico,’ ndo estd restrita apenas a plantas, pois algumas
espécies de fungos (Armillariella tabescens, Fomitopsis officinalis)
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e bactérias (Streptomyces niveus, Escherichia coli) sdo capazes de
biossintetizar cumarinas.®*

As cumarinas possuem um importante efeito na fisiologia das
plantas, atuando como antioxidante e inibidor enzimdtico. Essa classe
de substancias estd envolvida no controle do crescimento das plantas,
na respiracdo, fotossintese e na defesa contra infecgdes.! A variedade
de propriedades bioldgicas reportada para as cumarinas contribuiu para
o aumento do seu interesse no desenvolvimento da sintese organica,’
possibilitando a obtengdo dos compostos conhecidos em maior escala
e obtencdo de novos derivados com aplicagdes bioldgicas e industriais.

A histéria da sintese de cumarinas comecou em meados do
século XIX com a descoberta da sintese de Perkin,® seguida de outras
metodologias cldssicas para obtencdo destes compostos como as
reacoes de Pechmann e Knoevenagel.*®

As cumarinas podem apresentar grande contribui¢io na pesquisa
para preven¢do e tratamento de doengas devido a capacidade de
exercer interagdes ndo covalentes com estruturas proteicas, possuindo
um amplo espectro de atividades bioldgicas.!” De fato as cumarinas
tém sido amplamente investigadas como compostos bioativos ao
longo dos anos. Como exemplo podemos destacar a varfarina (2),
farmaco utilizado desde a década de 50 e, registrado pela ANVISA
e FDA como agente anticoagulante para o tratamento e prevencio
de doengas tromboembdlicas.!*®

Além das bioatividades relacionadas as cumarinas, outra
caracteristica importante destes compostos explorada pela inddstria
sdo as propriedades luminescentes que estas apresentam, resultado
das propriedades de transferéncia interna de carga do sistema
conjugado w-m* rico em elétrons. Estes compostos possuem uma
ampla gama de aplicagdes como: sondas de fluorescéncia, agentes
de monitoramento de inibicdo enzimdtica ou fornecimento de
informagdes farmacoldgicas em tempo real,'? corantes,”!* sensores
de pH™ e potenciais agentes de biorredugao.'>®

A grande variedade de aplicacdes para cumarinas reforga a
importancia da pesquisa e desenvolvimento de compostos andlogos.
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Neste contexto, tendo como referéncia trabalhos cientificos publicados
na ultima década, este manuscrito tem como objetivo fornecer uma
revisdo da utilizacdo de derivados cumarinicos em quimica medicinal
como agentes anticoaguntes, antineurodegenerativos, anticancer,
antioxidantes, antidiabéticos, antibacterianos, antifiingicos, antivirais
e anti-inflamatdrios.

CUMARINAS ANTICOAGULANTES

Entre todas as propriedades terapéuticas das cumarinas,
uma das que mais se destacam € a sua aplicagdo como agentes
anticoagulantes.'® Desde 1950, os derivados da 4-OH-cumarina,
como a varfarina (2) e o dicumarol (3, Figura 2) t&ém sido amplamente
utilizados como anticoagulantes orais, especialmente a varfarina (2),
que € a cumarina mais utilizada no mundo devido a rdpida e completa
absorcdo no trato gastrointestinal.!”!8

Estruturalmente, devido ao seu equilibrio ceto-endlico, os
derivados cumarinicos 4-hidroxilados assemelham-se a vitamina K
(4), um elemento importante na producéo de agentes coagulantes.'® A
varfarina (2) na sua forma ceto (5) € considerada como um antagonista
da vitamina K através da inibicdo da Vitamina K 2,3-Epoxidica
Redutase (VKORC1),""2° entretanto, devido ao estreito indice
terapéutico e a hepatotoxicidade, os pesquisadores estdo dedicando
seus esfor¢os para descobrir novos agentes anticoagulantes com ampla
faixa terapéutica e menos efeitos adversos.

Nesse contexto, algumas alquil-4-hidroxicumarinas foram
sintetizadas visando o metabolismo da vitamina K.*' Com base na
estrutura da varfarina, as principais modificagdes estruturais foram
realizadas na posi¢do C-3 da cumarina. A determinacdo in vitro da
inibi¢do da atividade VKORC1 em microssomos de figado de rato
forneceu constantes de inibi¢do (Ki) variando de 20 a 3900 nM para
os compostos de 4-hidroxicumarina. Os compostos 6a (Ki=20nM) e
6b (Ki=90nM) foram selecionados como potenciais anticoagulantes
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ativos in vivo (10 mg kg™, administracéo oral) a curto prazo (24h). A
melhor atividade foi observada para o composto 6a, apresentando um
tempo de protrombina 4 vezes maior apds 24h de sua administragao
(Figura 2).0

Antagonistas da vitamina K, heparinas e inibidores dependentes
de antitrombina sdo as principais terapias anticoagulantes atuais.
Apesar de seu uso mundial, existem alguns problemas associados a
eles como o controle da atividade anticoagulante e efeitos adversos
sobre o sangramento.?? Dessa forma, novos alvos com menores efeitos
colaterais comegaram a ser explorados e uma abordagem atraente ¢
inibir o Fator Xa (FXa), diminuindo a produ¢do de trombina sem
diminuir os niveis necessdrios para a hemostasia primaria.>

Exemplos de cumarina-3-carboxamidas foram descritos como
inibidores de trombina e FXa.?** Mais recentemente, uma série de
N-cumarinil-6-amidinobenzamidas foi sintetizada e avaliada pela
sua atividade antitrombdtica in vivo.” Trés compostos apresentaram
bons valores de tempo de protrombina (TP) in vivo (0,4 mmol kg!
por 3 dias sucessivos): a amidina 7 (36,5 s), o oxadiazol 8 (42,3 s),
o bis cumarinil-oxadiazol 9 (37,8 s) e o pirazol 10 (38,5 s); todos
semelhantes a varfarina (42,3 s) na mesma dose (Figura 3). Além
disso, estudos de docking utilizando o sitio ativo de FXa indicaram
a inibi¢do dessa enzima como possivel mecanismo de a¢do.”

Em 2015 Lei e colaboradores descobriram novos compostos
anticoagulantes naturais presentes em ervas medicinais chinesas, mais
especificamente da espécie Ainsliaea fragrans. Foram identificados
cinco novos derivados cumarinicos: um par de enantiomeros de
4-hidroxicumarina (11a-b), um par de enantidmeros com um
esqueleto policiclico raro (12a-b) e um andlogo de 7-hidroxicumarina
(13) (Figura 4). As atividades anticoagulantes dos compostos
foram avaliadas in vitro e in vivo através dos ensaios de Tempo de
Tromboplastina Parcialmente Ativada (TTPA), Tempo de Trombina
(TT) e Tempo de Protrombina (TP). O melhor resultado in vivo
(1 mg kg, administracdo oral) foi observado para o composto 13,
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Figura 2. Estrutura da varfarina (2), dicumarol (3), vitamina K (4) e 5 (A); Derivados 4-hidroxi cumarinicos 6a-b (B)
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que apresentou atividade anticoagulante potente (TP = 41,2 s e
TT 128,5 s) e sem toxicidade hepdtica ou renal significativa quando
comparado a varfarina (TP = 55,7 s e TT 80,6 s) na mesma dose em
ratos Wistar, sendo considerado um agente promissor para avaliagao
pré-clinica adicional para a prevengdo de coagulacdo sanguinea
anormal.”

Cumarinas naturais com atividade anticoagulante também foram
isoladas de espécies de Ferulago.”’*® A espécie Ferulago carduchorum
é conhecida como Chavil na Pérsia e cresce no oeste do Ird.”” Duas
cumarinas (Figura 4) foram isoladas desta planta, suberosina (14) e
suberenol (15), as quais prolongaram o TP em doses de 3 e 6 mg kg'!
em relagdo ao controle (p < 0,05). O TP mais longo foi apresentado
por 14 de 17,4 s, a 6 mg kg'.%°

COMPOSTOS CUMARINICOS ANTICANCER

Fundamentalmente, o cAncer € uma doenga genética, consequéncia
de multiplas mutagdes, acumuladas durante a vida do individuo, sejam
elas herdadas, espontineas ou em resposta ao ambiente.’! Dentre as
capacidades adquiridas pela maioria, se ndo, todos os tipos de tumores
estdo: auto-suficiéncia de sinais de crescimento, insensibilidade
a sinalizac¢@o anti-crescimento, inibi¢do da apoptose, invasdo e
metéstase de tecidos, sustentagdo da angiogénese e resisténcia
a senescéncia celular.’> Muitos tipos de cincer desenvolveram
resisténcia a quimioterapéuticos, de modo que a descoberta de novos
farmacos antitumorais estd se tornando cada vez mais necessaria.

