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ANTI-Trypanosoma cruzi PHENYLPROPANOIDS ISOLATED FROM Baccharis ligustrina C. DC. (ASTERACEAE). In the
present work, dried aerial parts of Baccharis ligustrina (Asteraceae) were subjected to microwave assisted extraction (MAE) using

aqueous solution of 1-butyl-3-methylimidazolium bromide (BMImBr) and the obtained extract was successively partitioned using

hexane and EtOAc. Using reduced amounts of extracts and efficient chromatographic steps, four acyl C,C; derivatives (n-hexacosyl
ferulate, n-hexacosyl, n-octacosyl, and n-triacontyl p-coumarates) were obtained from hexane phase whereas two C,C; acids
(ferulic and p-coumaric) were obtained from EtOAc phase. Isolated phenylpropanoids were evaluated against amastigote forms of
parasite Trypanosoma cruzi. As result, it was observed that p-coumaric and ferulic acids were inactives whereas alkyl derivatives
displayed ECy, values of 6.5 umol L' (n-octacosyl p-coumarate), 9.3 umol L' (n-triacontyl p-coumarate), 15.7 umol L' (n-hexacosyl

p-coumarate), and 32.2 umol L' (n-hexacosyl ferulate). All tested compounds displayed reduced toxicity against NCTC cells

(CCy, > 200 mmol L),
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INTRODUCAO

O género Baccharis apresenta ampla distribuicdo em diferentes
regides do Brasil e conta com aproximadamente 500 espécies, das
quais cerca de 20% sdo utilizadas na medicina popular para tratamento
de inflamagdes, males do figado, reumatismo e dlceras.'? Tais espécies
sdo encontradas nas regides sul e sudeste do pafs, principalmente em
regides de altitude (a cerca de 1800-2000 m do nivel do mar), que
sdo biomas com predominincia de gramineas e arbustos.* Do ponto
de vista quimico, espécies de Bacharis sdo produtoras de diferentes
metabdlitos dos quais se destacam flavonoides, diterpenos de
esqueletos caurano, labdano e clerodano e também de triterpenoides,
principalmente de esqueletos oleanano e ursano.*® Além desses
metabdlitos, merece destaque a ocorréncia de tricotecenos, que sao
derivados diterpénicos com importantes ag¢oes farmacoldgicas.’
Dentre as espécies estudas quimicamente encontra-se B. ligustrina,
distribuida amplamente nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, e
que se mostrou constituida essencialmente por dois triterpenos (dcidos
oleandlico e ursélico) e dois flavondides (naringenina e hispidulina).®

Como parte dos nossos estudos visando a prospeccao de compostos
bioativos em espécies de Baccharis,”'" as partes aéreas de B. ligustrina
foram submetidos a extracdo assistida por micro-ondas (MAE)
usando solucdo aquosa de 1-butil-3-brometo de metilimidazélio
(BMImBTr) e o extrato assim obtido foi extraido sucessivamente com
hexano e com AcOEt. Apds diferentes processos de fracionamento
cromatografico em pequena escala foram obtidos, de ambas as fases
de particdo, seis derivados fenilpropanoidicos: dcido fertlico (1),
acido p-cumadrico (2), ferulato de n-hexacosila (3), p-cumarato de
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n-hexacosila (4), p-cumarato de n-octacosila (5) e p-cumarato de
n-triacontila (6). Adicionalmente, os derivados C,C, isolados (1-6)
foram avaliados quanto a a¢@o antiparasitdria, em especial frente as
formas amastigotas de Trypanosoma cruzi, protozodrio causador da
doenca de Chagas. Essa doenc¢a, endémica no Brasil, conta com um
dnico farmaco disponivel no pais, o benznidazol, extremamente toxico
e com baixa eficdcia, especialmente na fase cronica da doenga.'
Frente a essa problematica, a busca de novos protétipos moleculares
para o desenvolvimento de futuros farmacos para a doenga de Chagas
baseados em produtos naturais oriundos da biodiversidade brasileira
consiste em uma abordagem importante, particularmente devido a
ampla diversificagdo estrutural dos metabdlitos especiais encontrados
em espécies vegetais.'>!*

