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RESUMO

A secrecao cutanea de diferentes espécies de sapos constitui em uma fonte rica de
bufadienolideos, os quais exibem interessante diversidade estrutural e inumeras
propriedades biofarmacolégicas. Neste trabalho, foi realizado o isolamento de
bufadienolideos do veneno do sapo Rhinella schneideri incluindo a marinobufagina
(20), telocinobufagina (21), bufalina (22), helebrigenina (23), a atipica 20S,21R-
epoximarinobufagina (62), além da 19-hidroxitelocinobufagina (63) e o amplamente
distribuido fitoesterdide B-sitosterol (19). Dos bufadienolideos naturais, foram
preparados 0s seguintes derivados: 3B-acetoxi-marinobufagina (64), 3(-acetdxi-
bufalina (65), 3B-acetoxi-telocinobufagina (66), 3B-acetoxi-20S,21 R-
epoximarinobufagina (67), 34,5p-diacetdéxi-marinobufagina (68), 34,54,14/-triacetdxi-
telocinobufagina (69) e 34,14 3-diacetdxi-bufalina (70), pela protecao das hidroxilas nos
compostos 20 a 22 e 62; 20R21S-epoximarinobufagina (71), 20,21-
epoxitelocinobufagina (72) e 20,21-epoxibufalina (73), pelo tratamento dos compostos
20 a 22 com Fe(acac)s;-H20,; 3-oxo-marinobufagina (74), pela oxidacdo de 20 com
PCC; 3-O-formil-marinobufagina (75), 3-O-formil-telocinobufagina (76), 3-O-formil-
bufalina (77) e 3-O-formil-20S,21 R-epoximarinobufagina (78) por meio da formilacao de
20, 21, 22 e 63 com acido férmico; 14 a-H-15-0x0-34,5-dihidroxi-bufa-20,21-dienolideo
(79) e 14/-H-15-0x0-34,54-dihidroxi-bufa-20,21-dienolideo (80), pela abertura do
epdéxido com 4&cido perclorico em 20, além de 3-oxo-54-hidréxi-144,154-20,21-
diepéxibufa-16,22-dienolideo (83) pelo tratamento de 20 com CrOs-acido acético. A
caracterizagdo estrutural de outros subprodutos derivados encontra-se em
processamento e sera detalhada oportunamente. A avaliacao citotoxica dos compostos
naturais 19 a 23, 62 e 63 e seus derivados 64 a 67 exibiram de moderada a intensa
atividade contra as linhagens de células tumorais HL-60, SF-295, MDA-MB-435 e HCT-
8. Linfécitos sanguineos periféricos (PBLs) foram suscetiveis a acdo téxica dos
compostos testados, 0os quais, no entanto, ndo produziram hemdlise em eritrocitos de
ratos. O ensaio de inibicdo de Na*/K"-ATPase demonstrou que a telocinobufagina (21)
e a bufalina (22) apresentaram maior afinidade as subunidades o2 e o3 da enzima
isolada do hemisfério cerebral de rato, quando comparado a marinobufagina (20). No
ensaio com a isoenzima da bomba de sédio al1B foi observado efeito aditivo na

combinacao ouabaina/marinobufagina e ouabaina/telocinobufagina.
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ABSTRACT

Glandular secretions of toad species are an important source of bufadienolides, which
exhibit interesting structural diversity and several biopharmacological properties. Here in
it is described the isolation of bufadienolides from the Brazilian toad Rhinella schneideri
parotoid glands secretion, including: marinobufagin (20), telocinobufagin (21), bufalin
(22), hellebrigenin (23), the atypical 20S,21R-epoxymarinobufagin (62), 19-
hydroxytelocinobufagin (63), besides the widespread steroid B-sitosterol (19). From
natural bufadienolides were prepared the following derivatives: 3B-acetoxy-
marinobufagin (64), 3B-acetoxy-bufalin (65), 3B-acetoxy-telocinobufagin (66), 38-
acetoxy-20S,21 R-epoxymarinobufagin  (67), 3p,5f-diacetoxy-marinobufagin  (68),
34,56,14 Ftriacetoxytelocinobufagin - (69), and 3p,14/4-diacetoxy-bufalin  (70) by
protection of hydroxyl at compounds 20 to 22, and 62; 20R,21S-epoxymarinobufagin
(71), 20,21-epoxytelocinobufagin (72), and 20,21-epoxybufalin (73) by treatment of
compounds 20 to 22 with Fe(acac)s-H2O2; 3-oxo-marinobufagin (74) by oxidation of
compound 20 with PCC; 3-O-formyl-marinobufagin (75) by formylation of compound 20
with formic acid; 14o-H-15-ox0-34,54-dihydroxy-bufa-20,21-dienolide (79) and 144-H-
15-0x0-34,54-dihydroxy-bufa-20,21-dienolide (80) by epoxide opening with perchloric
acid at compound 20, and 3-oxo-54-hydroxy-14/4,154-20,21-diepoxi-bufa-16,22-
dienolide (83) by treatment of 20 with acetic acid-CrOs. The structural characterization
of other byproducts derivatives are undergoing and will be detailed in due course. The
cytotoxic evaluation showed that natural compounds 19 to 23, 62, and 63 and their
derivatives 64 to 67 exhibited moderate to strong activity against human HL-60, SF-295,
MDA-MB-435, and HCT-8 cancer cell strains. Peripheral blood lymphocytes (PBLS)
were vulnerable to the toxic action of tested compounds, which however did not
promote hemolysis of mouse erythrocytes. The Na'/"K-ATPase inhibitory assay
demonstrates that telocinobufagin (21) and bufalin (22) showed more affinity to a2 and
o3 subunities of the enzyme from rat cerebral hemisphere when compared to the
marinobufagina (20). On the inhibition of human Na*/K*-ATPase «a1B1 isoenzyme,
additive effect was observed from the combination ouabain/marinobufagin as well as
ouabain/telocinobufagin.
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1. INTRODUGAO

1.1 Animais como fonte extraordinaria de farmacos

Ha milénios, animais produtores de toxinas naturais fazem parte do folclore, da
medicina tradicional e, até mesmo, da culinaria de diversas civilizacbes ao redor do
mundo." Mesmo diante do potencial perigo de intoxicagdo,? o homem mostrou-se
eficiente em suas inter-relagdes com animais toxicos. Como resultado, diversas toxinas
vém representando na atualidade uma extraordinaria ferramenta para a saude humana,
auxiliando, por exemplo, no entendimento de diversos processos fisiologicos ou
patofisiolégicos e na geracdo de inovagdes farmacolégicas.® Estudos sobre a
composigdo quimica e sobre a farmacologia de secregbes, extratos e substancias

isoladas de animais revelam seu potencial terapéutico.’

O Brasil detém uma biodiversidade faunistica e botanica, terrestre ou marinha,
grande parte ainda nao explorada em diversos aspectos, evidenciando um imenso
potencial para a exploracdo de produtos naturais disponiveis. Como uma area
multidisciplinar e em franca expansao, a Quimica dos Produtos Naturais no Brasil pode
avancar no que se refere ao desenvolvimento de produtos terapéuticos, incluindo

aqueles de origem animal.’

No aspecto da pesquisa basica e aplicada, estudiosos envolvidos com a
fitoquimica e metodologias analiticas, ecologia quimica, sintese, biossintese e/ou
biotransformacgao, biotecnologias, quimiossistematica, quimica de microrganismos,
produtos naturais marinhos e andlises relacionadas as suas atividades bioldgicas estao
engajados em buscar uma aplicagdo para as substancias descobertas. No aspecto
econOmico/comercial, a exploracado dos produtos naturais ja conhecidos e a descoberta
de novas substancias quimicas ou novos produtos podem ajudar a desenvolver os
diversos setores médico/farmacéutico e areas correlatas. A preservagao de costumes,
folclores e da medicina popular, que é bem mais difundida para plantas medicinais,
pode levar ao desenvolvimento sustentavel para populagdes que se utilizam dos
diversos produtos de origem animal. Além do mais, politica e educagcdo ambiental

! Costa-Neto E. M. Ann. Braz. Acad. Sci. 2005, 77, 33.

2 |sbister, G. K.; Kiernan, M. C. Lancet Neurol., 2005, 4, 219.

8 Rejandra, W.; Armugam, A.; Jeyasseelan, K. Toxicon, 2004, 44, 1.

* Pinto, A. C,; Silva, D. H. S.; Bolzani, V. S.: Lopes, N. P.; Epifanio, R. A. Quimica Nova, 2002, 25, 45.



podem incentivar o desenvolvimento de estratégias protetoras da biodiversidade para
que esta nao seja explorada indevidamente levando ao esgotamento da matéria-prima
ou a desequilibrios ambientais.

Animais de diferentes taxa sdo biossintetizadores ou agregadores de substancias
toxicas que possuem efeitos fisioldgicos ou comportamentais para outros organismos e
sao utilizadas para diversos fins: defesa contra predadores, como feroménios, combate
a microrganismos patogénicos, disputa quimica por espago com outros organismos
competidores ou interacdo simbidtica, além da manutencdo da prépria fisiologia.’
Muitas dessas substancias ja foram destinadas para o desenvolvimento de alguns
farmacos ou possuem alguma potencialidade para o uso medicinal. Para exemplificar,
alguns animais que contém toxinas e secregbes tdxicas sdo mostrados a seguir,

destacando a importancia destes para a Toxinologia e areas correlatas.