Os microtiibulos, compostos por heterodimeros de o-tubulina
e B-tubulina, sdo muito importantes no processo de mitose celular,
durante o qual os cromossomos duplicados de uma célula se
separaram em dois conjuntos idénticos antes da clivagem celular
em duas células filhas.***® O emprego de microtibulos como alvo
terapéutico se mostra uma estratégia importante para o tratamento
do cancer. Cao et al, descreveram a sintese de cinquenta e 0ito novos
derivados cumarinicos 4-substituidos. Os resultados de atividade
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antiproliferativa revelaram que os derivados 16-22 apresentaram alta
atividade antiproliferativa, com valores de Cls, (concentragdo inibitdria
média) entre 7 ¢ 83 nM frente a todas as linhas celulares tumorais
testadas. O composto 21 apresentou maior atividade antiproliferativa
(CIy, de 7-47 nM) mantendo a atividade total em células de cancer
multiresistentes. O composto 21 atua na fase G2/M e interage com o
sitio de ligac@o da colchicina na tubulina. Adicionalemnte, 21 reduziu
a migragdo celular e interrompeu a formagdo de tubos capilares nas
células HUVEC, reduzindo também significativamente o crescimento
do tumor em modelos de xenoenxertos, incluindo tumores ovarianos
sensiveis e resistentes ao paclitaxel. Os resultados sugerem que o
composto cumarinico 21 representa uma nova classe de estabilizagio
de microtibulos, tornando-se um inibidor promissor para o tratamento
do cancer (Figura 5).%*

Fu e colaboradores sintetizaram compostos hibridos de
trimetoxifenil-1,2,3-triazol, os quais foram avaliados quanto a sua
atividade antiproliferativa contra trés linhagens de células tumorais
(PC3, MGC803 e HepG2). O composto trimetoxifenil-1,2,3-triazol
23 (Figura 5), contendo o nucleo cumarinico, apresentou a maior
atividade antiproliferativa, com Cls, de 0,13 uM a 1,74 uM, mais
ativo que o padrao colchicina Cl,de 0,27 uM a 4,60 uM. O composto
23 foi capaz de inibir o crescimento celular, induzir parada do ciclo
celular na fase G2/M devido a reducdo da expressdo da proteina
quinase dependente de ciclinas 1 (CDK1); e promover apoptose
através da regulagdo da expressdo de DR5 e Bcl-2. Além disso, 23 foi
capaz de inibir a polimerizacio da tubulina (Cls,_2,16 uM), através
da intera¢@o com sitio da colchicina.®

As HSP9O0 sao chaperonas ATP-dependentes responsdveis pela
ativac@o e estabilizagéio de mais de 200 proteinas,* muitas das quais
sdo relacionadas ao cincer.’’*® Assim, inibidores da HSP90 sido
promissores porque podem inibir de maneira indireta varias proteinas
oncogénicas simultaneamente, sendo reconhecidas como um alvo
terapéutico para o tratamento do cancer.’® Atualmente, a maioria
dos inibidores C-terminais da HSP90 sdo derivados do novobiocin
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Figura 4. Cumarinas naturais com atividade anticoagulante
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Figura 5. Derivados cumarinicos antiproliferativos (16-23) possuindo a tubulina como alvo
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24,**Tum produto natural tradicionalmente usado como antibidtico.
Estudos anteriores a respeito da relag@o estrutura-atividade (REA)
do Novobiocin (24, Figura 6) demonstraram a importancia do
grupamento amida para a atividade inibitéria da HSP90*" e sugeriram
aimportancia de realizar ligacao de hidrogénio adicional para alcancar
a atividade antiproliferativa, em detrimento a resposta de choque
térmico.*** Além disso, foi demonstrado que o grupo noviose ndo
era importante para a inibi¢do e poderia ser substituido por um grupo
alquil-amino com distancia de 3 carbonos entre amina e oxigénio da
cumarina para aprimorar as atividades.**

Zhao e colaboradores sintetizaram uma série de andlogos
cumarinico 1,2,3-triazois (25-29), seguida da avaliacio da atividade
antiproliferativas frente a linhagens de células de cancer de mama
(SKBr3, MDA-MB-468LN e MCF-7), prostata (PC3-MM2 e LNCaP)
e carcinoma escamoso de cabega e pescoco (MDA 1986 e IMAR). Os
resultados demonstraram que esses andlogos apresentaram poténcias
antiproliferativas na faixa de nanomolar, indicando que interagdes
do tipo ligacdo de hidrogénio na cadeia lateral eram favordveis para
a inibicdo C-terminal da HSP90. Ademais, os resultados mostraram
que a presenca de substituintes benzilicos com grupos retiradores
de elétrons ligado ao triazol melhoram as atividades, sendo que 29
(Figura 7) apresentou Cl;, de 0,38 uM e 0,64 uM frente a linhagens
celulares SKBr3 e MCF-7, respectivamente. Resultados de Western
Blot mostraram que as proteinas clientes da HSP90 (Her2, Akt e Raf-
1) foram degradadas apds a exposicao as cumarinas em concentracdes
semelhantes a seus valores antiproliferativos, concluindo que a
viabilidade celular esta diretamente ligada a inibi¢ao da HSP90.%

Visando o mesmo alvo, uma série de compostos de pirazolino-
cumarinas 30a-f (Figura 7) foram sintetizadas e avaliadas como
antitumorais frente a células de cancer de pulmao A549. As interagoes
entre 30a-f e HSP90 foram examinadas in silico através da estrutura
cristalina da HSP90 (PDB ID: 1YET) e in vitro por imunoprecipitagao.
Todos os compostos (30a-f) reduziram a viabilidade das células A549
(Cl5y=4.,7-9,6 uM) e os resultados de imunoprecipitagdo mostraram
que os compostos bloquearam a ligagdo entre a HSP90 com o
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anticorpo, sugerindo que estes podem se ligar diretamente a HSP90.
Andlises por docking mostraram que os derivados poderiam interagir
com a HSP90 no sitio catalitico da ATPase no dominio N-terminal da
HSP90, ou seja, de forma diferente dos inibidores da HSP90 descritos
anteriormente. O resultado de Western blot mostrou que o tratamento
com 30a a 10 uM diminuiu significativamente os niveis de proteinas
AKT e NFkB (p65) sem alterar o nivel de proteina HSP90, a saber,
AKT e Ikb sdo proteinas clientes de HSP90, enquanto NFkB (p65)
€ uma proteina a jusante (downstream) de Ikb.*!

As histonas desacetilases (HDACs) desempenham um papel
importante na regulacéo transcricional epigenética,* ja que sdo
responsaveis por catalisar a desacetilagdo de residuos de €-N-acetil
lisina de proteinas histona, e também em proteinas ndo histonicas.***®
A desacetilagdo de residuos de lisina nas proteinas das histonas
leva a condensag@o da cromatina e repressdo da transcricional.**
Ademais, as HDACs encontra-se super expressas em varios tipos de
cancer, tendo efeito sobre diversos oncogenes e genes supressores de
tumores.*Assim, o uso de inibidores das HDACs tem se destacado
como estratégia promissora para o tratamento anticancer.

Uma série de benzamidas baseadas no nicleo cumarinico foram
planejadas como inibidores de HDAC. A atividade citotéxica dos
vinte e um compostos sintetizados foi avaliada contra seis linhagens
de células de cancer humano incluindo HCT116, A2780, MCF7,
PC3, HL60 e A549 e célula normal (Huvec), e quatro compostos
(31a, 31b, 31c e 31d) mostraram citotoxicidade significativa com Cl,
entre 0,53 uM e 57,59 uM nestas células. Ademais, estes compostos
apresentaram pronunciada inibicdo em modelo de pan-HDAC
(Cly, = 0,80-14,81 uM) e também em modelo de HDACI isolada
(Cly, = 0,47 uM e 0,87 uM), demonstrando auséncia de efeito sobre
viabilidade de células Huvec (Cl5,> 100 uM). Destaque para 31d
(Figura 8) que apresentou maior poténcia de inibi¢do de HDAC1
(Cly, de 0,47 uM), proximo ao medicamento de referéncia Entinostat
(Cls,de 0,41 uM). Essas descobertas sugeriram que os derivados da
cumarina sdo protdtipos promissores para o desenvolvimento de
compostos antitumorais como inibidores de HDACs.*
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Figura 7. Série de compostos 1,2,3-triazol (25-29) e pirazolino-cumarinas (30a-f) como inibidores de HSP90
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Figura 8. Nova série de benzamidas de cumarina (31a-d) como inibidores da HDAC

As anidrases carbonicas humanas (hCA) sdo metaloenzimas
que regulam fungdes fisioldgicas ligadas ao transporte de didxido
de carbono / bicarbonato, pH, secrecdo de eletrdlitos e reacdes
biossintéticas.*’*® Em tumores solidos, as células em divisdo criam
condi¢des hipdxicas que eventualmente levam a uma acidez do
microambiente, que consequentemente induzem a superexpressiao
das isoformas hCA IX e XII.*® Ambas as isoformas auxiliam na
manutencdo do pH intracelular mais alcalino, contribuindo para
a progressdo do tumor,** sendo alvos em potencial para terapia
antitumoral %4

Bonardi e colaboradores descreveram a sintese de um conjunto de
derivados cumarinicos (32) e cromeno [4,3-c] pirazol-4-onas (33-41), e
avaliacdo frente as hCAs IX e XII associadas a tumores e as isoformas
citosélicas hCAs I e II. Um conjunto de derivados (34, 36, 37, 39, 40
e 41) (Figura 9) apresentaram valores de Ki na faixa de nanomolar
(Ki <41 nM), sendo seletivo frente a hCA IX, enquanto outro grupo
de compostos (32, 33 e 38) agiram como inibidores duplos das hCA
IX e XII (Ki = 5,6-9,6 nM), e nenhum foi eficaz frente as isoformas
hCA I e II. Alguns inibidores selecionados (32, 35, 36, 39, 40 ¢ 41)
mostraram atividade antiproliferativa em linhagens celulares HT-29,
tanto em condi¢des normoxicas quanto hipdxicas. Esses resultados
sugerem que, possivelmente, tais derivados atuem através de mais de
um mecanismo de a¢do, envolvendo a inibi¢do das hCAs IX e XII em
hipdxia, além de outros alvos ndo identificados em normédxia.>

Visando o mesmo alvo, uma série de novas dihidroartemisinino-
cumarinas hibridas apresentaram atividade contra duas linhagens
celulares tumorais (MDA-MB-231 e HT-29). O estudo da relagdo
estrutura-atividade dos derivados mostrou que de maneira geral
substituintes 3-cloro (R,) e 4-metil (R,) ligados a cumarina geralmente
apresentavam melhores atividades, enquanto grupos 3-etoxicarbonil

e

(R,) e 3-metoxicarbonil (R,) levavam a reducéio das mesmas. As
séries com espagadores (43-48) (Figura 9) apresentaram maiores
atividades que os compostos da série 42, sendo que 0os compostos
que continham o nicleo 1,2,3-triazol demonstraram melhor perfil
de citotoxicidade do que os demais, apresentando Cl;, de até 20 nM
(composto 47 sendo R, = R, = CH,) frente a células HT-29, quando
em condi¢des de hipoxia. Estudos de docking molecular entre os
derivados cumarinicos hidrolizados (exemplo 48a, que ocorre no
sitio da CA) e o sitio ativo da CA IX demonstrou que a cumarina
hidrolisada (hiddlise da lactona da cumarina) poderia interagir por
ligacdes de hidrogénio com His-96, His-119, Thr-199, Thr-200,
enquanto o nucleo triazol faria também ligacdes de hidrogénio com
Asn-62 e Gln-67, explicando a melhor atividade quando da presenga
dos triazois. Ademais, esses derivados foram capazes de interromper
a fase GO/G1 das células HT-29, suprimir a migracdo de células
tumorais e induzir uma grande reducdo no potencial da membrana
mitocondrial, levando a apoptose de células tumorais, bem como
induzir morte celular via ferroptose.’!