RESULTADOS E DISCUSSAO

Partes aéreas de B. ligustrina foram submetidas a extracao
assistida por micro-ondas (MAE) com solucio aquosa de brometo
de 1-butil-3-metilimidazélio (BMImBr) e o material assim obtido foi
extraido com hexano e com AcOEt. O fracionamento cromatografico
de ambas as fases permitiu a obtencdo de seis fenilpropanoides (1-6),
como mostrado na Figura 1.

Os espectros de RMN de 'H dos compostos 1 e 2 mostraram-
se muito semelhantes devido a presenca de dois dupletos em &
6,35/6,28 (J = 16,0 Hz, H-8) e em & 7,49/7,48 (J = 16,0 Hz, H-7)
atribuidos a hidrogénios de sistemas carbonilicos o,p-insaturados
em configuracio trans. No caso de 2 foram observados também dois
dupletos em & 7,50 (J = 8,6 Hz, H-2/H-6) e 6,78 (J = 8,6 Hz, H-3/H-5),
referentes a um sistema aromadtico 1,4-dissubstituido enquanto que,
para 1, foram observados trés sinais em 6 7,27 (d, J = 2,5 Hz, H-2),
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1R; = OMe, Ry=H
2R;=R,=H

3 R1 = OMe, Rz = n-CzeH53
4 R1 = H, R2 = n-Cst53

5 R1 = H, R2 = n-ngH57

6 R1 = H, R2 = I'I-C30H61

Figura 1. Estruturas dos compostos 1-6 identificados em B. ligustrina

7,08 (dd, J=8,2e2,5Hz, H-6) ¢ 6,78 (d, /= 8,2 Hz, H-5), indicativos
da ocorréncia de um anel aromdtico 1,3,4-trissubstituido. No caso
de 1, foi observado um sinal adicional em 6 3,81 (3H), relativo a um
grupo metoxilico ligado ao anel aromético. Os espectros de RMN de
3C mostraram sinais referentes a carbonos sp* entre 6 113-159 (C-1
a C-8), a carbonos carbonilicos (C-9) em 6 168,0 e 167,9 para 1 e
2 além de um sinal em 6 55,7, relativo ao grupo metoxilico de 1. A
comparacio dos dados espectrais obtidos com aqueles descritos na
literatura'>!® permitiu caracterizar os compostos 1 e 2 como 4cidos
ferilico e p-cumdrico, respectivamente. Apesar das similaridades
com os espectros de RMN de 'H dos compostos 1 e 2, aqueles
registrados para 3 e 4 mostraram um sinal intenso em 6 1,2 além de
dois tripletos em 6 4,18 (J = 6,7 Hz, H-1") e em 8 0,89 (J = 6,5 Hz),
sugerindo a ocorréncia de ferulato/p-cumarato de cadeia longa. Os
espectros de RMN de *C de 3 e 4 mostraram sinais referentes aos
carbonos carbonilicos (C-9) em cerca de d 167, sinais atribuidos aos
carbonos carbinélicos (C-1") em aproximadamente & 65, enquanto
aqueles referentes a cadeia metilénica longa e ao grupo metilico
terminal foram observados em & 29 e o 14, respectivamente. Do
mesmo modo que definido para 4, os espectros de RMN de 'H dos
compostos 5 e 6 indicaram a ocorréncia de ésteres alquilicos do 4cido
p-cumadrico devido aos sinais em 6 7,43 (d, J = 8,5 Hz, H-2/H-6), 6,85
(d, J =8,5 Hz, H-3/H-5), 6,30 (J = 16,0 Hz, H-8), 7,63 (/= 16,0 Hz,
H-7) e 4,19 (t, J = 6,6 Hz, H-1"). Além desses, foram observados
sinais referentes a hidrogénios de cadeia carbdnica saturada em
51,2 (sl) e 0,89 (t, J = 6,5 Hz). Finalmente, as extensdes das cadeias
dos compostos 3 — 6 foram definidas por espectrometria de massas
com ionizagdo por electrospray, cujos espectros apresentaram picos
referentes aos fons [M - H]" em m/z 557,4563 (3), 527,4446 (4),
555,4774 (5) e 583,5094 (6) consistentes com as formulas moleculares
C,Hy, 0, (erro -1,26), C;sH,O; (erro -3,41), Cy,H¢,O; (erro -0,54)
e C;HgO; (erro 0,69), respectivamente. Assim, apds comparacio
com dados descritos na literatura,'”'® as estruturas foram definidas
como ferulato de n-hexacosila (3), p-cumarato de n-hexacosila (4),
p-cumarato de n-octacosila (5) e p-cumarato de n-triacontila (6).
Os compostos 1 e 4 foram isolados, respectivamente, de Baccharis
uncinella® e de B. sphenophylla® ao passo que a ocorréncia dos
compostos 2, 3, 5 e 6 estd sendo descrita pela primeira vez no género
Baccharis. No entanto, tais compostos foram descritos anteriormente
em outras espécies vegetais tais como Gnetum cleistostachyum (2),%°
Bauhinia manca (3 -5)," Tapirira guianensis (4 e 5)*' e Dendrobium
fuscescens (6).'8