Ornitorrincos (Ornithorhynchidae) e équidnas (Tachyglossidae) sdo mamiferos que
vivem principalmente na Australia e possuem um par movel de esporées nos membros
posteriores que € inoculador de peconha. Esses animais estdo envolvidos em ataques
a homens e animais conferindo forte edema no local da ferroada e dor intensa nos
casos relatados.® No que se refere & sua composicdo, a pegonha do ornitorrinco
Platypus anatinus evidencia atividades proteoliticas e de hialuronidases, semelhantes
as apresentadas por peconhas de serpentes.” Do animal também ja foram identificados
polipeptideos tipo defensinas (sem atividade antimicrobiana, usualmente observada
para essa classe de compostos), peptideos natriuréticos, que causam relaxamento de
musculo liso, edema e liberacdo de histamina em mastocitos. Isomerases, fatores de
crescimento de nervos e proteinas formadoras de canais ibnicos também ja foram

relatados para esses animais.®

® a) Daly, J. W.; Secunda, S. I.; Garrafo, H. M.; Spande, T. F.; Wisnieski, A.; Cover Jr, J. F. Toxicon,
1994, 32, 657; b) Toledo, R. C.; Jared, C. Comp. Biochem. Physiol. 1995, 111, 1; c) Harbone, J. B. Nat.
Prod. Rep., 1999, 16, 509; d) Zimmer, R. K.; Butman, C. A. Chem. Bull. 2000, 198, 168; e) Pukala, A.
L.; Bowie, H. J.; Maselli, V. M.; Musgrave, |. F.; Tyler, M. J. Nat. Prod. Rep., 2006, 23, 368

6 Calaby, J. H.; In: Venomous Animals and theyr Venoms; Bucherl, W.; Buckley, E. E.; Delofeu, V., eds.,
Academic Press: New York, 1968, cap. 1.

7 Plater, G.; Martin, R. L.; Milburn, P. J. Toxicon, 1995, 33, 157.

8 a) Plater, G.; Martin, R. L.; Milburn, P. J. Toxicon, 1998, 36, 847; b) Torres, A. M.; Wang, X. H.; Fletcher,
J. I; Alewood, D.; Alewood, P. F.; Smith, R.; Simpson, R. J.; Nicholson, G. M.; Sutherland, S. K;
Gallagher, C. H.; King, G. F.; Kuchel, P. W. Biochem. J., 1999, 341, 785; c) Kourie, J. |., J. Membrane
Biol., 1999, 172, 37; d) Torres, A. M.; Tsampazi, M.; Tsampazi, C.; Kennett, E. C.; Belov, K; Geraghty,
D. P.; Bansal, P. S., Alewood, P. F.; Kuchel, P. W. FEBS Letters, 2006, 580, 1587; €) Koh, J. M. S;
Bansal, P. S.; Torres, A. M.; Kuchel, P. W. Austral. J. Zool., 2009, 57, 203.



O musaranho é outro mamifero que apresenta a capacidade de produzir secrecao
toxica, estocada em glandulas submaxilares, e esta envolvido em ataques a humanos e
animais. Da secregéo glandular do musaranho de calda curta (Blarina brevicauda) foi
isolada a toxina blarina (BLTx), de natureza protéica.’ Esta toxina possui atividade
proteolitica similar as proteases do tipo calicreina encontradas no veneno de lagartos
conhecidos como monstros de Gila (Holoderma horridum horridum e Holoderma
suspectum) e chamadas toxinas horridum e gila."

Outro grupo de animais que apresenta um interessante enfoque na Toxinologia
sdo aves das espécies Pitohui dichrous (Pachycephalidae) e Ifrita kowaldi
(Cinclossomatidae), nativas da Nova Guiné. Da pele, tecido muscular e pena desses
animais foram isolados os potentes alcal6ides homobatracotoxina (1) e batracotoxina
(2), previamente descobertos em anfibios dendrobatideos do género Phyllobates
(Figura 1)."" Possivelmente adquiridos através da dieta,'? os alcaléides podem estar
envolvidos na defesa dessas aves contra ectoparasitas, predadores e patdgenos.

_.--'HO|O N

H 1 R=C,Hj5
2 R=CH,

Figura 1. Alcaléides toxicos homobatracotoxina (1) e batracotoxina (2) isolados das aves Pitouhi
dicrous e Ifrita kowaldi.

O conteudo téxico de escorpides, aranhas, abelhas, anémonas-do-mar, corais,

moluscos, cobras e anfibios como fontes de farmacos ou adjuntos a terapias

o Kita, M.; Nakamura, Y.; Okumura, Y.; Ohdachi, S. D.; Oba, Y.; Yoshikuni, M.; Kido, H.; Uemura D. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 2004, 101, 7542.

10 a) Datta, G.; Tu, a. T. J. Petide Res., 1997, 50, 443; b) Aminetzach Y. T.; Srouiji, J. R.; Kong, C. Y.;
Hoekstra, H. E. Curr. Biol., 2009, 19, 1925.

" a) Dumbacher, J. P.; Beehler, B. M.; Spande, T. F.; Garrafo, H. M.; Daly, J. W. Science, 1992, 258,
799; b) Daly, J. W.; Secunda, S. I.; Garrafo, H. M.; Spande, T. F.; Wisnieski, A.; Cover Jr, J. F. Toxicon,
1994, 32, 657; c) Dumbacher, J. P.; Spande, T. F.; Daly, J. W. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2000, 97,
12970.

12 a) Dumbacher, J. P.; Wako, A.; Derrickson, S. R.; Samuelson, A.; Spande, T. F.; Daly, J. W. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 2004, 101, 15857; b) Jansson, K. A.; Bowie, R. C. K.; Norman, J. A.; Christidis, L.;
Fieldsa, J. Bioll. Lett., 2008, 4, 71.



convencionais para doengas como esclerose mudltipla, epilepsia e analgesia.’”® A
descoberta do hipotensivo peptidico bradicinina e dos peptideos potencializadores de
bradicinina no veneno da serpente Botrops jaracaca por Rocha e Silva e
colaboradores' culminou nos estudos que renderam o desenvolvimento do
amplamente utilizado medicamento anti-hipertensivo Captopril® (3, Figura 2), inibidor
da metaloproteinase endotelial ACE (enzima conversora de angiotensina I). Uma vez
inibida, a ACE nao converte angiotensina | na potente vasoconstritora angiotensina Il e
também nao degrada o peptideo hipotensor bradicinina, evitando o quadro de
hipertensao." Bradicinina e peptideos relacionados ja foram encontrados na secregao
de pele de alguns anfibios. Como uma fonte diferente, a descoberta de novas
moléculas dessa classe em anfibios pode gerar estudos para o desenvolvimento de

farmacos anti-hipertensivos com efeitos farmacoldgicos seletivos.'®>®

HS O

Figura 2. Inibidor da enzima conversora de angiotensina (ACE) |, Captopril® (3).

Do grupo dos esterdides, o aminoesterdide anfifilico com atividades
antiangiogénica e bactericida esqualamina (4, Figura 3), isolado do tubardo Squalus
acanthias (Condricties, Squalidae), estimulou a sintese de analogos que estdo sendo

cotados como farmacos para o tratamento de tumores sélidos e como bactericidas.'’

13 a) Livett, B. G., Sandal, D. W., Keays, D., Down, J., Gayler, K. R., Satkunanathan, N., Khalil, Z.
Toxicon, 2006, 48, 810; b) Mortari, M. R., Cunha A. O. S., Ferreira L. B., Santos, W. F. Pharmacol.
Therap., 2007, 114, 171; c) Mirshafiey, M. Neuropharmacology, 2007, 53, 353.

14 a) Rocha e Silva, M.; Beraldo, W. T.; Rosenfeld, G.; Am. J. Phys. 1949, 156, 261; b) Ferrera, S. H.,
Brit. J. Pharmacol. 1965, 24, 163; c) Ferreira, S. R.; Bartelt, D. C.; Greene, L. J. Biochemistry, 1970, 9,
2583.

15 a) Ondetti, M. A.; Cushman, D. V.; In Soffer, R. L. (Ed.) Wiley, New York, 1981, 165, citado em Hyashi,
M A. F.; Camargo, A. C. M. Toxicon, 2005, 45, 1163.

'® a) O’'Rourke, M.; Chen, T.; Hirst, D. G.; Rao, P.; Shaw, C. Regul. Pept., 2004, 121, 65.

7 a) Moore, K. S.; Wehrli, S.; Roder, H.; Rogers, M.; Forrest, J. N.; Mccrimmon, D.; Zasloff, M. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1993, 90, 1354; b) Kikuchi, K.; Bernard, E. M.; Sadownic, A.; Regen, S. L.; Armstrong,
D. Antimicrob. Agents. Chemother., 1997, 41, 1433; c) Herbst, R. S.; Hammond, L. A.; Carbone, D. P.;
Tran, H. T.; Holroyd, K. J.; Desai, A.; Williams, J. I.; Bekele, B. N.; Hait, H.; Allgood, V.; Solomon, S.;
Schiller, J. H. Clinic. Canc. Res., 2003, 9, 4108; d) Sills, A. K.; Williams, J. I.; Tyler, B. M.; Epstein, D.



Também com atividades antitumorais e bactericidas, esterdides hidroxilados, com
caracteristicas anfifilicas, chamados bufadienolideos sdo comumente encontrados em

sapos da familia Bufonidae.'®

Figura 3. Aminoesteréide anfifilico antitumoral e bactericida esqualamina (4), isolado do tubardo Squalus
acanthias.

Adicionalmente, o alcaléide guanidinico tetrodotoxina (5), descoberto em peixes
Tetraodontidae (baiacu) e também isolado em varios outros animais, incluindo anfibios

como Brachycephalus ephipium (Anura, Brachycephalidae),’®

possui um grande
interesse médico devido a sua capacidade de bloquear canais i6nicos. A tetrodotoxina
é utilizada, pela WEX Pharmaceuticals Inc., como composto guia para a producao de
medicamentos para analgesia em pacientes com cancer avancado que sofrem com
intensas dores, para tratamento de detoxificacdo em toxicodependentes e para
anestesia.?® Outro alcaldide, como a epibatidina (6), isolado de anfibio colombiano
Epipedobates tricolor (Anura, Dendrobatidae) tem sido utilizado como guia para o

desenvolvimento de farmacos antinociceptivos (Figura 4).%’

S.; Sipos, E. P.; Davis, J. D.; McLane, M. P.; Pitchford, S.; Cheshire, K.; Cannon, F. H.; Kinney, W. A;
Chao, T. L.; Donowitz, M.; Laterra, J.; Zasloff, M.; Brem, H. Cancer Res., 1998, 58, 2784.