As proteinas quinases (KPts) fosforilam especificamente outras
proteinas, levando a ativa¢do de caminhos de transducdo de sinal
intracelular, fundamentais em multiplos processos bioldgicos,
incluindo crescimento, diferenciagdo e apoptose, porém sua
desregulagdo e sobreexprecdo € caracteristicas de células tumorais.
Receptores do fator de crescimento vascular endotelial (VEGFR) sdo
essenciais no processo da angiogénese, entretanto sua superativagao
estd associada a progressdo de diversos tipos de canceres humanos,
sendo vantajoso o emprego de inibidores VEGFR quinase no
tratamento do cancer. 3%

Ahmed e coloboradores descreveram a sintese de derivados
cumarinicos e avaliagdo in vitro da atividade antiproliferativa contra

35: Ry= H; Ry= H (hCAIX K;= 9,5 nM
hCAXII K;= 5,8 nM)

36: Ry= H: R,= 4-Me (hCAIX K= 22,2 nM)
N-N NN 37: Ry= H: Ry= 4-MeO (hCAIX K= 40,2 nM)
[ ~R, 38: Ry= Br: R,= H (NCAIX K= 8,5 nM
= hCAXII K= 7,1 nM)
39: Ry= NO,: R,= H (hCAIX K= 27,1 nM)
:g/’:)'()l(li 2% TI\//II 33 Ry= Br. R3= Ve ! 0" "0 40: R;= NHy; Ry= H (hCAIX K= 34,5 nM)
=9, hCAIX K= 25.2 nM 1 41: R,= NHCOPh: R,= H (hCAIX K= 15,3 nM)
34: R1: H1 R3: H OH
hCAIX K= 37,6 nM
o
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o
45: n=2; 46: n=3 L= M"Hﬁ

43: n=2; 44: n=3
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Figura 9. Série de compostos cumarinicos e cromeno [4,3-c] pirazol-4-onas (A) e dihidroartemisinino-cumarinicos (B) com atividade anticancer via inibi¢do de CA
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linhagens de células MCF-7 de cancer de mama e PC-3 de cancer de
prostata, bem como da atividade inibidora de VEGFR-2 quinase. Os
compostos exibiram citotoxicidade contra células MCF-7, entretanto,
ndo mostraram atividade citotéxica significativa contra células PC-3.
Os dois compostos com maior atividade citotoxica contra MCF-7,
49a (Figura 10) (Cl;, = 1,24 uM) e 49b (Figura 10) (Cly, = 1,65 uM),
foram avaliados quanto ao seu efeito na inibi¢do do VEGFR-2 e os
resultados mostraram valores de Cl, iguais a 0,36 uM e 0,66 uM,
respectivamente. Além disso, o composto 49a foi capaz de induzir
apoptose pré-Gl, parar o crescimento celular na fase G2/M e ativar
a caspase-9. Os estudos de docking molecular demonstraram a
capacidade do composto 49a interagir com os principais residuos
de aminodcidos do sitio de ligacdo da VEGFR-2 quinase. E por fim,
observou-se in silico que o composto 49a possui propriedades ADMET
muito satisfatérias, além de ndo violar a regra dos cinco de Lipinski.*

COMPOSTOS CUMARINICOS
ANTINEURODEGENERATIVOS

Doenga neurodegerativa € um termo utilizado para descrever um
conjunto de doencas onde hd a deterioracdo do sistema nervoso de
forma progressiva e irreversivel. Muitos sdo os fatores associados
a essas doengas, incluindo agrega¢do de proteinas, mutagdes
genéticas, fisiopatologias, estresse oxidativo, lesdo mitocondrial,
dentre outros fatores. Em geral, sio consideradas doengas complexas,
pois envolvem uma série de cascatas de sinaliza¢des conhecidas e
desconhecidas. As doencas neurodegenerativas mais comuns sao a
Doenga de Alzheimer (DA), Doenga de Parkinson (DP), Esclerose
Lateral Amiotréfica (ELA), Doenca de Huntington (DH) e Doenga
Pridnica.>**¢ Nesta revisdo focaremos na DA, onde encontramos o
maior nimero de relatos com cumarinas.

Compostos cumarinicos com atividades anti-Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) € uma doenca neurodegenerativa
progressiva, sendo atualmente a forma mais comum de deméncia
em idosos, caracterizada pela perda de memoria e diversas funcdes
cognitivas. A DA ¢ uma doenca de etiopatogenia complexa e
multifatorial, onde os fatores mais aceitos sdo a deposi¢io -amil6ide
(AB), hipofuncdo colinérgica, emaranhados neurofibrilares, estresse
oxidativo, neuroinflamac@o, entre outros.>

A hipétese colinérgica da DA afirma que a degeneracdo dos
neur6nios colinérgicos nos nucleos do prosencéfalo basal provoca
distirbios nos terminais colinérgicos pré-sindpticos no hipocampo e
no neocortex, que sao regides de extrema importancia para disttirbios
de memoria e outros sintomas cognitivos.’® Como resultado da
neurodegenaracio, a atividade de neur6nios colinérgicos, aqueles
que utilizam o neurotransmissor acetilcolina (ACh), é reduzida.
Uma abordagem terapéutica para melhorar a neurotransmissio
colinérgica € aumentar a disponibilidade de ACh pela inibi¢do da
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinestere (BuChE), enzimas
que degradam a acetilcolina na fenda sindptica.”*¢
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Recentemente, Shi e colaboradores desenvolveram uma nova
série hibrida de cumarina-carbazol, que se apresentaram como
promissores inibidores de colinesterase. Dentre os compostos, S0a
(Figura 11) se destacou por ter sido o derivado que apresentou maior
potencial de inibi¢do para AChE (eeAChE: Cl;, = 3,75 uM; hAChE:
CI;, = 70,51 uM), além de ter demonstrado ser altamente seletivo
para AChE em relacéo a BuChE, ja que nio foi capaz de inibir mais
que 30% da eqBChE ou hBChE na concentragio de 50 uM. Estudos
de modelagem molecular sugeriram que 50a pode interagir com dois
sitios de ligagdo diferentes na AChE, o CAS e o PAS, o que resulta
na sua maior poténcia de inibi¢do. O composto ainda foi avaliado
frente a sua capacidade antioxidante utilizando como padrio o Trolox,
um andlogo a vitamina E, onde 50a demonstrou possuir capacidade
antioxidante inferior ao do padrio utilizado.®

Najafi e colaboradores desenvolveram uma nova série hibrida de
cumarina-tacrina usando o nicleo 1,2,3-triazélico como espacadores,
que se apresentaram como promissores inibidores de colinesterases.
Dentre os compostos, 50b se destacou por ter sido o derivado que
apresentou maior potencial de inibi¢do para AChE (Cls, = 27 nM),
enquanto 50c¢ exibiu a melhor atividade inibidora de BuChE
(Cls, = 6 nM). Esses valores demostraram que 50c ¢ muito mais
ativo como iBuChE do que a tacrina (Cls, = 10 nM) e o donepezil
(Cl5, = 8,4 uM), farmacos usados como referéncia. O composto
50b ainda foi avaliado frente a inibi¢ao de BACE1, demonstrando
atividade inibitéria moderada. Além disso, a neuroprotetividade de
50b contra células PC12 expostas a AB25-35 foi baixa. Os autores
também relataram os estudos in vivo do labirinto aqudtico de Morris,
onde 50b foi capaz de reverter de forma significativa o deficit de
memoria induzida por escopolamina em ratos.”