Finalmente, neste estudo, foi avaliada a efetividade contra
formas clinicas ndo replicativas (amastigota intracelular) de
T. cruzi dos compostos 1-6 isolados de B. ligustrina. Para tanto,
foram determinados os valores de CEs, e de CC,, (Tabela 1), esses
dltimos frente a fibroblastos murinos (células NCTC), necessarios
para o cdlculo dos indices de seletividade desses compostos. Como
observado, os dcidos carboxilicos livres 1 e 2 se mostraram inativos
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Tabela 1. Atividade anti-7. cruzi (formas amastigotas) e citotoxicidade em
mamiferos (células NCTC) dos compostos 1 — 6 isolados de B. ligustrina e
do controle positivo benznidazol

Composto CEs, (umol L) CCy, (umol L") 1S
1 NA > 200 -
2 NA > 200 -
3 312+7,6 > 200 > 6,4
4 15,7+43 > 200 > 12,7
5 93+1,5 > 200 >21,5
6 6,5+2,1 > 200 >30,8
Benznidazol 5,5+0,2 > 200 > 36,4

CE,, — concentragdo efetiva 50%; CCj, — concentracdo citotoxica 50%; IS —
indice de seletividade (CCs,/CEs,); NA — ndo ativo.

(CEs, > 200 umol L), enquanto os ésteres 3 e 4 apresentaram
potencial com CE, de 32,2 e 15,7 umol L', respectivamente,
todos sem demonstrar citotoxicidade em células de mamifero até a
concentracdo maxima testada (CCs, > 200 umol L™'). No caso de 4,
o potencial frente a formas intracelulares de 7. cruzi foi similar ao
obtido anteriormente (CEs, = 16.9 umol L!).? No caso dos ésteres 5 e
6, ambos com reduzida toxicidade (CCs, > 200 umol L), os valores
de ECs, determinados foram 9,3 e 6,5 mmol L', sendo, no caso de
6, similar ao do controle positivo benznidazol (ECs,= 5,5 umol L).
Tais resultados sugerem que a presenca do grupo alquilico € crucial
para a atividade frente aos amastigotas sendo potencial intensificado
com o aumento da cadeia lateral. Tal observagao estaria possivelmente
associada ao aumento da lipofilicidade dos ésteres em relag@o ao dcido
p-cumdrico uma vez que os valores de log P, foram determinados
como 1,29 (2), 10,59 (4), 11,28 (5) e 12,07 (6). Tal caracteristica
pode fazer com que tais compostos adquiram um cardater anfifilico
permitindo, portanto, que atravessem a membrana celular e atinjam
os parasitas no interior das células.”>?* Tais resultados permitem
sugerir, no futuro, a realizacdo de estudos de relagcdo estrutura/
atividade com ésteres do 4cido p-cumarico contendo diferentes
grupos alquilicos seguido da avaliagdo da atividade frente as formas
amastigotas de 7. cruzi. Apesar de estudos similares terem sido
realizados contra formas extracelulares do parasita,* nosso trabalho
teve um enfoque na forma clinica e intracelular do parasita, os
amastigotas, uma vez que sao considerados alvos preferenciais em
estudos de Drug Discovery.”