18 a) Kamano, Y.; Yamashita, A.; Nogawa, T.; Morita, H.; Takeya, K.; ltokawa, H.; Segawa, T.; Yukita, A.;
Saito, K.; Katsuyama, M.; Pettit G. R. J. Med. Chem, 2002, 45, 5447; b) Cunha-Filho, G. A.; Schwartz,
C. A,; Resck, I. S.; Murta, M. M.; Lemos, S. S.; Castro, M. S.; Kyaw, C.; Pires Jr, O. P.; Leite, J. R. S;;
Bloch Jr, C. E Schwartz, E. F. Toxicon, 2005, 45, 777.

9 a) Tsuda, K.; Kawamura, M.; Zasshi, Y. J. Pharm. Soc. Japan, 1952, 72, 771; b) Pires Jr., O. R.;
Sebben, A.; Schwartz, E.F.; Largura, S. W. R.; Bloch, C.; Morales, R. A. V.; Schwartz, C. A. Toxicon,
2002, 40, 761;

20 a) Marcil, J.; Walczac, J. S.; Guindon, J.; Ngoc, A. H.; Lu, S.; Beaulieu, P. Brit. J. Anaesth.; 2006, 96,
761; b) http://www.wexpharma.com/products/index.htm, acessado em 05 de abril de 2010.

2 a) Spande, T. F.; Garraffo, H. M.; Edwards, M. W.; Yeh, H. J. C.; Pannell, L.; Daly, J. W. J. Am. Chem.
Soc., 1992, 114, 3475; b) Bannon, A. W.; Decker, M. W.; Holladay, M. W.; Curzon, P.; Donnelly-
Roberts, D.; Puttfarcken, P. S.; Bitner, R. S.; Diaz, A.; Dickenson, A. H.; Porsolt, R. D.; Williams, M.;
Arneric, S. P. Science, 1998, 279, 77.
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Figura 4. Alcaléides com potente atividade analgésica encontrados em anuros: tetrodotoxina (5),
epibatidina (6) e samandarina (7).

Ao mostrar as diferentes classes de compostos acima e algumas de suas
atividades biologicas, chama-se a atencdo para que diferentes grupos de animais
possuam substancias quimicamente semelhantes, podendo, entretanto, apresentar
uma farmacologia também semelhante ou distinta. Nesse cenério, os anfibios se
destacam como sendo uma fonte rica de compostos de diversas classes quimicas com
uma grande potencialidade terapéutica uma vez que varios compostos isolados destes
estdo sendo utilizados como guias (lead compounds) para o desenvolvimento de

farmacos.

1.2 A importancia das secrecoes de pele dos anfibios

Dentre os vertebrados, os anfibios (derivado do grego amphibios, que significa
“vivendo uma vida dupla”) possuem adaptagdes morfolégicas e fisioldgicas, os quais
permitem que esses animais habitem e explorem o0s ambientes terrestres e

aquaticos.?**® Filogeneticamente, a classe Amphibia é agrupada em trés ordens:

a) Gymnophiona: siao animais subterraneos apodas, conhecidos popularmente
por cobra-cega ou, mais corretamente, cecilias. Este grupo possui cerca de 180
espécies distribuidas pelo planeta, exceto na Oceania e Australia.?®> Um exemplo
€ a espécie Siphonops paulensis Boettger, encontrada no Brasil e que contém

2 Lazarus, L. H., Attila, M. Prog. Neurobio.,1993, 41, 473.

% Frost, D. R. 2010. Amphibian species of the world: an online reference. Version 5.4 (8 April, 2010).
Electronic database accessible at http://research.amnh.org/vz/herpetology/amphibia/ American
Museum of Natural History, New York, USA. Acessado em 20 de abril de 2010.



em sua secre¢ao de pele uma toxina hemolitica (hemolisina). Em eritrécitos de
Rhinella schneideri (formalmente Bufo paracnemis), a hemolisina forma canais
ibnicos dependentes de voltagem, possivelmente provocando cardiotoxicidade

indireta devido a liberagdo macica de ions K* no sangue.?*

b) Caudata: sdo animais aquaticos ou terrestres que apresentam caudas e sao
representados pelas salamandras e tritbes. Existe cerca de 600 espécies
distribuidas pela Europa, Asia, Africa do Norte e Américas.?® Muitos desses
animais sao extremamente tdxicos devido a presenca de alcaldides.
Tetrodotoxina (5, Figura 4, p. 6) e derivados sdo encontrados na secrecao de
pele do tritdo Cynops ensicauda Hallowell (Salamandridae) e samandarina (7,
Figura 4, p. 6) ocorre na salamandra Salamandra salamandra terrestris Eiselt

(Salamandridae).?®

c) Anura: abrange a maioria dos anfibios conhecidos e sdo popularmente
denominados de sapos, ras e pererecas. Os anuros sdo cosmopolitas e existem
5858 espécies, dentre os quais se destaca a familia Bufonidae com 550
espécies. Nesta familia sdo encontrados os sapos verdadeiros, mais conhecidos
no Brasil como sapos cururus, dentre os quais se destacam os géneros Rhinella
(86 espécies) e Bufo (17 espécies).?® As secrecdes de pele dos anuros sio ricas
em compostos de diversas classes quimicas e apresentam um amplo espectro

de atividades farmacolégicas.?®

A pele dos anfibios é um O6rgao multifuncional, morfologicamente e
bioguimicamente adaptada para desempenhar funcdes fisioldégicas e ecoldgicas. Sao
encontrados dois tipos histologicamente distintos e especializados de glandulas: as
mucosas e serosas. As glandulas mucosas estao distribuidas por todo o corpo e sao
importantes para a respiragao, controle da temperatura e osmolaridade. As serosas
(glandulas de veneno), de origem epitelial, sintetizam e armazenam substancias que

sdo utilizadas na defesa contra predadores e microrganismos patogénicos.?*® Na

?* a) Schwartz, E. N. F.; Schwartz, C. A.; Sebben, A.; Largura, S. W. R.; Mendes, E. G. Toxicon, 1999,
37, 47; b) Schwartz, E. F.; Stucchi-Zucchi, A.; Schwartz, C. A.; Salomao, L. C. Braz. J. Med. Biol. Res.,
2003, 36, 1279.

% a) Yasumoto T.; Yotsu, M.; Murata, M. J. Am. Chem. Soc., 1988, 110, 2344; b) Mebs, D.; Pogoda, W.
Toxicon, 2005, 45, 603.

2 Erspamer, V. 1994, In: Heatwole, H.; Barthalmus, G. T.; Heatwole, A.Y. ed. Amphibian Biology, 1994.



Figura 5, observa-se um exemplar de um sapo cururu da espécie Rhinella schneideri
Chaparro, Pramuk e Gluesenkamp e perspectivas de uma glandula parotdide (do tipo
serosa) com diversas secbes contendo veneno fresco. Em geral, a liberacdo do
conteudo das glandulas nos anfibios é provocada por regulacdo nervosa em situagdes
de estresse ou constricdo mecanica causada pela ofensiva de algum predador.?’

Figura 5. (A) Exemplar do sapo cururu Rhinella schneideri evidenciando a glandula parotéide (retangulo
vermelho). (B) Corte frontal e lateral da glandula parotéide exibindo a secrecao (Fotos: cortesia do Prof.
Antonio Sebben, IB-UnB).

Barthalmus (1994)*” perfaz um panorama sobre alguns mecanismos
antipredatérios e como os componentes quimicos da secreg¢ao cutdnea atuam durante
a defesa de um anfibio. O anfibio aquéatico Xenopus leavis (Pipidae) foi utilizado como
modelo para os estudos antipredatérios contra seus principais predadores (serpentes
aquaticas Noredia sipedon). A secrecao cutanea de X. leavis — rica em neuropeptideos,
aminas biogénicas e endopeptidades — provoca respostas que evitam sua captura. Sao
respostas do tipo escape que induzem no predador disquinesias orofaciais e retardo da
captura, pois a diminuigdo dos movimentos da lingua e do uso dos sensores quimicos
vomeronasais atrapalham a localizacdo da presa, a diminuicdo de comportamento
agressivo durante a captura e a indugéo de saciedade.

Algumas civilizagdes tém usado anfibios como parte de seus afazeres cotidianos.
Em alguns paises sul-americanos, as secregdes de pele de muitos anfibios sdo usadas
por culturas indigenas nas suas atividades didrias como cacga, pesca e rituais
religiosos. Com zarabatanas, cujos dardos sdo embebidos com veneno de Phylobates

%" Barthalmus, G. T. In: Heatwole, H.; Barthalmus, G. T.; Heatwole, A.Y. ed. Amphibian Biology, 1994.



terribilis, indios colombianos cacam aves e primatas arboricolas. Na Amazénia, o
veneno de Phylomedusa bicolor é utilizado para amenizar indisposicdes gastricas
provocadas pela ingestdo de comida e bebida alcodlica.?® Chamada de Ch’an Su na
China e Senso no Japao, uma preparacao galénica obtida a partir do veneno seco de
sapos da familia Bufonidae, ha séculos € utilizada no combate a afec¢des cardiacas,
tumores e no alivio de febres e dores.®® Mais recentemente, as propriedades
antibiéticas e cicatrizantes observadas na pele da ra-touro (Rana catesbeiana)
culminou no desenvolvimento de um curativo biol6gico que é utilizado no Hospital
Regional de Brasilia (HRAN) para o tratamento de pacientes com queimaduras
graves.’® As propriedades biofarmacolégicas exibidas pela utilizacdo folclérica e
medicinal das secrecbes de inumeras espécies de anfibios ou produtos oriundos da

pele resultam da acao de substancias quimicas presentes nesses animais.