Nosso grupo desenvolveu uma série de 7-aminoalcoxi-cumarinas
como inibidoras de colinesterases e antioxidantes. Os ensaios
in vitro indicaram que todos os compostos propostos foram eficazes
na inibicdo da AChE, com poténcias na faixa nanomolar. Dentre
os compostos, a 3-(4-(dimetilamino)fenil)-7-aminoetoxi-cumarina
(51e) (Figura 11) se destacou com o resultado mais promissor, tendo
demonstrado alto potencial de inibi¢cdo da AChE (Cl;,= 20 nM) e
uma seletividade (Cl;, BuChE /AChE = 354) muito semelhante
a do composto de referéncia, o donepezil (Cl;;, AChE = 6 nM;
CI;, BuChE /AChE = 365). 51e também apresentou propriedades
antioxidantes, baixa citotoxicidade e boas propriedades ADMET.
Avaliacdes de cinética e modelagem molecular definiram o modo
de acdo (tipo misto) e importancia de 2 metilenos espagadores
entre a cumarina e a piperidina, assim como a presenga do nicleo
dimetilamino-fenila em C-3 da cumarina.*

As Monoamina Oxidases (MAQ) sdo enzimas contendo flavina
adenina dinucleétideo (FAD) que catalisam a desaminacdo oxidativa
das monoaminas. A MAO existe sob duas isoformas enzimdticas
diferentes, designadas como MAO-A e MAO-B e estdo localizadas
na membrana mitocondrial externa de quase todos os tecidos.®’ No
cérebro, a MAO se localiza na glia, neur6nios e outras células.®
sendo que a MAO B ¢ comumentemente elevada em pacientes com
DA, levando a uma maior metaboliza¢do da dopamina e a producio
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Clsg = 1,24 uM (células MCF-7) e 0,36 uM (VEGFR-2) Clso = 1,65 uM (células MCF-7) e 0,66 uM (VEGFR-2)

Figura 10. Compostos cumarinicos com atividade antiproliferativa, inibidores de VEGFR-2 (49a-b)



186 Franco et al.

de grandes quantidades de peréxido de hidrogénio e radicais livres
que, em tltima instancia, originam dano neuronal.®*-* Dessa forma,
as estratégias terapéuticas até o momento baseam-se no aumento dos
niveis de dopamina no cerébro pela administracdo do precursor da
dopamina, a levodopa ou de algum inibidor da MAO-B.%%

Compostos hibridos cumarina-ditiocarbamato foram planejados
como inibidores multifatoriais pela inibicdo da AChE e MAO
para o tratamento da DA. Neste estudo, foi constatado que dentre
os compostos sintetizados, 52a (Figura 11) apresentou o maior
potencial inibidor da AChE com valores de Cl;,de 0,009 uM para
hAChE. Ainda foi observado que o composto 52b (Figura 11),
além de ser identificado como o inibidor mais potente da hMAO-B
(CI5, = 0,10 uM), também apresentou bom potencial inibidor da
hAChE (CL;,= 0,11 uM), permeabilidade ao sistema nervoso central
e auséncia de neurotoxicidade em células SH-SYSY. Estudos de
modelagem molecular e cinética, demonstraram que 52b € um
inibidor misto da AChE e um inibidor competitivo da MAO-B.%

O peptideo B-amildide é um dos componentes principais das
placas senis e emaranhados fibrilares que constituem uma das
caracteristicas neuro histopatoldgica da DA. Uma superprodugdo
de peptideo AP e sua posterior deposicdo em placas amil6ides
insoldveis em regides especificas do cérebro, como o cértex cerebral
e o hipocampo, responsdveis pelas fun¢des cognitivas,®’ podem
representar a rota patoldgica chave desta doenca. Assim, o peptideo
AP tornou-se um dos alvos principais para o desenvolvimento de
terapias eficazes para a DA.%

El-Sayed e colaboradores investigaram o potencial inibidor de
novos derivados de fosfazida como inibidores de acetilcolinesterase
(AChE) e agregagdo B-amiloide. Dos compostos testados, o
derivado cumarinico 53 apresentou uns dos maiores potenciais de
inibicdo para AChE (Cly, = 34,96 nM), além do melhor indice de
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seletividade (CLs, BuChE /AChE = 3,81). Além disso, o composto
53 (Figura 12) demonstrou uma boa capacidade de inibi¢do frente a
MMP-2 (Cly, = 441,33 nM) e da agregacdo auto-induzida de AP,
(Cls, = 337,77 nM). O composto 53 também foi avaliado quanto
a sua capacidade de quelag@o de metal e de inibicdo da agregacdo
de AP induzida por metal usando fluorescéncia de tioflavina T,
demonstrando capacidade de quelagdo significativa e com maior
potencial na agregacdo de AP,, induzida por Zn**. Além de possuir
baixa toxicidade nas células do neuroblastoma SH-SY5Y.%

COMPOSTOS CUMARINICOS ANTIOXIDANTES

Radicais livres sdo derivados de processos metabdlicos normais
no corpo de uma pessoa ou oriundos de fatores externos. Em geral,
esses radicais livres sdo derivados de moléculas com dtomos de
oxigénio, nitrogénio ou enxofre, denominadas como espécies
reativas de oxigénio (ERO), de nitrogénio (ERN) ou de enxofre
(ERS).”™ Espécies reativas t€ém importante func@o bioldgica como
na fagocitose. Por outro lado, quando sua produgdo ¢ exacerbada,
um estresse oxidativo € capaz de danificar células sauddveis podendo
levd-las a apoptose. Os radicais livres induzem dano celular pela
alterac@o de atividades bioldgicas essenciais em lipidios, proteinas,
DNA e carboidratos. As células afetadas podem danificar tecidos,
e simultaneamente também podem causar um desequilibrio i6nico
e disfun¢do mitocondrial,”’ contribuindo significativamente para o
desenvolvimento de doengas inflamatdrias, cardiovasculares, cancer
e DA.7Za—d

Hidroxicumarinas tém demonstrado capacidade antioxidante
significativa contra os radicais peroxila gerados pela rea¢do do
AAPH [dicloreto de 2,2’-azobis(2-amidinopropano)] com oxigénio
atmosférico.”” Recentemente, atividades antioxidantes atipicas de
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52a: R;= H; AChE Clgy = 0,009 uM
52b: Ry= CHj; AChE Clsg = 0,11 uM; MAO-B
Clsp = 0,10 uM

50c: Ry= H; R,= H; BChE Clgg = 6 M
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n=14

51a: R=Br; n=1; AChE Clsy = 180
nM; BChE Clsg = 8370 nM

51b: R=Br; n= 2; AChE Clsy = 370
nM; BChE Clsg = 15870 nM

51c: R= Br; n=4; AChE Clsq = 150
nM; BChE Clsg = 5010 nM

51d: R= Ph; n= 1; AChE Clsg = 140 nM; BChE Clsy = 2500 nM

51e: R= 4-(CH3),N-Ph; n= 1; AChE Clsg = 20 nM; BChE Clsg =
6730 nM

Figura 11. Derivados cumarinicos inibidores de colinesterases (A) e (B) e de MAO (C)
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Clso = 34,96 nM para AChE
Clsq = 441,33 nM para MMP-2
Clsq = 337,77 nM de inibigdo da agregacao AB_ao

Figura 12. Derivado cumarinico com atividade anti-AChE e inibidor da agregacdo [f-amiloide
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amino-cumarinas ndo fenoélicas (54) (Figura 13), frente ao AAPH
sob condic¢des aerdbicas foram relatadas. Este comportamento
foi atribuido a presenga de tracos de dcido hidroxicindmico (54b)
oriundos de hidrdlise. Estudos cinéticos e tedricos baseados na
Teoria do Funcional da Densidade apdiam a formacgdo de acido
hidroxicinamico (54b) e vinculam diretamente o comportamento
antioxidante dos compostos a transferéncia de dtomos de hidrogénio
como descrito na Figura 13. Essa hipdtese permitiu estabelecer um
novo comportamento antioxidante para cumarinas com potenciais
usos em farmacologia.™

Gong e colaboradores relataram a sintese de derivados cumarino-
oxadiazoéis (55-58) capazes de inibir a oxidacdo do DNA causada
pelo AAPH. Os compostos foram testados a uma concentragdo de
0,4 mM e comparados com os padrdes cumarinicos 8,9-diidroxi-
6H-benzofuro[3,2-c]cromen-6-ona (59a) e 3-(5-(m,p-diidroxifenil))-
1-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-3-il)cromen-2-ona (59b) com valores
de n (fator estequiométrico da oxidagdo de DNA induzida por
AAPH) iguais a 3,39 e 6,60, respectivamente.” Ao comparar o valor
n nos cumarino-oxadiazdis, nitidamente a posi¢do e quantidade de
hidroxilas influéncia no aumento desse fator, onde individualmente
a substituicdo em para € a que teria maior influéncia (Figura 14).

A natureza é uma fonte importante de cumarinas e 23 cumarinas
jé elucidadas pela literatura e 3 inéditas foram extraidas de raizes
de Angelica dahurica (frequentemente como erva medicinal em
paises asidticos). Os compostos foram testados no ensaio de ABTS
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55: R= 3-OH (n= 0,74)
56: R= 4-OH (n= 3,12)
57: R= 3,4-OH (n= 6,62)
58: R= 2,4,5-OH (n= 8,57)
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X (no ensaio de ABTS)

59a (n = 3,39)
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[2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico] usando Trolox
como controle positivo. O valor de CEs, (concentracéo eficaz para
50% da resposta) para a fracéio do extrato da raiz em acetato de etila
foi 80,45 ug mL! e 60a (Figura 14) foi o composto isolado mais
promissor com um valor de CE, de 6,44 uM."®

Uma série de compostos 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituidos
baseados no niicleo cumarinico foi sintetizada e teve suas propriedades
antioxidantes mensuradas a partir dos ensaios de eliminag@o de
radicais DPPH, tendo o 4cido ascérbico como padrdo. Os valores de
CI;, para a atividade antioxidante variou de 343 a 0,06 uM, onde o
composto 60b (Figura 14) apresentou a melhor atividade, o que foi
atribuido a presenca dos grupos doadores de elétrons -OMe e -CH;.
Em termos comparativos, 60b se mostrou mais potente do que a
referéncia acido ascorbico (Cly, = 1,46 uM).”’

CUMARINAS ANTIVIRAIS

Virus sdo agentes infecciosos que ndo sdo considerados
organismo, mas sim parasita intracelular que depende da célula
para se multiplicar. Mais da metade das epidemias infecciosas sdo
causadas por infec¢des virais e entre mais de 3600 tipos de virus
conhecidos, ao menos 1200 podem causar algum tipo de doenga. Entre
os tipos de virus mais representativos estao o HIV (do inglés “human
immunodeficiency virus” - virus da imunodeficiéncia humana),
HCV (do inglés “hepatitis C virus” - virus da hepatite C) e o virus

o]
OH
o OOH
OH
[\’/N
AP P
0" ~0
59b (n = 6,60)

O\
Nfo o So

60b
C|50 = 0,06 HM
(no ensaio de DPPH)

Figura 14. Cumarinas antioxidantes da classe das cumarina-oxadiazois (56-58), padroes (59a-b), cumarina de origem natural (60a) e 1,2,3-triazol-cumarina (60b)
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Influenza. Atualmente, o tratamento para doengas virais se estabelece
na inibicdo do crescimento da proliferagdo do virus, permanecendo
ainda longe do ideal, devido a auséncia de farmacos capazes de
eliminar o virus diretamente sem danificar a célula hospedeira.”