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos gerais

Experimentos de extracdo assistida por micro-ondas (MAE)
foram realizados em um forno de micro-ondas MAS-I (2450 MHz,
Sineo Microwave Chemistry Technology Company, Xangai, China)
com uma poténcia mdxima fornecida de 1000 W sendo a temperatura
interna monitorada por uma sonda infravermelha. Nas separacdes
cromatogrédficas em coluna aberta foram utilizados gel de silica
(Merck, 230-400 mesh) e gel de Sephadex LH-20 (Amersham-
Bioscience), enquanto nas andlises com camada fina foi utilizado gel
de silica 60 PF,5, (Merck) (0,25 mm) seguido de revelacido com luz
UV (254 e 366 nm). As separagdes por CLAE foram efetuadas em
cromatdgrafo Dionex Ultimate 3000, em coluna Luna Phenomenex
Cy (5 um, 250 mm x 10 mm, 120A). Os espectros de massas de alta
resolugdo foram registrados em espectrometro Bruker Daltonics
g-ToF Maxis, operando por ionizagdo por electrospray, em modo
negativo. Os espectros de ressondncia magnética nuclear foram
registrados em espectrometro Varian Inova ('H: 500 MHz e "*C:
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125 MHz). CDCly e DMSO-d, foram utilizados como solventes e
como referéncia interna o sinal residual do solvente.

Material vegetal

As partes aéreas de B. ligustrina DC. (Asteraceae) foram
coletadas em Campos do Jordao/SP, Brasil em junho de 2017
recebendo o cédigo de coleta SISGEN A4123E4. Uma exsicata
foi preparada e comparada com aquela de nimero SPSF37589,
catalogada no Herbdrio D. Bento Pickel, do Instituto Florestal de
Sao Paulo (PMSP).

Extracio e isolamento dos constituintes quimicos

As partes aéreas de B. ligustrina, secadas e moidas (25 g),
foram submetidas a extraco assistida por micro-ondas (MAE) com
50 mL de mistura contendo H,O:BMImBr 1:1 (v/v) durante 15 min
a 60 °C, sendo o liquido i6nico brometo de 1-butil-3-metilimidazdlio
(BMImBr) preparado conforme descrito na literatura.”® Apds esse
procedimento, a solugdo foi filtrada e extraida sucessivamente com
hexano (3 x 25 mL) e com AcOEt (3 x 25 mL). Apds secagem
com Na,SO, e evaporagdo dos solventes sob pressdo reduzida,
foram obtidos 121 mg e 412 mg das fases em hexano e em AcOEt,
respectivamente. Parte da fase em n-hexano (100 mg) foi submetida a
fracionamento cromatografico em gel de silica utilizando-se misturas
de n-hexano/AcOEt (9:1, 8:2, 7:3, 1:1, 6:4 e 3:7) fornecendo seis
fracdes (H1 —H6). A fragdo H2 (12 mg) foi purificada via CLAE (C,
MeOH:H,0 3:7 com 0,1% de HCOOH), fornecendo 3 (5,1 mg), 4 (2,9
mg), 5 (0,7 mg) e 6 (0,5 mg). Parte da fase em AcOEt (150,0 mg)
foi submetida a permeagdo em gel de Sephadex LH-20 eluida com
MeOH fornecendo cinco fragdes (Al — AS). A fracdo A2 (64,1 mg)
mostrou-se composta por uma mistura de 1 + 2 enquanto a fragio
A3 (2,2 mg) mostrou-se constituida majoritariamente por 2. Parte
de fracdo A2 (30,0 mg) foi purificada via CLAE (C,5, MeOH:H,O
1:1 com 0,1% de HCOOH), fornecendo 1 (14,8 mg) e 2 (10,2 mg).