1.3 Classes de compostos presentes nhas secrecoes de pele de
anfibios

As principais classes de substancias com importancia farmacoldgica encontradas
nas secregdes de pele dos anfibios sdo as aminas, alcalbides, peptideos, proteinas e
esterdides. Também sdo encontrados acidos graxos que desempenham atividades

fundamentais para o animal.

Aminas biogénicas

Aminas biogénicas ja foram isoladas em diversas familias de anfibios, mais
comumente, em espécies de sapos da familia Bufonidae. Essas substancias podem ser
reunidas em trés grupos principais de acordo com o aminoacidos precursores (Figura
6).26

i. Indolalquilaminas ou aminas inddlicas derivadas da hidroxilagdo enzimatica,
seguido da descarboxilacdo do L-triptofano (8), gerando serotonina (5-

%8 a) Clark, B. T. Biol. Biol. Rev., 1997, 72, 365; b) Sebben, a.; Schwartz, C. A.; Cruz, J. S. Ciéncia Hoje,
1993, 15, 25

29 Steyn, P. S. e Heerden, F.V. Nat. Prod. Rep., 1998, 15, 397.

% Qliveira, C. R. 2002. Biologia Animal - Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Brasilia-DF



hidroxitripamina, 9). N-Metilagbes sucessivas da serotonina geram a bufotenina (5-

hidréxi- N, N-dimetilserotonina, 10).

i. Imidazolalquilaminas ou aminas imidazdlicas produzidas pela descarboxilacdo
da histidina (11), produzindo histamina (12). Uma N-metilacdo da histamina seguida

de ciclizacado gera a espinaceamina (13).

iii. Monohidroxifenilalquilaminas e dihidroxifenilalquilaminas (catecolaminas)
ambas tendo como precursora a fenilalanina (14). Uma meta-hidroxilacdo, seguido
da descarboxilacdo e N-metilacbes sucessivas da fenilalanina geram a
leptodactilina (15). Duas hidroxilacées, seguido da descarboxilacao e trés N-

metilagdes sucessivas da fenilalanina gera a epinefrina (adrenalina, 16).
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Figura 6. Rota Biosintética das principais aminas biogénicas isoladas de pele de anfibios.
Alcaldides
Em geral, alcaldides sao bloqueadores de canais iGnicos neuronais do sistema
nervoso central e periférico e do sistema muscular, muitos deles extremamente téxicos

enquanto que outros sdo atéxicos. Existe uma série de evidéncias indicando que a
maioria dos alcaldides encontrados nos anfibios é adquirida por meio da dieta ou
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produzida por bactérias instaladas no sistema digestivo, que posteriormente sao
bioacumulados nas glandulas da pele e diversos 6rgdos.*’

Daly e colaboradores mencionam que a partir da secrecdao de pele de diversos
anfibios ja foram descobertos mais de 800 alcalbides lipossoluveis, os quais foram
classificados por Espamer®® em oito classes distintas, de onde se destacam os
alcal6ides da classe das batracotoxinas (compostos 1 e 2, Figura 1, p. 3), além do
aminoperidroquinazolinico tetrodotoxina (5), o piridinico epibatidina (6) e samandarina
(7), ilustrados na Figura 4 (pagina 6). Em adicao a inibicdo de canais idnicos, alcaldides
isolados de anfibios, como exemplos a cis-2-metil-6-frans-n-undecacilpiperidina (17) e

pulmiliotoxina (18), possuem atividade bactericida e antifingica (Figura 7).3%2

Hee® N CiiHas
17

Figura 7. Exemplo de alcaléides antimicrobianos e antifungicos isolados de anfibios.

Peptideos e proteinas

De modo geral, peptideos e proteinas encontradas nas secregdes cutaneas dos
anfibios anuros sao as entidades quimicas mais estudadas, principalmente os
peptideos antimicrobianos. Estes possuem atividades farmacoldgicas distintas e
apresentam analogia com diversos peptideos e hormdnios encontrados em mamiferos.
Peptideos e proteinas desempenham importantes fungdes fisiologicas como
neuromoduladores, neurotransmissores e agentes neuroenddécrinos, além de serem
importantes ferramentas contra predadores e do sistema imune inato, atuando como
neurotoxinas semelhantes as dendrotoxinas de serpentes, vasoconstritores,

miotoxinas, edematogénicos, antivirais, inibidores de proteases ou detergentes de

3 a) Saporito, R. A.; Garraffo, H. M.; Donnelly, M. A.; Edwards, A. L.; Longino, J. T.; Daly, J. W. Proc.
Natl. Am. Soc., 2004, 101, 8045; b) Saporito, R. A.; Donnelly, M. A.; Norton, R. A.; Garraffo, H. M.;
Spand, T. F.; Daly, J. W. W. Proc. Natl. Am. Soc. USA, 2007, 104, 8885.

% a) Daly, J. W.; Spand, T. F.; Garraffo, H. M. J. Nat. Prod., 2005, 68, 1556; b) Mcfoy, C.; Danosus, D.;
Sandit, R.; Jones, T. H.; Garrafo, H. M.; Spande, T. F.; Daly, J. W. Z. Naturforsch., 2005, 60c, 932.
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membrana celular de bactérias (bactericidas), citotéxicos para células tumorais,
protozoarios e fungos,**?® bem como peptideos opidides e neuropeptideos.®*

Varios estudos demonstram que peptideos catidnicos sao excelentes protétipos
para o desenvolvimento de farmacos. A justificativa para isto € que inUmeros agentes
infecciosos ja possuem requerimentos moleculares (modificacbes genéticas por
mutacao ou aquisicdo de material genético externo) que conferem resisténcia a maioria
dos antibiéticos comercializados. Existem exemplos de medicamentos produzidos a
partir de peptideos antimicrobianos, como o pexiganan MSI-78, um peptideo
antimicrobiano de vinte e dois residuos de animoacidos, analogo a magainina,
empregado contra infec¢gdes polimicrobicas. Adicionalmente, foram recentemente
desenvolvidos peptideos sintéticos bactericidas, analogos da atéxica e moderadamente
antibacteriana pseudina-2 (GLNALKKVFQGIHAEAIKLINNHVQ-OH).*

Outra importante propriedade farmacolégica das toxinas isoladas de anfibios que
esta sendo amplamente investigada € a antinocicepg¢dao (analgesia e anestesia) e
atuacdo como agentes anticonvulsivantes. Juntamente com epibatidina (8) e
tetrodotoxina (9, Figura 4, p. 6), os peptideos opidides — dermorfina (Y(D)AFGYPS-NH,)
e deltorfina, (Y(D)AFDYPS-NH,) — e a ceruleina (EDYTGWMDF-NH,), encontrados em
diversas espécies de anfibios, estdo sendo estudados para o desenvolvimento de
farmacos antinociceptivos. Devido a problemas associados com a alta toxicidade
desses compostos e sua biodisponibilidade, analogos da dermorfina e deltorfina que
possuem alta permeabilidade & barreira hemato-encefalica estdo sendo avaliados.® A
partir da antiviral e citotdéxica ribonuclease (RNAse) ranpirnase, isolada de odécitos de

anfibios do género Rana, a Onconase® foi desenvolvida como um efetivo antitumoral

3 a) Lazarus, L. H., Attila, M. Prog. Neurobio., 1993, 41, 473; b) Zhao, y.; Jina, Y.; Wei, S. S.; Lee, Y. H.
Zhang, Y. Toxicon, 2005, 46, 635; c) Kawasaki, H. ;lsaacson, T.; lwamuro, S.;Conlon, J. M. Biochem.
Biophys. Res. Comm., 2003, 312, 1082;

34 a) Barra, D., Mignogna, G., Simmaco, M., Pucci, P., Severini, C., Falconieri-Erspamer, G., Negri, L.,
Erspamer, V. Peptides, 1994, 15, 199; b) Melchiorri, P.; Negri, L. Gen. Pharmac., 1996 27, 1099; c)
Negri, L.; Melchiorri, P. e Lattanzi, R. Peptides, 2000, 21, 1639; d) Barra, D., Mignogna, G., Simmaco,
M., Pucci, P., Severini, C., Falconieri-Erspamer, G., Negri, L., Erspamer, V. Peptides, 1994, 15, 199; e)
Erspamer, V.; Melchiorri, P.; Falconieri-Erspamer, G.; Negri, L.; Corsi, R.; Severini, C.; Barra, D.;
Simmaco, M. Kreil, G. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 5188; f) Labuz, D.; Chocyk, A.; Wedzony,
K.; Toth, G. e Przewlocka, B. Life Sci., 2003, 73, 403; g) Pukala, A. L.; Bowie, H. J.; Maselli, V. M;
Musgrave, I. F.; Tyler, M. J. Nat. Prod. Rep., 2006, 23, 368.

% a) Fuchs, P. C.; Barry, A. L.; Brown, S. D. Ant. Ag. Chemother., 1998, 42, 1213; b) Ge, Y.; Macdonald,
D. L.; Holroyd, K. J.; Thornsberry, C.; Wexler, H.; Zasloff, M. Antimic. Ag. Chem., 1999, 43, 782; c) Pal,
T.; Sonnevend, A.; Galadari, S.; Conlon, J. M. Regul. Pept., 2005, 129, 85.
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contra varias linhagens de células e encontra-se em estudos de triagem para uso

medicinal 3¢

Esteroides

Em adicdo as aminas biogénicas, o veneno de sapos bufonideos contém
esterdides, tais como colesterol, f-sitosterol e, mais expressivamente, bufadienolideos
e bufotoxinas.®®?® Estes dois Gltimos grupos possuem grande significancia para a
fisiologia, defesa e combate a microrganismos, enquanto que a presenca de S
sitosterol pode estar envolvida com a imunidade inata desses animais contra células
tumorais.