CUMARINAS ANTI-HIV

A AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), causada pelo
HIV, se espalhou rapidamente através da populagdo humana, desde
o seu primeiro relato em 1981.7” A AIDS destr6i o sistema imune®’ e
de acordo com a UNAIDS, programa das Na¢oes Unidas sobre HIV/
AIDS, em torno de 36,7 milhdes de pessoas no mundo viviam com
o virus HIV até o fim de 2016.%" Atualmente, a descoberta de novas
estratégias para o tratamento do HIV € um grande desafio para os
cientistas devido ao desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
disponiveis e toxicidade a eles associada.

Kudo e colaboradores descreveram um produto natural
proveniente da casca do caule de Calophyllum Brasiliense,
caracterizado como uma cumarina triciclica com atividade antiviral.
O composto 61 (Figura 15) inibiu a replicagdo do HIV-1 em células
infectadas de forma aguda e cronica através da supressdo de NF-kB.
Os autores utilizaram o modelo de infeccdo cronica e latente do
HIV-1 em células Ul, uma linhagem celular latente infectada com
HIV-1 cuja replicacdo ativa do HIV-1 pode ser induzida com PMA e
TNF-o.. O composto 61 foi capaz de suprimir a replicagio viral em
células infectadas Ul (PMA) e U1 (TNF-o) com CE,, de 3,48 ¢ 4,32
uM, repectivamente. Este composto também foi capaz de suprimir a
replicacdo viral em células Molt-4, infectadas com o virus do HIV-1,
com CEy,de 3,41 uM, demonstrando potencial como composto
protétipo para o desenvolvimento de novos agentes anti HIV-1.%

Novos compostos planejados pela combinacido de cumarinas
com hidrazidas foram sintetizados com o objetivo de identificar
novos inibidores de HIV-Integrase (HIV-IN). Os compostos foram
avaliados in vitro frente a HIV-IN utilizando o dcido chicérico (62¢)
como padrao (Figura 15). Os compostos com substituintes —Br ou
—Cl no anel cumarinico e somente o substituinte -OH no anel fenila,
apresentaram os melhores resultados in vitro: 62a (94% de inibicdo da
HIV-IN a 20 uM e Cl5, de 14 nM) e 62b (95% de inibi¢do da HIV-IN
a20 uM e Cls, de 13 nM), com valores de CI;, compardveis ao dcido
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Figura 15. Exemplos de cumarinas com atividade anti-HIV
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chicérico (62¢, Cly, = 10 nM). Em geral, observou-se que a presenga
do substituinte -Cl no anel fenila ou no anel cumarinico resultou em
boa atividade anti-HIV-1 IN. O maior impacto foi observado com a
substitui¢ao no anel fenila, o que sugere que esta subunidade interage
com o fon metdlico presente no sitio ativo da enzima. Ademais, a
citotoxicidade de todos compostos foi avaliada em células HelLa e
0s compostos apresentaram baixo, ou nenhum, nivel de toxicidade.*

Uma série de hibridos de cumarinas-AZT (63 e 64) foram avaliados
como inibidores com potencial a¢do dual sobre a transcriptase reversa
(RT) e HIV-1 protease (PR) (Figura 15).%* Os ligantes 63a-e (Figura
15) exibiram promissoras atividades inibitérias para HIV-1 PR (56-
64% a 50 uM) com ClI;, variando entre 21-29 uM (Tabela 1). Os
ligantes 63a e 63b apresentaram valores de porcentagem de inibigao
da HIV-1 RT comparaveis ao AZT a 50 uM (63a - 92%; 63b - 94%;
AZT - 95%). Os andlogos 64a-e (Figura 15) foram avaliados para a
inibicdo de HIV-1 PR e HIV RT, e exibiram boa eficdcia de inibi¢ao
para HIV-1 PR (52-60% a 50 uM) e valores de CI;, na faixa de 22-
35 uM. Ja frente a HIV-1 RT, as cumarinas 64a-e exibiram até 99%
de inibicdo a 50 uM e os resultados demonstraram que a introdugao
do grupo N-benzil (64a-e) se mostrou um importante grupo para o
aumento da poténcia inibitdria frente a HIV-1 RT. Estes resultados
indicam o potencial destes ligantes como protétipos de inibidores
com ac¢do dual para HIV-1 PR e RT.*

Novos derivados de cumarinas ariladas, obtidos pela reacio
de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura, foram avaliados
para atividade inibitéria anti-HIV in vitro em células humanas. Os
compostos 65 e 66 (Figura 16) inibiram a replicagdo de HIV-1 em
cultura celular com Cl;,de 12,4 uM e 33,1 uM com CC,,de 39,1 uM
e 154,0 uM respectivamente, resultando em um indice de seletividade
de 3 e 5 (Figura 15). A presenca do grupo metila nas posi¢des 3 e 5
dos grupos fenilas conectados ao anel cumarinico em C-6 e C-7 (65)
ou o grupo metila na posicéo 3 do grupo fenila em C-7, combinado
com o grupo triflato em C-6 do anel cumarinico (66), sdo essenciais
para o aumento da atividade anti-HIV,® caracterizando de forma
marcante um efeito do grupo metila sobre as atividades.*

Cumarinas Anti-HCV

Hepatite ¢ uma doenca infecciosa grave que afeta principalmente
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Tabela 1. Percentual de inibi¢do das enzimas HIV-1 PR e HIV-1 RT e valores de CI, para os ligantes 63a-e ¢ 64a-e

Composto R, R, HIV-1 PR HIV-1 RT
% de inibigao® Cls, (uM) % de inibigao® CIs, (uM)
63a H H 61 27,1 92 5,6
63b Br H 57 28,9 94 6,1
63c H OMe 64 21,6 29 106.,4
63d H OEt 62 234 21 114,0
63e Cl H 56 24,8 24 101,6
64a H H 52 35,1 96 34
64b Br H 52 32,0 94 42
64c H OMe 60 22,7 97 29
64d H OEt 58 27,3 97 2,9
64e Cl H 58 29,6 99 37

* Percentual de inibi¢do a SOuM

CH,

O TfO O N
:30 O b e® O 0
O 66

CH, Clsg = 12,4 pM Clsg = 33,1 uM
Figura 16. Exemplos de cumarinas com atividade anti-HIV

o figado, causando carcinoma hepatocelular e sendo uma das
principais causas de morte no mundo. Aproximadamente 3,5% da
populacdo mundial (200 milhdes de pessoas) sofre com doenca
hepdtica progressiva causada pelo HCV, resultando em cerca de
100.000 mortes por ano.*’-#

A hibridag@o de cumarinas com benzimidazdis pelo uso de um
conector tio-metileno originaram compostos com atividade antiviral
contra HCV (Figura 17). Os compostos 67 e 68 inibiram a replicacio
de HCV com valores de CE, de 3,4 uM e 4,1 uM respectivamente,
sendo que 68 inibiu a replicagdo de RNA do HCV em 90 e 99%
em concentragdes de 5 e 16 uM respectivamente. O estudo da REA
mostrou que a introducdo de bromo no nicleo cumarinico aumentou a
seletividade em 2,9 vezes e a inibigdo do HCV em 6,7 vezes, enquanto
apresenca de D-glicose no niicleo benzimidazol resultou em aumento
de 4,8 vezes na atividade anti-HCV.%®

Novos compostos hibridos de ribofuranosideos cumarina-purina
(69a-c) com atividade anti-HCV foram desenvolvidos e se mostraram
eficientes inibidores da replicacdo do HCV subgendémico com valores
de CE,, de 6,6, 5,5 e 5,9 uM, respectivamente. O estudo da REA
demonstrou que a presenga do nicleo cumarinico nos compostos
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N
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R
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Figura 17. Exemplos de cumarinas inibidoras da replica¢do do HCV

67: R1= F, R2= H, CE50= 3,4 ].,lM R1 SN
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hibridos era essencial e a presenga da subunidade ribofuranose
levava ao aumento da inibicdo do HCV. Além disso, a manutencio
de grupos —OH na ribofuranose levou a redugdo da citotoxicidade.”

Cumarinas Anti-Influenza

Influenza € uma doenca infecciosa que ocorre sazonalmente em
proporcdes epidémicas ou pandémicas e ocorre predominantemente
no inverno, resultando em milhdes de casos graves e muitas mortes
todo ano.”! Influenza A (HIN1) é um dos subtipos de Influenza
e configura-se como a principal causa de influenza sazonal ou
pandémica em todo o mundo. Os virus influenza estiio em constante
mudanga devido a mutacdo, dando origem a novas cepas que podem
infectar pessoas anteriormente imunes a cepas pré-existentes.”
Devido a capacidade de o virus influenza desenvolver resisténcia a
farmacos existentes,” o desenvolvimento de novos tipos de farmacos
com atividade inibitdria contra o virus influenza se faz necessaria.

Khomenko e colaboradores descobriram um composto cumarinico
promissor contendo a subunidade monoterpenoide com atividade
anti-influenza. O composto 70 (Figura 18) demonstrou promissora
atividade anti-influenza (Cly, = 36 uM), afetando culturas de células
infectadas principalmente nos estdgios iniciais de reproducdo viral
(1-2 h da infecgdo), baixa citotoxicidade (CCs, = 982 uM) e uma
sintese acessivel. Apesar de ndo confirmado, 0 mecanismo proposto
por ensaios in silico indicou a hemaglutinina viral como possivel alvo.
A REA mostrou a importancia da subunidade biciclica pirano para
o aumento do indice de seletividade, assim como os substituintes no
nicleo cumarinico com a configura¢do absoluta do monoterpeno.”