Parasitas

Formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi foram cultivadas
em células LLC-MK2 (Rhesus Monkey Kidney Cells — ATCC
CCL 7) em meio RPMI-1640, suplementado com 2% de soro fetal
bovino (SFB) e mantidas a temperatura de 37 °C em estufa com 5%
CO,*"* As formas amastigotas foram obtidas por meio da infeccéo
de macréfagos aplicados a 1x10%/pogo com formas tripomastigotas na
proporcdo de 5:1 parasitas/macrdéfagos e incubadas por quatro horas.
Os parasitas foram contados em hemocitdmetro e depois aplicados a
1x10%poco em placas de 96 pogos.

Células de mamiferos

Fibroblastos de camundongo, NCTC clone 929 (American Type
Culture Collection - ATCC CCL-1), foram fornecidas pela Secdo de
Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, e armazenadas
em nitrogénio liquido a temperatura -70 °C. Posteriormente foram
mantidas em meio M-199 suplementado com soro fetal bovino (SFB)
10%, sob a temperatura de 37 °C em estufa com 5% de CO,.”

Determinacéo do potencial frente as formas amastigotas de 7.
cruzi

Para determinar a atividade contra amastigotas intracelulares,
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados
com formas tripomastigotas de 7. cruzi. Os macréfagos obtidos da
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cavidade peritoneal de camundongos BALB/c foram plaqueados
em uma lamina de camara de 16 pogos (NUNC, 1 x 10°/pogo) e
incubados por 24 h a 37 °C em uma incubadora umidificada com
5% de CO,. Tripomastigotas foram lavados em meio RPMI-1640,
contados e utilizados para infectar os macréfagos (parasita:macréfago,
razdo = 10:1). Ap6s 2 h de incubagdo a 37 °C em uma incubadora
umidificada com 5% de CO,, os parasitas ndo internalizados foram
removidos por lavagem com meio. Os compostos a serem testados
(1-6) foram incubados com macréfagos infectados (48 h a 37 °C,
5% CO,) em concentragdo seriada usando benznidazol como droga
padrdo. Ao final do ensaio, as ldminas foram fixadas com MeOH
e coradas com Giemsa antes da contagem em microscépio de luz
(EVOS M5000,THERMO). Os valores de ECy, foram calculados
conforme descrito previamente.?”

Determinacio da toxicidade frente a células de mamiferos

A citotoxicidade dos compostos 1-6 foi avaliada utilizando-se
células NCTC (clone 929), na concentra¢do de 6x10* células/pogo.
As células foram incubadas com os compostos isolados, em diluigcdo
seriada, em meio M-199 e 10% de soro fetal bovino em placas de
96 pogos. Em seguida, as células foram mantidas em estufa a 37 °C
com 5% de CO, por 48 h. Apés esse periodo, foram adicionados
20 pL de resazurina a 10%, seguido de incubacdo por 20 h, com a
leitura realizada da mesma forma descrita acima.”

Analise estatistica

Os dados obtidos representam a média e o desvio padrdo de
amostras duplicadas de dois ensaios independentes. Os valores de
CE,, foram calculados usando curvas sigmoide dose-resposta no
software GraphPad Prism 5.0.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de RMN 'H, RMN "*C e de massas referentes aos
compostos estudados no presente trabalho estdo disponiveis em http://
quimicanova.sbq.org.br em formato pdf, com acesso livre.
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