Todas as espécies de anfibios sdo produtoras de toxinas e muitas delas sao
farmacologicamente ativas para invertebrados ou vertebrados. O largo espectro de
atividades observadas nas suas toxinas tem despertado interesse em pesquisas, o que
culminou na descoberta de diversas classes de compostos. Diante da grande
biodiversidade de anfibios no planeta, animais ainda nao catalogados e quimicamente
ndo explorados possuem um grande potencial na geragdo de novidades que podem
incrementar a colecdo de compostos biologicamente ativos. Além disso, pesquisas
podem ser enderecadas para a descoberta de novos mecanismos de acgao fisiolégica
para receptores bioldgicos, aumentar o conhecimento do sistema imunoldgico inato dos
anfibios e conduzir ao desenvolvimento racional de farmacos.

Como foco principal do presente estudo, os bufadienolideos serdo abordados nas
proximas secoes de forma mais detalhada.

1.4 Bufadienolideos

Diversidade, ocorréncia e estrutura quimica dos bufadienolideos

O estudo sistematico de bufadienolideos de origem animal tomou corpo a partir da
descoberta de inUmeros desses compostos no Ch’an Su (Venenum Bufonis), uma
preparacao galénica utilizada na medicina tradicional chinesa. O Ch’an su tem origem

% a) Ardelt, W.; Mikulski, S. M.; Shogen, K. J. Biol. Chem., 1991, 266, 245; b) Saxena, S. K.; Gravell, M.;
Wu, Y.N.; Mikulski S. M.; Shogen, K.; Ardelt, W.; Youle, R. J. J. Biol. Chem., 1996, 271, 20783; c)
Alfacell Corporation. Drugs Res. Develop., 2007, 8, 120.
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no veneno das glandulas do sapo B. bufo gargarizans € B. melanostictus e o seu
principal efeito farmacoldgico € o inotropismo positivo, que gera um aumento na forga
de contragdo no musculo cardiaco, devido a interacdo de esterdides cardioténicos com
a Na'/K*-ATPase.®” A partir dai, inimeros bufadienolideos foram descobertos em
anfibios da familia Bufonidae — que compreende os géneros Rhinella, Bufo, Atelopus,
Ansonia, Lephtophryne e Pedostipes.’®® Vale ressaltar que bufonideos do género
Melanophryniscus ndo possuem tais tipos de compostos.®®

Além dos anfibios, bufadienolideos sdo acumulados em glandulas nurchais de
serpentes (Rhabdophis tigrinus, Colubridae), como resultado da aquisicdo de
compostos por meio da sua dieta baseada em sapos.®>*® Em artrépodes, compostos
desta classe foram isolados de fireflies (Photinus pyralis, P ignites e P. marginellus,
Lampiridae).*

Plantas que contém bufadienolideos sao importantes produtos da medicina
tradicional de paises africanos e asiaticos e, em contrapartida aos seus efeitos
terapéuticos, algumas delas estdo relacionadas com intoxicacbes graves dos seus
usuarios. Bufadienolideos e seus glicosideos de origem vegetal sdo isolados em
espécies das familias Crassulaceae, Hyacinthaceae, Iridaceae, Melianthaceae,
Ranunculaceae e Santalaecae. A raiz da planta medicinal Bersama abyssinica
(Melianthaceae) contém bufadienolideos com atividade bactericida contra Bacillus
subtilis.*' Kalanchoe gracilis (Crassulaceae), utilizada pela medicina chinesa contra
inflamacdes, contém bufadienolideos citotoxicos para células tumorais e
antiproliferativos anti-HIV.*? Adicionalmente, a planta téxica Urginea lydenburgensis
(Hyacinthaceae), que também contém bufadienolideos, € ingerida para o tratamento de
asma e coceiras na pele.”® Steyn e Heerden compilam registros mostrando que na
Africa do Sul e Australia plantas contendo bufadienolideos sdo responsaveis por

elevados indices de mortalidade em humanos e bovinos.?°

% Cruz, J.S.; Matsuda, H. Eur. J. Pharmacol., 1993, 239, 223.

% a) Daly, J. W.; Noimai, N.; Kongkathip, B.; Kongkathip, N.; Wilham, J. M.; Garraffo, H. M.; Kaneko, T.;
Spande, T. F.; Nimit, Y.; Nabhitabhata, J.; Chan-Ard, T. Toxicon, 2004, 44, 805; b) Mebs, D.; Pogoda,
W.; Maneyro, R.; Kwet, A. Toxicon, 2007, 46, 641.

% a) Krenn, L.; Koop, B. Phytochemistry, 1998, 48, 1; b) Steyn, P. S.; Heerden, F. V. X. Nat. Prod. Rep.,
1998, 15, 397; c) Hutchinson, D.A.; Mori, A.; Savitzky, A.H.; Burghardt, G.M.; Wu, X.; Meinwald, J.;
Schroeder, F.C. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2007, 104, 2265.

0 Eisner, T., Wiemer, D.F., Haynes, L.W., Meinwald, J. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1978, 75, 905;

*"Wu, P.-L.; Hsu, Y.-L.,Wu, T.-S., Bastow, K. F.; Lee, K.-H. Org. Lett., 2006, 8, 5207.

*2 Taniguchi, M.; Kubo, . J. Nat. Prod., 1993, 56, 1539.

“® Crouch, N.R., Toit, K., Mulholland, D.A., Drewes, S.E. Phytochemistry, 2006, 67, 2140.
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Estruturalmente, bufadienolideos sao esterdides polidroxilados com 24 carbonos
caracterizado por uma lactona di-insaturada (a-pirona localizada em C-17) e ainda
metilas angulares entre as juncbes dos anéis A/B e C/D. Ligada ao C-3 dos
bufadienolideos ocorre uma hidroxila e, quando esta se encontra esterificada com
suberoil-arginina, metacrilato, succinil, palmitoil e outros ésteres, caracterizam-se as
bufotoxinas. Destacam-se, na Figura 8, o Asitosterol (19) e os bufadienolideos
marinobufagina (20), telocinobufagina (21), bufalina (22), helebrigenina (23), bufotalina

(24), resibufogenina (25), cinobufagina (26) e a bufotoxina marinobufotoxina (27).

NH,

21 Ry = Ry = H; Ry=OH; Rg= CH3 25 Ry=Ry= R3=H

22 Ry =R,=Ry=H; Ry= CH, 26 Ry=Ry=H; R3= OCOCHj3
23 Ry = Ry = H; Ry = OH; Rg= CHO

24 R, = Ry=H; Ry = CHg; Ry = OCOCH,

Figura 8. Exemplos de esterdéides isolados de sapos bufonideos. A numeragéo observada na
marinobufagina (20) refere-se aos atomos de carbono na estrutura dos bufadienolideos.

Nas jungbes do nucleo peridrofenantreno dessa classe de compostos, a
estereoquimica obedece as orientacées A/B cis, B/C trans e C/D cis, 0 que confere aos
bufadienolideos um set estruturalmente distinto de anéis em relacado a outros sistemas
esteroidais. Com esta estereoquimica, os bufadienolideos mantém sua principal
caracteristica em atividade biolégica, a interagdo dos bufadienolideos com a enzima
Na*/K*-ATpase, atividade semelhante aos esterdides cardiotonicos do tipo digitalicos,
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exemplificados pela ouabaina (28) e digitoxina (29), isolados de Digitalis purpurea e

Strophantus gratus, respectivamente (Figura 9).39%244

HO
0
HO™ >
OH
Q Q
HOuwe- Omene
HO HO HO 29

Figura 9. Esterdides cardiotbnicos (28) e digitoxina (29), isolados de Digitalis purpurea e Strophantus
gratus.

Isolamento de bufadienolideos a partir da secrecao glandular de anfibios.

Como visto na acima, a diversidade estrutural dos bufadienolideos em sapos
bufonideos parece ser extensa. Diversas técnicas cromatograficas sao utilizadas para
isolar os componentes do veneno em quantidade suficiente para caracterizacao
quimica dos compostos presentes em uma determinada espécie.

ApoOs particdo ou tratamento com solventes organicos, bufadienolideos e
bufotoxinas tém sido isolados de fontes naturais por meio de métodos cromatograficos
classicos ou colunas cromatograficas rapidas (dry flash). Usualmente, a cromatografia
em coluna é realizada em silica-gel e Sephadex®-LH 20. Alguns trabalhos utilizaram
oxido de aluminio acido, basico ou neutro para o isolamento de inumeros
bufadienolideos sintéticos e compostos relacionados. Do veneno de Pseudepidalia
viridis, B. melanostictus, e do extrato de Ch’an Su, bufadienolideos e suberoil ésteres

foram isolados por cromatografia em coluna classica*® ou em coluna dry-flash,*® ambas

* Zhao, y.; Jina, Y.; Wei, S. S.; Lee, Y. H. Zhang, Y. Toxicon, 2005, 46, 635.