O derivado cumarinico 71 (Figura 18), isolado do extrato de
Sarcandra glabra (medicina tradicional chinesa), apresentou um
amplo espetro de atividade contra o virus influenza e valores de Cly,

/L{ {

R3
69a: Ry= H, R,=H; Ry= OAc, CEs5=6,6 uM
69b: R1= H, R2= H, R3= OH, CE50= 5,5 },LM
69c: Ry= Br; R,=Br; R3= OH; CE5y= 5,9 uM
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Figura 18. Cumarinas com atividade anti-HIN1

entre 166-325 uM in vitro. A REA mostrou que a presenca do grupo
glicosidico na posi¢do C-7 e a substitui¢ao de C-6 e C-8 por grupos
metoxilas na estrutura da cumarina € indispensavel.”

COMPOSTOS CUMARINICOS ANTIBACTERIANOS

As doengas bacterianas afetam a humanidade hd séculos e seu
controle ainda gera grande preocupagdo. Atualmente a resisténcia
bacteriana aos antibidticos tem aumentando e o surgimento de cepas
multirresistentes ¢ um grande problema de satide publica em todo
o mundo. Embora novos compostos bactericidas estejam sendo
descritos na literatura, as doengas causadas por bactérias tém sido a
principal causa de morte, principalmente em paises subdesenvolvidos
e/ou infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana — HIV.
Muitos compostos cumarinicos, naturais e sintéticos tem sido
estudados como potentes agentes antibacterianos.”®*¢ As bactérias
atuam patogenicamente através de toxinas, substancias capazes de
causar danos a tecidos. Essas toxinas sdo classificadas em dois tipos:
endotoxinas, secretadas exclusivamente por bactérias Gram negativas,
e exotoxinas, que podem ser produzidas por bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas.”’*®

Uma série de compostos hibridos de cumarina-chalcona com
diferentes padrdes de substitui¢io foram planejados e sintetizados por
Vazquez-Rodriguez e colaboradores (Figura 19). Sua atividade contra
bactérias patogénicas humanas (E. coli, S. aureus e P. aeruginosa)
e diferentes espécies do género Tenacibaculum foram testadas,

Quim. Nova
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avaliando suas Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM), tendo o
enrofloxacino como padrdo. Os compostos ndo foram ativos contra
bactérias patogénicas humanas e contra as espécies Tenacibaculum,
sendo altamente seletivos e apresentaram alta atividade antibacteriana
contra T maritimum. As substancias que ndo possuiam um grupo amino
nas posi¢des R, ou R,ndo foram ativas, mostrando que a presenga de
um grupo amino na subunidade benzoilica (compostos 72a-h) parece
ser uma substitui¢ao chave para a atividade de compostos contra
T. maritimum (Cepa LLO1 8.3.1 - CIM = 0,1-3,9 uM; Enrofloxacino
— CIM = 2 uM). Substitui¢des no nicleo da cumarina na posicao 8
(R,) ou 6 (R,) também desempenharam um papel fundamental em suas
atividades, indicando que substitui¢des na posicédo 8 (72a-b; 72d-e)
aumentam sua atividade (CIM = 0,5 uM; 0,2 uM; 3,9 uM e 0,1 uM),
enquanto a substitui¢do na posic¢ao 6 (72¢ e 72f) diminui a atividade
antibacteriana de 7. maritimum (CIM > 100 uM).*

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)
representa um sério desafio terapéutico clinico atualmente
para o desenvolvimento de novos farmacos. As cumarinas
naturais t€m diversas bioatividades e potenciais de efeitos sobre
bactérias resistentes. Zuo e colaboradores avaliaram as atividades
antibacterianas in vitro de quatro cumarinas naturais, 5-geraniloxi-7-
metoxicumarina (73), artanina (74), isopimpinelina (75) e Fellopterina
(76), de extratos de Zanthoxylum nitidum (Roxb.) DC. (Rutaceae),
dando enfoque em seu potencial de restauracio na atividade de
agentes antibacterianos convencionais contra cepas clinicas de SARM
(Figura 19). As cumarinas 73 a 76 apresentaram inibi¢ao promissora

X ~o oo
~o 0”0 © 74
o 73 ) ] ) Artanina
5-geraniloxi-7-metoxicumarina
~N
72a: R, = R; = H; R, = OMe; Ry = NH,; CIM = 0,5 uM Q o
72b:R; =Ry =H; Ry = OE; R, =NH,; CIM=02uM A N
72¢: Ry = Bri R, = Ry = H; Ry = NH,; CIM >100 uM R 4
72d R, = R, = H; R, = OMe; R; = NH,; CIM = 3,9 uM 0" "0 o o Xo
72e: R, = R, = H; R, = OEt; R; = NHy; CIM = 0,1 uM _© o
72f: R, = Br; R, = R, = H; Ry = NHy; CIM >100 uM 75
Isopimpinelina 76

73-76; CIM contra SARM = 8-64 nug ml"!

Fellopterina

Figura 19. Cumarinas hibridas de chalconas com atividade antibacteriana contra T. Maritimum (A); Cumarinas naturais com atividade frente as infecgoes

por SARM (B)
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contra SARM, com CIMs de 8-64 ug ml"'. Adicionalmente, também
mostraram diferentes graus de sinergismo com um total de oito
agentes antibacterianos convencionais e contra dez cepas clinicas de
SARM. As cumarinas apresentaram altos efeitos potencializadores
dos agentes antibacterianos contra Staphylococcus aureus resistente
a multiplos farmacos. O efeito de reversdo da resisténcia justifica a
investigagdo farmacoldgica na terapia combinatdria para combater
as infecgdes por SARM.”

Derivados cumarinicos e 1,2,3-triazdis sdo descritos como
potentes antibacterianos,'”*® estas subunidades combinadas podem
oferecer algumas vantagens, como a superagdo da resisténcia aos
medicamentos que ja estdo em uso clinico, e na melhoria da sua
poténcia. Recentemente Lépez-Rojas e colaboradores também
sintetizaram cumarino-triazéis com atividades antibacterianas
promissoras. O cumarino-triazol com melhor atividade antibacteriana
foi o composto 77 (figura 20), que apresentou CIM = 130,7 uM frente
a espécie Enterococcus faecalis, o padrio utilizado nos testes foi o
cloranfenicol que aprensenta CIM = 15,5 uM frente a E. faecalis.'"!

Uma nova quimioteca de derivados cumarinicos foi sintetizada
através da reagdo multicomponete de Ugi e avaliada quanto a atividade
antibacteriana in vitro em bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Duas cepas Gram-negativas Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa, e duas cepas Gram-positivas Streptococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis foram utilizadas no rastreamento dos
compostos sintetizados. A cefepima foi usada como antibidtico padrdo
contra todos os organismos usados na avaliagdo dos valores de CIM
[208 uM]. Os compostos com melhores valores de CIM foram 78a
(0,018 uM ml") frente a S. aureus (cefepima 0,008 uM ml') e 78b
(0,049 uM ml") frente a P. aeruginosa (cefepima 0,027 uM ml ). 102

COMPOSTOS CUMARINICOS ANTIFUNGICOS
O aumento da incidéncia de infec¢des flngicas, e resisténcia

aos farmacos atuais, evidencia a necessidade de novos tratamentos
antiftingicos. Consequentemente, a mortalidade e o custo associado
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aos cuidados médicos para infec¢des fungicas estdo aumentando
constantemente. Além da toxicidade dos medicamentos atualmente
utilizados, existem outras desvantagens envolvendo o espectro
de atuacdo, distribuicdo tecidual, penetra¢do no sistema nervoso
central e alto custo, limitando assim o nimero de antifiingicos
efetivos. Adicionalmente, muitos desses farmacos produzem infecgao
recorrente, pois sdo fungistiticos e ndo fungicidas. Diante desse
cendrio, hd uma necessidade urgente do desenvolvimento de novos
compostos antifiingicos.'®

Complexos metdlicos de Co(II), Ni(II) e Cu(Il) foram
sintetizados a partir de iminas derivadas de 6-formil-7,8-dihidroxi-4-
metilcumarina com o-metilanilina ou 3-trifluoranilina (Figura 21). Os
compostos foram avaliados quanto a sua atividade antifingica frente
a Candida, Aspergillus niger e Rhizopus. Os complexos cumarinicos
de Cu(Il) 79a-b a uma concentragido de 200 ug ml', demostraram
halo de inibi¢do de 11, 15 e 13 mm, respectivamente para as cepas
citadas acima, muito semelhante ao controle positivo Fluconazol (13,
16 e 14 mm). Os resultados concluiram que os complexos de cobre
sdo bons antifigicos frente as cepas testadas.!®

Uma quimioteca de novos andlogos de pirano-cumarinas,
descritos por Zhang e colaboradores, foram avaliadas contra os
fungos Botrytis cinérea, Colletotrichum copsica, Alternaria solani,
Gibberella zeae e Rhizoctorzia solani. Os resultados indicaram
que alguns dos compostos tinham atividades antifiingicas potentes
em uma concentracio inferior a 50 ppm. Para os compostos 80a-c
(Figura 21), os valores de CEs, contra Botrytis cinerea foram tao
baixos quanto 0,14, 0,082 e 0,091 uM, respectivamente, o que ¢
melhor do que o fungicida comumente utilizado Azoxistrobina (0,158
uM). Os compostos 80a (57%) e 80b (55%), a 50 ppm, também
mostraram controle mais efetivo que a Azoxistrobina (44%) contra
Colletotrichum capsica.'®

Fungos enddfitos de mangues marinhos estdo entre as fontes
mais produtivas de produtos naturais estruturalmente incomuns
e biologicamente ativos.'*“c Aspergillus clavatus é geralmente
encontrado como fungo saproéfito, que € gerado na natureza,

N N=N () X
o "0 O
7 78a: R = 2-NO,; CIM = 0,018 uM ml"' (S. aureous)

CIM = 130 uM (Enterococcus faecalis)

78b: R = 4-NO,; CIM = 0,049 uM ml! (P. aeruginosa

Figura 20. Cumarinas-triazolicas com atividade antibacteriana frente a Enterococcus faecalis (A); Cumarinas obtidas pela reagdo pentacomponente de Ugi

com atividade antibacteriana (B)

79b

80a - R{=H; R,=Me; Rs=Et; 0,14 uM*

80b - R;=OMe; R,=Me; R3=Et; 0,082 uM*
80c - Ry=Allyloxy; R,=Me; Rz=Me; 0,091 uM*
*ECs5p contra Botrytis cinerea

Figura 21. Novos complexos cumarinicos de Cu(Il) (A); e andlogos de pirano-coumarinas (B) com atividades antifiingicas
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produzindo micotoxinas e outros metabdlitos biologicamente
ativos.'’*¢ Dois novos derivados da cumarina, 4,4’-dimetoxi-5,5’-
dimetil-7,7’-oxidicumarina (81) e 7-((3-metilbut-2-en-1-il)oxi-4-
metoxi-5-metilcumarina (82), juntamente com duas biscumarinas
conhecidas, kotanina (83) e orlandina (84; Figura 22), isolados
de um fungo Aspergillus clavatus, obtido da raiz de Myoporum
bontioides coletada na Peninsula de Leizhou na China, tiveram suas
atividades antifingicas avaliadas. Os compostos 81, 83 e 84 inibiram
consideravelmente a cepa de Fusarium oxysporum (253,81,235,85 e
252,47 uM, respectivamente), mostrando maior atividade antifingica
que o controle positivo (triadimefona - 340,43 uM).!%

Quatro novos derivados de cumarina-quitosana 85a-d foram
sintetizados via reacdes de condensag¢do de quitosana tiosemicarbazida
com derivados de cumarina (Figura 22). Sua atividade antifiingica
contra trés tipos de higromatologia, Alternaria solani soeauer (A.
solani), Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum (F. oxysporum) e
Fusarium moniliforme (F. moniliforme) foram testados com taxa de
crescimento micelial in vitro a 1,0 mg ml'. A atividade inibitéria
da quitosana, tiossemicarbazida-quitosana e derivados da cumarina
quitosana (85a-d) contra F. oxysporum foi de 9,5, 28,5, 58,1, 69,5,
62,5 e 77,2%, respectivamente. Os derivados de quitosana sintetizados
tiveram maior atividade contra os fungos testados em comparagio
com a quitosana ndo modificada utilizada como parametro. Além
disso, a introducio de dtomos de halogénio nos derivados da quitosana
melhorou a atividade antifiingica.'®

Uma nova cumarina (86) foi isolada de Artemisia annua
(Figura 22) e avaliada contra Fusarium oxysporum, Fusarium
solani e Cylindrocarpon destrutans. O composto 86 inibiu todas
as cepas flingicas com valores de CIM de 152,2, 106,6 e 60,9 uM,
respectivamente, o que comparado ao controle positivo (hymexazol
—-131,9;420,5; 262,8 uM) representa potente atividade antifingica.''

COMPOSTOS CUMARINICOS ANTIDIABETICOS

Diabetes € uma doenga metabdlica cronica que ocorre quando o
pancreas ndo produz insulina suficiente ou quando o corpo nio pode
efetivamente usar a insulina produzida no controle da glicemia.''' O
aumento do nivel de agicar no sangue, hiperglicemia, ¢ um efeito
comum da diabetes e pode causar sérios danos como: cegueira,
insuficiéncia renal, ataques cardfacos, acidente vascular cerebral e
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amputagio de membros inferiores.!'? A diabetes tipo 1 € caracterizada
por uma producdo insuficiente, ou nenhuma, de insulina e requer
a administracio didria de insulina. A diabetes do tipo 2 € a mais
comum e geralmente estd associada a um excesso de peso corporal,
ocorre quando o corpo torna-se resistente a insulina ou ndo a produz
suficientemente. Pacientes com diabetes tipo 2 podem ser tratados
com hipoglecimiantes orais e estes apresentam efeitos colaterais
como hepatotoxicidade, dor abdominal, diarréia, flatuléncias e
hipoglicemia. Além disso, a resisténcia a esses medicamentos
também foi relatada apds o tratamento prolongado.!”® Portanto,
ainda € necessdrio procurar novos agentes antidiabéticos para evitar
ou diminuir os efeitos adversos dos agentes atualmente utilizados.

Inibidores de o-glicosidases comprometem a liberacdo de
D-glicose no sangue proveniente de oligossacarideos e dissacarideos,
o que leva ao atraso da absorcdo da glicose pelo intestino e,
consequentemente, a diminui¢cdo dos seus niveis pés-prandiais no
sangue.'* Estudos realizados por Singha et al descreveram a sintese
de cumarinas 7-O-substituidas e as respectivas avaliagdes in vitro de
inibi¢do da oi-glicosidase e atividade antioxidante (Figura 23). Todas
as cumarinas O-alquiladas inibiram o-glicosidase com valores de Cly,
variando entre 41 — 540 uM. A alquilagio se mostrou importante ji que
87a (7-OH) nio foi ativa. O composto 87d, portador do grupamento
benzila na posi¢do 7, apresentou Cly, igual a 41,9 uM, compardvel
ao padrdo acarbose, Cl, = 24,6 uM. Outros compostos apresentando
cadeias 7-O-alquilicas também tiveram sua atividade otimizada em
relagdo a acarbose. Entretanto, a substitui¢do por grupos acetil, alquil
ramificados e alila levou a reducio da atividade.''

A proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) desempenha um papel
fundamental na regulagio da insulina, exercendo um efeito regulatério
negativo da via de sinalizac¢@o de insulina em condi¢des fisiologicas
normais. A inibi¢do de PTP1B promove a melhora da agio da insulina
e a tolerincia glicémica.''® Recentemente Jung e colaboradores
investigaram o efeito antidiabético da o-metil artoflavanocumarina
(88) (Figura 23), uma flavanocumarina natural isolada da espécie
Juniperus chinensis, e observaram que este composto era capaz
de inibir a PTP1B com valor de Cly, igual a 25,27 uM. Através de
estudos de cinética enzimadtica foi evidenciado que o composto 88
era um inibidor misto com valor de Ki igual a 13,84 uM. Estudos
in silico demonstraram que 88 foi capaz de se ligar através do sitio
catalitico e alostérico da PTP1B, o que corrobora com o modo
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Figura 22. Cumarinas isoladas de fungo endofitico de Aspergillus clavatus (A); derivadas de quitosana (B) e extraida de Artemisia annua com atividades

antifiingicas (C)
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misto de inibi¢do observado nos estudos cinéticos. Também foi
observada ativagio da via de sinalizacdo responsavel por regular o
metabolismo de glicose IRS-1/ PI3K/Akt e ERK1, ocasionada pela
diminui¢ao da expressdo da PTP1B, com consequentemente aumento
da sensibilidade a insulina.!”

Duas cumarinas (89 ¢ 90) isoladas do caule da Angelica
keiskei Koidzumi, uma planta origindria do Japao conhecida como
rejuvenescedora e antidiabética, também foram avaliadas quanto a sua
atividade inibitéria da PTP1B (Figura 23). A cumarina 89 demonstrou
alta atividade inibitéria de PTP1B (Cl;, = 11,7 uM), enquanto
trés cumarinas 90a-c demonstraram atividade inibitéria moderada
(CIs, = 31,19 uM; 30,31 uM; e 39,7 uM, respectivamente).''

A perda excessiva de células B pancredticas, principalmente
devido a apoptose, ¢ uma das principais caracteristicas do
desenvolvimento de diabetes tanto do tipo 1 quanto do tipo 2."° A
dafnetina 91 (Figura 23), cumarina de origem natural, foi avaliada
in vitro contra o dano induzido por estreptomicina (STZ) em células B
pancredticas INS-1 de ratos, através do aumento do estresse oxidativo
e da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O resultado
do teste do MTT indicou que a viabilidade das células INS-1 foi
significativamente reduzida com a exposicio a STZ durante 12 h
por indugdo a apoptose, em comparag¢do com as células de controle,
enquanto as pré-tratadas com dafnetina 91 durante 24 h apresentaram
significativo aumento dessa viabilidade celular. Além de melhora
na secrecdo de insulina estimulada por glicose. Ensaio de Western
Blot revelou que a dafnetina 91 poderia suprimir a apoptose através
da elevacdo da regulacdo da expressdo anti-apoptética da proteina
Bcl-2 e da regulagdo negativa dos niveis pré-apoptéticos de proteina
Bax e NF-xB.'*

As células adiposas secretam adipocitocinas, que levam a resis-
téncia & insulina na diabetes tipo 2.!?! Desse modo, compostos capa-
zes de aumentar a diferenciacdo e a lipdlise de adipdcitos, tem sido
utilizados como antidiabéticos. Recentemente, Choi e colaboradores
avaliaram os efeitos antidiabéticos e anti-obesidade do composto
92 (Figura 23), isolado de folhas de Peucedanum japonicum Thunb
sai, planta originada do Japdo. Este composto efetivamente inibiu a
diferenciacio de adip6citos de uma maneira dose-dependente, além
de reduzir significativamente os niveis de triglicerideos e estimular
absorcdo de glicose em comparacdo ao controle em células de
pré-adipdcito 3T3-L1. O composto 92 aumentou significativamente
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87c: R1 —CH3; R2 -OCH20H3;
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a ativagdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), respon-
savel por estimular vias catabdlicas e inibir vias anabdlicas. Além
de reduzir o RNAm e, consequentemente a expressdo proteica
dos principais fatores de transcri¢do adipogénicos, como C/EBPa,
PPARc e SREBP-1c em células 3T3-L1. Ademais, 92 apresentou
atividade inibidora de o.-glicosidase. Esses resultados indicaram que
o composto cumarinico 92 € um potencial agente MTLD natural
para diabetes e obesidade.'”