“® a) Verpoorte, R.; Phan, Q. K., Svendsen, A. B. J. Nat. Prod., 1980, 43, 347; b) Shimada, K.; Ishii, N.;
Nambara, T. Chem. Pharm. Bull., 1986, 34, 3454; c) Shimada, K., Sato, Y., Nambara, T. Chem. Pharm.
Bull., 1987, 35, 2300.
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usando silica gel 60. Oxido de aluminio neutro foi usado para o isolamento de
bufadienolideos de frutos secos de Bersama abyssinica.*’

Técnicas cromatograficas instrumentais também tém sido empregadas com
sucesso. Diversos bufadienolideos foram isolados com alta pureza, ou apenas
separados, por meio da técnica cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em um
ou mais passos. CLAE de fase reversa foi utilizada para analisar o perfil cromatografico
de bufadienolideos e bufotoxinas de espécies do género Bufo, do veneno e dos ovarios
de Rhinella marinus,*® além do veneno de cinco diferentes espécies da Tailandia.*® Por
similar procedimento, marinobufagina (20) e telocinobufagina (21) foram isolados de

Rhinella rubescens.'®

Biossintese, semi-sinteses e modificacoes quimicas de bufadienolideos

Fortes evidéncias indicam que os bufadienolideos sao biosintetizados em
bufonideos a partir do metabolismo do colesterol. Experimentos com [1,2-H] colesterol
e [21-"C] coprostanol, além de 3-hidroxicolanatos trittados em Rhinella arenarum
(formalmente Bufo arenarum), R. schneideri (formalmente B. paracnemis) e R. marinus
(formalmente B. marinus) demonstraram que o colesterol € utilizado pelas glandulas de
veneno do animal para a biossintese de bufadienolideos. Acredita-se que sua origem é
provavelmente no figado, de onde é transportado até as glandulas com o auxilio de
lipoproteinas plasmaticas, e que nos mamiferos, os bufadienolideos séo sintetizados
no cértex adrenal a partir do colesterol.*°

Estudos visando a sintese de diversos bufadienolideos tiveram um lugar de
destaque entre as décadas de 1960 e 1980, em grande parte, devido a necessidade de
adquirir esteréides farmacologicamente importantes em quantidades consideraveis
para a realizacdo de testes bioldégicos. Em funcdo da sua complexidade (anéis
cumulados, estereocentros, etc) a sintese total de esterdides apresenta-se como um

*6 Kamano, Y.; Yamamoto, H.; Hatayama, K.; Tanaka, Y.; Shinohara, M.; Komatsu, M. Tetrahedron Lett,
1968, 9, 5669.

*” Kupchan, S. M., Moniot, J. L., Sigel, C. W., Hemingway, R. J. J. Org. Chem., 1971, 36, 2611.

8 a) Shimada, K.; Sato Y.; Nambara T. Chem. Pharm. Bull., 1987, 35, 2300; b) Matsukawa, M.; Mukai,
T., Akizawa, T.; Miyatake, S.; Yoshioka, M.; Morris, J. F.; Butler-dr, V. P. J. Nat. Prod., 1998, 61, 1476;
c) Gao, H.; Zehl, M.; Leitner, A.; Wu, X.; Wang, Z.; Kopp, B. J. Ethnopharm., 2010, in press,
doi:10.1016/j.jep.2010.07.017.

49 a) Santa-Coloma. T. A.; Garraffo, H. M.; Pignataro, O. P.; Charreau, E. H.; Gros, E. G.; Steroids, 1984,
44, 11; b) Osuch, V.; Chen, C. Biochem. Pharmacol., 1969, 44, 1803; c) Garrafo, H. M.; Gros, E. G.
Steroids, 1986, 48, 251; d) Dmitrieva, R.l.; Bagrov, A.Y.; Lalli, E.; Sassone-Corsi, P.; Stocco, D.M.;
Doris, P.A. Hypertension, 2000, 36, 442.

17



desafio para muitos grupos de pesquisa. Diversas rotas, notadamente as de interesse
comercial, utilizam esterdides naturais abundantes como matéria-prima e, por meio de
sinteses parciais, produzem os bufadienolideos desejados ou chegam a intermediarios
que possibilitem outras rotas sintéticas mais eficientes. Algumas sinteses foram
estudadas a partir de cardenolideos, colano e, propriamente, de bufadienolideos ja
conhecidos. Dentre as propostas sintéticas mostradas a seguir, algumas modificacdes
estruturais adotadas foram utilizadas no planejamento dos derivados de
bufadienolideos envolvidos neste estudo.

A partir da 3-acetdxi-5-androsten-17-ona (30, Esquema 1), foi possivel sintetizar
bufadienolideos e cardenolideos via um intermediario comum (36). O composto 30 foi
transformado em uma dicetona monoprotegida (31) pela reacdo com etilenoglicol,
seguido de hidrélise do grupo acetato, oxidagcdo de Oppenauer e hidrogenacao
catalitica com paladio na presenca de hidréxido de potassio. A carbonila no composto
31 foi, entdo, reduzida a uma hidroxila com L-selectride e o seu grupo cetal foi
hidrolisado com &cido p-toluenossulfénico, formando uma hidroxicetona que, apés
acetilacao, transformou-se no composto 32. A condensacao de 32 com cianoacetato de
etila na presenca de acetato de aménio, seguida de tratamento com acido acético em
tolueno, rendeu a mistura de isdbmeros 33, que reduzido com boridreto de sédio em
metanol, formou o alcool 34. Neste ultimo, a prote¢cdo do grupo hidroxila foi feita com
éter tetraidropiranil (THP), formando 35, o qual foi reduzido com DIBALH em tolueno,
para gerar o intermediario 36. A acetilagdo de 36, seguida do tratamento com um ilideo
preparado a partir de fosfonoacetato de trietila e hidreto de sddio gerou o composto 37.
Apo6s remocdo do grupo protetor THP de 37, o alcool formado foi oxidado com
clorocromato de piridinio (PCC) para dar o aldeido 38. Finalmente, por aquecimento do
composto 38 com benzeno na presenca de acido p-toluenosulfénico foi gerado o

bufadienolideo 39 (Esquema 1).*°

%0 Kabat, M. M.; Kurek, A.; Wicha, J. J. Org. Chem., 1983, 48, 4248.
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(0]
1. Etilenoglicol 1. L-Selectride/THF 1. CNCH,COOEt
2. Hidrolise 2. p-TSA/acetona 2. AcONHy4
—_—
3. Oxid. Oppenauer CAcO/P
4. KOH, Pd E1OH 3. AcxO/Py 3. AcOH/Tolueno
o AcOf
H
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a1 32
H OTHP
1. AcO/Py
2. (EtO),POCHCOOEY/THF/
-20°C, T.A.
34 R=H 36
35 R=THP Dihidropirano, p TSA

Esquema 1. Rota sintética para a produg¢édo de um bufadienolideo a partir do esteréide 3p3-acetdxi-5-
androsten-17-ona (30).

Para a preparacdo da telocinobufagina (21), Pettit e Kamano utilizaram a
cilarenina (40) como material de partida, a qual pela rota sintética empregada
inicialmente foi convertida ao 4,5-epdxi-bufadienolideo (41) por tratamento com acido
m-cloroperbenzobico. Este ultimo teve o grupo 3-hidrdxi oxidado com trioxido de cromo e
0 4,5-ep6xido reduzido com acetato de cromo (Il) resultando na formacédo da
telocinobufagona (42). Pelo tratamento de 42 com boridreto de sédio em dioxano foram

produzidos a telocinobufagina (21) e seu enanciémero (Esquema 2).°"

> a) Pettit, G. R.; Kamano, Y. J. Org. Chem. 1974, 39, 2632; b) Pettit, G. R.; Kamano, Y. J. Org. Chem.,
1974, 39, 3003.
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Esquema 2. Sintese parcial da telocinobufagina (21), descrita por Pettit e Kamano.®'
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A partir do cardenolideo digitoxina (29), os bufadienolideos ciralenina (40),
bufalina (22) e resibufogenina (25) foram produzidos. A seqliiéncia sintética envolveu a
hidrélise da digitoxina (29) com &cido sulfurico 1N em metanol, produzindo a
digitoxigenina (43), que em seguida foi acetilada e desidratada para gerar 14-
desidrodigitoxigenina 3-acetato (44).>* Subsequentemente, o tratamento de 44 com
metdxido de sodio em metanol, seguido de acidificagdo, formou o lactol 45. A
metandlise deste, com &acido p-toluenossulfénico em metanol, produziu o acetal
metiléster 46, que protegido com um etilenotioacetal, seguido de uma saponificacao e
acidificacao, forneceu o acido carboxilico 47. Este ultimo, ap6s uma sequéncia de
etapas intermediarias, incluindo tratamento com diazometano, rendeu o aldeido 48 cuja
ciclizagdo endlica, usando acido p-toluenossulfénico como catalisador, formou a enol
lactona 49. A desidrogenacado de 49 com dissulfeto de carbono produziu o acetato de
14-desidrobufalina (50) que, por tratamento com acido m-cloroperbenzéico seguido de
uma saponificagdo com alumina basica, gerou a resibufogenina (25). Uma reducao
seletiva e cuidadosa da resibufogenina (25) com hidreto de litio e aluminio foi

empregada para a sua conversao em bufalina (22, Esquema 3).%

%2 pettit, G. R.; Kasturi, T. R., Knight, J. C.; Occolowitz, J. J. Org. Chem., 1970, 35, 1404.
%% Pettit, G. R.; Houghton, L. E.: : Knight, J. C.; Bruschweiler, F. J. Org. Chem., 1970, 35, 2895.
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Esquema 3. Exemplo da conversao da digitoxina (29) na resibufogenina (25) e bufalina (22).

Além das sinteses de bufadienolideos, transformacdes quimicas interessantes
foram realizadas por meio da catdlise acida de bufadienolideos com acido sulfurico,
4cido cloridrico, acido perclérico ou &cido acético.>* A catalise acida dos compostos
resibufogenina (25) ou de seu isémero (51) com acido perclérico em acetona promoveu
a abertura dos seus epdéxidos para a formacao de 14a-artebufogenina (52), em maior
rendimento, além de 14-artebufogenina (53) e o didlcool 15a-hidroxibufalina (54). Por
tratamento com &cido iodidrico em cloroférmio e acetona, os compostos 25 e 51 foram
transformados no composto A’*-desidrobufalina (55), juntamente com os anélogos 53 e
54. Adicionalmente, o tratamento do composto 51 com &acido acético na presenca de

trioxido de crémio produziu a 14 4-hidréxi-cetona 56, como mostrado no Esquema 4.