COMPOSTOS CUMARINICOS ANTI-INFLAMATORIOS

A inflamacgdo é uma resposta do organismo contra lesdo ou
infec¢@o, com o propdsito de limitar a propagagdo do agente
prejudicial e promover o reparo de tecidos. Tal processo é mediado
por biomoléculas que levam as rea¢des inflamatdrias, incluindo:
metabdlitos de dcido araquidonico, 6xido nitrico, bradicinina,
citocinas, aminas vasoativas, eicosandides, quimiocinas, interleucinas
e fatores de crescimento. '3

O lipopolissacarideo (LPS) ¢ uma endotoxina proveniente da
membrana celular externa de bactérias gram-negativas, conhecido
como um importante ativador da resposta imunoldgica.'**
Recentemente, novos derivados cumarinicos 7-substituidos (93a-f)
foram descritos com atividade anti-inflamatéria frente as células
RAW 264 estimuladas por LPS (Figura 24). Todos os compostos
diminuiram os niveis dos mediadores pré-inflamatérios IL-6 e TNF-o..
O composto 93b foi o mais ativo, com redugdo de até 50% do nivel
dos mediadores comparado ao LPS. Estudos de REA mostraram que
substituintes R afetam significativamente a atividade anti-inflamatéria
e que o grupamento metoxila se mostrou melhor que os substituintes
halogenados. Estudos in silico mostraram que o composto 93b,
possivelmente, liga-se ao sitio ativo do fator de transcri¢do NF-xB,
bloqueando esta via de sinalizag@o, o que foi confirmado por andlises
de ressonancia plasmonica de superficie (SPR). Além disso, ensaios
de Western blot mostraram a reducéo da fosforilacdo de p65 por 93b
e também a inibicao de algumas espécies a jusante, como iNOS and
COX-2.1%

Ainda com enfoque na modulagdo de IL-6 ¢ TNF-o, uma nova
série de derivados fenil-pirazolina-cumarinicos foi planejada e
sintetizada por Chen e colaboradores. Alguns derivados foram capazes
de reduzir os niveis destas citocinas em células RAW 264 induzidas

O/
o o” o o R,
CI50=8191,7 uM R 90ac

(@)
- X
a Ry= W;Rf H; Clsg = 31,2 uM

b: Ry= yom)\ :Ro=H; Clsp = 31,3 uM
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¢: Ry= OH; Ry= OH; Cls = 39,7 uM

Figura 23. Derivados cumarinicos com atividade antidiabética pela inibi¢do da a-glicosidases (A) e proteina tirosina fosfatase 1B (B) e Cumarinas de origem
natural com atividade anti-diabética por agdo anti-apoptdtica e anti-adipogénica (C)
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por LPS. Estudos adicionais com o composto 94 mostraram que este
suprime significativamente as expressdes de 6xido nitrico sintase
(iNOS), ciclooxigenase-2 (COX-2) e a produgdo de IL-6, TNF-o. e
NO através da via de sinalizagdo NF-kB/MAPK. 126

Os anti-inflamatorios nao esteroidais (AINE’s) sdo os farmacos
mais utilizados para o tratamento da inflamagao, atuando na supregao
da produc¢do de prostaglandinas e tromboxanos através da inibicio
da enzima COX.'”** Os AINE’s cldssicos inibem as duas isoformas
da COX, classificadas como: COX-1, ou constitutiva, e COX-2,
ou indutiva. J4 os coxibes, fairmacos de segunda geragdo, inibem
seletivamente a isoforma COX-2. Acredita-se que as propriedades
anti-inflamatérias dos AINES sdo mediadas através da COX-2'% ¢
os efeitos colaterais, como a incidéncia de lesdes gastrointestinais,
sdo oriundos da inibigdo da COX-1.'*

Uma série de 3-metil-1-fenilcromeno [4,3-c]pirazol-4(1H)-
onas foram sintetizadas e avaliadas frente a enzima COX. Entre
os compostos desta série 95a-d e 95f foram identificados como
inibidores seletivos da COX-2, com Cly, entre 1,79 e 4,35 uM,
e indice de seletividade COX-1/COX-2 (SI) de 6,8 a 16,7
(Figura 25). O composto 95b apresentou a maior poténcia pela
COX-2 (Cls, = 1,79 uM), seguido por 95f (Cl,, = 2,36 uM) e 95¢
(Cly = 2,43 uM). Os estudos de REA sugeriram que a presenca de
substituinte retiradores de elétrons no anel N-fenila (95b-d e 95f)
aumenta a poténcia e seletividade frente & COX-2, no qual 4-CF,
(95b) > 4-F (95f) > 4-C1 (95¢) > 4-Br (95d). A avaliacdo de atividade

070 oY X
0

93a: R=2-OCHs 93d: R= 2-Cl
93b: R= 3-OCHj 93e: R= 4-F
93c: R=4-0OCHj, 93f: R=4-Br

Quim. Nova

anti-inflamatéria dos compostos foi realizada através do modelo de
edema de pata de rato induzido por carragenina (150 umol kg™') e os
resultados mostraram que quatro compostos (95b, 95¢ e 95f) possuem
atividades anti-inflamatdrias significativas, com reducdes de 59,9%;
49,4%; e 55,6% do edema, respectivamente, apds 5 h (controle
positivo celecoxibe, inibi¢do de 51,4%).'%°

O 6xido nitrico (NO) € um dos importantes mediadores
inflamatdrios, sendo secretado por células como macréfagos.'!
Niveis elevados de NO na inflamag@o cronica podem resultar em
vérias doengas,'® jd que este pode interagir com oxigénio molecular
e anions superoxido para formar EROs que podem modificar varias
fungdes celulares.'®.

Neste contexto, Lv e colaboradores descreveram o isolamento de
dois novos 8-metilbenzo [h]cumarinas (biossintese proposta passando
por uma eletrociclizacdo de 96 para 97; Figura 25), nove novas
cumarinas C-8-substituidas (muralatinas) e vinte e duas estruturas
andlogas j4 conhecidas das folhas de Murraya alata. Cinco compostos
inibiram a producdo de 6xido nitrico induzida por LPS em macréfagos
RAW 264, sendo o composto 98 o mais ativo, com valor de Cly,igual
a 6,0 uM, semelhante ao controle positivo indometacina (6,3 uM).'**

De modo semelhante, derivados cumarinicos isolados do caule
de C. lenis, trés inéditos e nove jd descritos, foram avaliados quanto
sua atividade anti-inflamatéria e anti-HIV. Os compostos inibiram
significativamente a produg@o de 6xido nitrico (NO) induzida por
LPS em macréfagos RAW 264, com valores de Cls, que variam de

Figura 24. Derivados cumarinicos com atividade anti-inflamatdria atuando na redugdo dos niveis das citocinas IL-6 e TNF-o.
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Figura 25. Derivados cumarinicos com atividade anti-inflamatéria. Inibidores seletivos de COX-2 (94a-f), inibidores da produc¢do de NO (95-98) e inibidores
de 5-LOX (99-100a-e)
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0,52 a 10,39 uM compardveis ao padrdo hidrocortisona. Além disso,
os derivados também exibiram atividade anti-HIV-1 RT com valores
de CEs, entre 0,17 a 9,08 uM. Dentre os derivados estudados, os
compostos 99a e 99b (Figura 25) se mostraram 0s mais potentes
tanto para a atividade anti-inflamatéria (Cly, de 0,52 uM e 1,06 uM,
respectivamente) quanto anti-HIV-1 RT (CEs, de 0,29 e 0,17 uM,
respectivamente).'®

Os leucotrienos sdo mediadores da inflamagdo que derivam
da oxidag@o de 4dcidos graxos polinsaturados através da enzima
5-lipoxigenase (5-LOX) e atuam através da interacdo com o0s
receptores LTB4, BLT1 e BLT2.1%¢

Derivados cumarinicos sintéticos substituidos em C-7, 100 e
101 (Figura 25), foram avaliados para atividade anti-inflamatdria e
analgésica in vivo, assim como a determinagdo de suas capacidades
de inibi¢do da enzima 5-LOX in vitro. Os compostos 101c e 101e
apresentaram Cl;, para a inibi¢do da 5-LOX de 2,79 nM e 2,09 nM,
respectivamente, demonstrando a importancia da presenca do
mono-substituinte -Cl em 101c e -OCH; em 101e na posi¢do C6
do anel benzotiazol para a atividade anti-inflamatéria. Isso pode ser
comparado com 101b (CL, = 6,16 nM) e 101d (CI, = 15,50 nM), que
apesar de potentes, mostraram menor poténcia inibitéria comparada
com os compostos mono-substituidos 101c e 101e. O estudo cinético
in vitro do composto 101e mostrou que esta série de compostos
apresdentou uma inibi¢do ndo competitiva com a enzima 5-LOX. "%

CONCLUSAO

Levando em consideracdo o nimero de exemplos expostos
neste trabalho de revisdo, tanto em termos estruturais como em
relagdo aos alvos terapéuticos, fica evidente a importancia do nicleo
cumarinico para a Quimica Medicinal. Neste artigo, focamos apenas
em trabalhos com destacada atividade bioldgica como agentes
anticoagulante, anticancer, anti-neurodegenerativo, antioxidante,
antiviral, antidiabético, anti-inflamatério, antibacteriano e antiftingico
nos ultimos anos. Portanto, esperamos que este trabalho de revisao
contribua para o desenvolvimento racional de novos projetos
de pesquisa utilizando cumarinas para o tratamento de doencas
emergentes.
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