4 a) Kamano, Y. Chem. Pharm. Bull., 1969, 17, 1711; b) Pettit, G. R.; Kamano, Y.; Bruschweiller, F.;
Brown, P. J. Org. Chem., 1971, 36, 3736; c) Kamano, Y.; Kumon, S.; Arai, T.; Komatsu, M. Chem.

Pharm. Bull., 1973, 21, 1960; d) Kamano, Y.; Pettit, G. R. Can. J. Chem., 1973, 51, 1973; e) Kamano,
Y.; Pettit, G. R. Chem. Pharm. Bull., 1973, 21, 895.
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Esquema 4. Derivados produzidos a partir da resibufogenina (25) e do seu isbmero (51) via catalise
acida.

Uma série de interessantes derivados da resibufogenina foi produzida com a
epoxidacao da lactona, o principal farmacoforo que confere as atividades bioldgicas a
essa classe de compostos (Esquema 5). A oxidacdo da resibufogenina (25) foi
realizada por meio do seu tratamento com tris(acetilacetonato) de ferro Il [Fe(acac)s] e
peréxido de hidrogénio (H-O.), rendendo uma mistura dos diasteroisdbmeros 205,21 R-
epoxiresifufogenina (57) e 20R,21S-epoxiresifufogenina (58), ambos ja tendo sido
isolados do Ch’an Su e com atividade antitumoral contra a linhagem de células MH-60
maior do que o seu bufadienolideo precursor 25.>°

57 20S,21R
58 20R,21S

Esquema 5. Formacao de 20,21-epoxibufadienolideos citotdxicos para células tumorais.

% a) Nogawa, T.; Kamano, Y.; Yamashita, A.; Pettit, G. R. J. Nat. Prod., 2001, 64, 1148; b) Kamano, Y.;
Nogawa, T.; Yamashita, A.; Hayashi, M.; Inoue, M.; Drasar, P.; Pettit, G. R. J. Nat. Prod., 2002, 65,
1001.
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Na busca de novas moléculas com propriedades farmacoldgicas interessantes, a
década de 2000 destacou-se por utilizar a transformagdo enzimatica microbiolégica
(biotransformagéo) para a sintese de novos bufadienolideos com atividade citotoxica
contra linhagens de células tumorais. Inimeras transformacdes de bufadienolideos
foram realizadas por culturas de células vegetais, de fungos e bactérias na formacéao
de derivados quimicamente inviaveis de produzir pelas rotas sintéticas usuais.

Quando incubado com uma cultura do fungo filamentoso Mucor
polymorphosporus, resibufogenina (25) foi metabolizada em vinte e dois compostos,
dentre os quais quinze sdo novos. Os produtos consistiram de derivados mono- e
dihidroxilados em diversas posi¢des (C-1B, C-5, C-7a, C-7B, C-12a, C-123 e C-16a),
muitos destes inéditos dentre os bufadienolideos conhecidos.*® Produtos originados de
epimerizagao, produzindo uma ca-hidroxila, e desidrogenacdo, acarretando em uma
oxidagao a carbonila em C-3, que contém usualmente uma f-hidroxila, também foram
observados. Produtos de epimerizagdo em C-3 além de mono e dihidroxilacdo nas
posicdes C-4, C-11 e C-12 foram observados quando resibufagenina (25) e bufalina
(22) foram incubados com os fungos Fusarium solani e Syncephalastrum racemosum.®’

A Dbiotransformacdo da cinobufagina (26) e bufalina (22) foi realizada por
incubacao com culturas de células vegetais de Platycodon grandiflorus e Catharanthus
roseus. Como resultado, os produtos adquiridos da cinobufagina consistiram de
compostos glicosilados nas posi¢coes C-3 ou C-16, epimerizados ou desidrogenados na
posicdo C-3. A partir da bufalina, além da formacdo de um 3o-epimero da
telocinobufagina (21), o 3-epi-3-O-A-D-glicosideo da bufalina foi produzido.>®

A producédo de novos bufadienolideos, seja por sinteses parciais, modificacoes
quimicas ou biotransformacdes, fornece suporte para estudos sobre a relacéo
estrutura-atividade desta classe de compostos. Visto que as propriedades
farmacolégicas de bufadienolideos sao diversificadas e que algumas delas
demonstram um perfil tdéxico para esses compostos, a producao de derivados
apresenta-se como uma ferramenta importante para a busca de compostos com
caracteristicas estruturais que favorecem a manutencdo de um perfil biolégico
desejavel como, por exemplo, as propriedades antitumorais, sem toxicidade para

*® Ye, M., Han, J., An, D., Tu, G., Guo, D. Tetrahedron, 2005, 61, 8947.

57 a) Ma, X.-C.; Xin, X.-L.; Liu, K.-X.; Han, J.; Guo, D.-A. J. Nat. Prod., 2008, 71, 1268; b) Ma, X.-C.;
Zheng, J.; Guo, D.-A. Enz. Mic. Tech., 2007, 40, 1585.

%8 a) Zhao, J,; Guan, S. H.; Chen, X. B.; Wang, W.; Ye, M.; Guo, D. A. Chin. Chem. Lett., 2007, 18, 1316;
b) Ye, M.; Dai, J.; Guo, H.; Cui, Y.; Guo, D. A. Tet. Lett., 2002, 43, 8535.
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células eucariotas. Além disso, atividades inéditas podem ser avaliadas, visando a
descoberta de novas aplicagoes biofarmacolédgicas de bufadienolideos ou analogos.

A importancia fisiologica dos bufadienolideos e suas atividades bioldgicas

Os esterdides cardiotbnicos compdéem uma classe de compostos que se
caracterizam por interagir com a principal proteina transportadora das células
eucariotas, a bomba de sédio (Na'/K'-ATPase). Estas bombas sao proteinas
enzimaticas de membrana plasmatica pertencentes a familia das ATPases do tipo P e
conservadas em vertebrados, invertebrados e protozoarios.>® A bomba funciona como
um transportador eletrogénico de ions Na® e K" entre os meios extracelular e
intracelular, mantendo o potencial de membrana das células, fundamental para o
funcionamento celular. Algumas funcdes da enzima sao: transportes de nutrientes e
animoacidos acoplados ao Na*, balanco osmético, regulacdo do volume celular,
manutencdo e restauracdo do potencial de repouso de membrana em células
excitaveis. Em insuficiéncia cardiaca, glicosideos cardiotdnicos sdo indicados® e o
mecanismo terapéutico desses esterdides é que a interacdo dos esterdides
cardiotonicos com Na*/K*-ATPase provoca o aumento na concentragdo de ions soédio
(INa™)) intracelular. Este aumento na [Na*] causa um aumento intracelular secundario
de fons calcio ([Ca?"]), via troca de Na*/Ca**, no reticulo sarcoplasmatico. O acréscimo
resultante da absorcdo de [Ca®] pelo reticulo sarcoplasmatico causa o aumento da
forca de contracao do miocardio, aliviando os sintomas das cardiopatias.

Acredita-se que esterdides do tipo digitalicos podem desempenhar papel hormonal
como moduladores do sistema nervoso e cardiovascular ou estdo envolvidos com
quadros fisiopatolégicos da hipertensdao. Foram detectados niveis elevados de
marinobufagina (20) em estados de hipertensdo, doencas cardiacas e em pacientes
com falha renal.f'@*° A resibufogenina (25), por outro lado, é conhecida por diminuir

hipertensdo em modelos animais durante quadros de pré-eclampsia.®®® Kashkin e

%9 a) Supratman, U.; Fujita, T.; Akiyama, K.; Hayashi, H. Phytochem., 2001, 58, 311; b) Almeida-Amaral,
E. E.; Caruso-Neves, C.; Lara, L. S.; Pinheiro, C. M.; Meyer-Fernandes, J. R. Exp. Parasit., 2006, 116,
419; c) Bagrov, A. Y.; Shapiro, J. |.; Fedovora, O. V. Pharm. Rev., 2009, 61, 9.

% Wasserstrom, J. A.; Aisprut, G. L. Am. J. Phisiol. Heart Circ. Physiol., 2005, 289, H1781.

o a) Fedorova, O. V.; Kolodkin, N. I.; Agalakova, N. |.; Lakatta, E. G.;. Bagrov, A. Y. Hypertension. 2001,
37, 462; b) Fedorova, O. V.; Talan, M.; Agalakova, N. |.; Lakatta, E. G.; Bagrov. Circulation, 2002, 105,
1122; ¢) Kennedy, D. J., Vetteth, S., Periyasamy, S. M.; Kanj, M.; Fedorova, L.; Khouri, S.; Kahaleh, M.
B.; Xie, Z.; Malhotra, D.; Kolodkin, N. |.; Lakatta, E. G.;. Fedorova, O. V.; Bagrov, A.Y.; Shapiro, J. I.
Hypertension, 2006, 47, 488.

24



colaboradores demonstraram que a marinobufagina (20) também pode estar
relacionada com a dependéncia ao etanol, pois o bufadienolideo atenuou a busca pelo
alcool via interagdo com a Na*/K*-ATPase no cértex cerebral de modelos animais.®?

Devido a modulacdo da Na'/K'-APTase, os bufadienolideos e bufotoxinas
provavelmente possuem uma importancia fisiolégica fundamental para homeostase da
pele e de alguns érgaos de bufonideos, em condicbes normais € em quadros de
estresse osmético. Lichtstein e colaboradores®® demonstraram que em Pseudepidalia
viridis, compostos do tipo digitalicos estdo presentes na maioria dos tecidos dos
animais analisados, tendo as maiores concentracdes (ordem de 1.10° nmol.g’ de
tecido) na pele dorsal e ventral, e com concentracdes relativamente altas (ordem de
1.10 nmol.g™" de tecido) no plasma, cérebro e em varios outros érgéos e tecidos. De
acordo com os pesquisadores, 0s niveis das substancias variam em prazos curtos
(dias) e longos (meses ou estacdes do ano), em condicdes hipertbnicas.Um choque
osmotico, em curto prazo, aumentou em trés vezes a concentracdo de compostos
digitalicos no cérebro dos animais testados. Em longo prazo, ocorreu um aumento de
180% desses compostos na pele (em cinco semanas) € um aumento nas
concentracbes dos compostos no cérebro durante o verdo local. Assim, pode-se
observar que a grande concentracdo de compostos digitalicos nos anfibios estudados
ndao provoca toxicidade para os animais, demonstrando que, além das funcdes
fisioldgicas, estes compostos contribuem para a sua defesa contra predadores.

Diante dos papéis funcionais atribuidos aos compostos digitalicos em anfibios, a
diversidade estrutural dos bufadienolideos nas secrecées glandulares de sapos
também pode ser fundamental para a sobrevivéncia desses animais. Comumente,
analises qualitativas e quantitativas de perfis cromatograficos sao realizadas com
secrecdes glandulares de diversas espécies de sapos e do Ch’an Su. Associado a isso,
a caracterizagao estrutural de bufadienolideos, com o auxilio da ressonancia magnética
nuclear (RMN) e técnicas complementares, tém promovido a descoberta de novos
compostos. Assim, a certeza de que a composicdo do veneno sofre pequenas
variagdes entre individuos da mesma espécie torna-se cada vez mais evidente.

Técnicas refinadas usando cromatografia liquida de ultraperformance (UPLC) e a
aquisicao de perfis de fragmentacao por espectrometria de massa ja foram utilizadas

62 a) Vu, H., lanosi-Irimie, M.; Danchuk, S.; Rabon, E.; Nogawa, T.; Kamano, O.; Pettit, G. R.; Wiese, T.;
puschett, J. B. Exp Biol Med, 2006 231, 215; b) Kashkin, V. A.; Bagrov, A. Y.; Fedovora, O. V.; Bagrov,
Y. Y.; Agalakova, N. I.; Patkina, N. A.; Zvartau, E. E. Eur. Neuropsychopharmacol., 2002, 12, 217.

% |ichtstein, D.; Gati, |.; Haver, E.: Katz, U. Life Science., 1992, 51, 119.
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para a identificagdo de bufadienolideos. Nesse contexto, do extirato de Bufo bufo
gargarizans, um total de trinta e nove bufadienolideos foram identificados, onde
dezenove deles sdo conhecidos e vinte compostos, dentre eles oito estereoisémeros,
sao possivelmente novos, apontando a grande diversidade desses compostos em um
tnico animal.®* Hayes e colaboradores acreditam que a diversidade de bufadienolideos
em Rhinella marinus seja promovida pela biotransformacao in situ de bufadienolideos e
bufotoxinas por bactérias simbiontes presentes nas glandulas parotdides e ovarios.
Para testar essa hipétese, a marinobufagina (20, Figura 8, p. 15) foi tratada com uma
cultura da bactéria Comonas testosteroni (isolada da glandula parotdide), resultando na
producdo de diversos derivados. Considerando que uma secrecao toxica contendo
diferentes bufadienolideos pode antagonizar diferentes isoformas da Na*/K*-ATPase, a
probabilidade de um predador ser mais susceptivel a esta secrecao é grande. Assim,
inUmeras espécies de sapos possuindo uma microbiota diversificada podem apresentar
maiores chances de sobrevivéncia e maior sucesso em um ambiente hostil.®®

Os bufadienolideos estao entre os principais compostos estudados pela intensa
atividade inibitéria de células tumorais. Hashimoto e colaboradores viram que a bufalina
(22, Figura 8, p. 16) é eficiente em inibir a Topoisomerase |l (Topo Il), enzima
responsavel pela estabilizagdo do complexo de clivagem do DNA e alvo de inUmeras
drogas antitumorais. A inibicdo da Topo Il promove a fragmentagdo do DNA, um
atributo importante para apoptose das células tumorais.®®

Outro uso potencial de bufadienolideos no tratamento do cancer € o combate
indireto da caquexia, uma patologia provocada pela excessiva producdo da
interleucina-6 (IL-6) e que atinge pacientes com cancer, produzindo uma reducao da
resposta aos tratamentos quimioterapicos, baixa no peso corporal, podendo levar a
morte. Um derivado 3-O-formilado da 20R,21 S-resibufogenina (58, Esquema 5, p. 22)
atua de maneira especifica como um antagonista da IL-6, além de outras doencas
causadas pela excessiva producgdo de IL-6, tais como doencas neurodegenerativas e

artrite reumatéide,®” apresentando potenciais clinicos.®

&4 Liu, Y.; Xiao, Y.; Xue, X.; Zang, X.; Liang, X. Rapid. Commun. Mass. Espectr., 2010, 24, 667.

65 Hayes, R. A.; Piggot, A. M.; Dalle, K.; Capon, R. J.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19, 1790.

% Hashimoto, S.; Jing, Y.; Kawazoe, N.; Masuda, Y.; Nakajo, S.; Yoshhida, T.; Kuroiwa, Y; Nakaya, K.
Leuk. Res. 1997, 21, 875.

&7 a) Hayashi, M.; Rho, M.-C.; Fukami, A.; Enomoto, A.; Nonaka, S.; Sekiguchi, Y.; Yanagisawa, T.;
Yamashita, A.; Nogawa, T.; Kamano, Y.; Komiyama, K.; J. Pharm. Exp. Therap. 2002, 303, 104; b)
Enomoto, A.; Rho, M.-C.; Fukami, A.; Hiraku, O.; Komiyama, K.; Hayashi, M. Bioch. Bioph. Res.
Comm. 2004, 323, 1096.
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Em estudo recente, Nasu e colaboradores propuseram a utilizacdo de bufalina
(22) como um agente terapéutico no tratamento da endometriose, uma doencga que
provoca a proliferacdo exacerbada do tecido endometrial. A bufalina é capaz de
produzir apoptose nas células desse tecido de forma célula-especifica, em um
mecanismo diferente do que acontece com o processo apoptoético de diversas células
tumorais. Dessa forma, o bufadienolideo pode representar um candidato especifico no
tratamento de endometriose. A bufalina ainda exerce um efeito inibitério de células
endoteliais da aorta em bovinos 0 que pode evitar a formacao de redes de irrigacéao

sanguinea que nutrem inimeros tumores sélidos.®

Relacao estrutura-atividade dos bufadienolideos

Para entender como a atividade biol6gica de bufadienolideos é afetada pela
conformacao das moléculas ou pelos grupos substituintes, diversos estudos da relacao
entre estrutura e atividade (Structure-Activity Relationship, SAR) foram propostos.
Tendo como atributo principal o baixo indice terapéutico dos bufadienolideos, inimeras
modificagées quimicas foram realizadas na produgédo de derivados com o intuito de
diminuir o efeito tdxico.

Por meio de estudos QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) Kamano
e colaboradores analisaram as caracteristicas estruturais tridimensionais comuns aos
bufadienolideos e cardenolideos com respeito a atividade contra células tumorais. Por
esta técnica, informacdes importantes a cerca dos substituintes funcionais que possam
melhorar o perfil farmacolégico dos bufadienolideos s&o obtidas. Neste contexto, a
presenca de compostos mais potentes ou menos toxicos para eucariotos podem
auxiliar no desenho novas drogas. A Figura 10 exemplifica as principais regides que
apresentam modificacbes, com respeito a grupos funcionais e a configuracdo de

S

como células de carcinoma primario de figado humano resistentes a colchicinas

® Kino, T.; Boos, T. L.; Sulima, A.; Siegel, E. M.; Gold, P. W.; Rice, K. C.; Chrousos, G. P. J. Allergy Clin.
Immunol., 2007, 120, 437.

69 a) Lee, D. Y.; Yasuda, M.; Yamamoto, T.; Yoshida, T.; Kuroiwa, Y. Life Sciences, 1997, 60, 127; b)
Nasu, K.; Nishida, M.; Ueda, T.; Takai, N.; Bing, S.; Narahara, H.; Miyakawa, |. Mol. Human Rep.,
2005, 711, 817.
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(PLC/PRF/5),”% células de cancer gastrico humano e carcinoma cervical humano.’® As
principais caracteristicas que melhoram o perfil farmacolégico sdo a presenca da
lactona (a-pirona), hidroxilagdo nas posi¢des C-14p3, C-11a e C-12a, presenga de um

aldeido na posicao C-19 e conformacdes entre os anéis A/B cis, B/C trans e C/D cis.

o-pirona
0 aumenta a atividade

o-hidroxila 23
diminui atividade

aldeido aument
a atividade a\
Anéis em A/B cis

aumentam atividade \
OH 15-hidroxila, epéxido
reduz a atividade

Anéis em C/D cis aumenta
a atividade

HO
éster, cetona, H 14— hidroxila
epimerizacao, T aumenta a atividade
desidrogenagao . .
reduz a atividade 7B-hidroxila
5B—hidroxila reduz atividade

3B-hidroxila reduz a atividade
aumenta atividade

Figura 10. Efeitos dos substituintes nos bufadienolideos relacionados a inibicdo do crescimento de
diferentes células tumorais. A estrutura da bufalina (22) foi tomada como base.

a

Terness e colaboradores’'® analisaram a atividade téxica de derivados de
bufadienolideos em células T (imunossupressao), para verificar o potencial desses
derivados com eventuais farmacos sem efeitos colaterais indesejados. Dentre eles,
foram avaliados os compostos 60 e 61 (Figura 11), além da marinobufagina (20),
telocinobufagina (21), resibufogenina (25) e derivados. Verificando os requerimentos
estruturais que indicam a atividade imunorregulatéria, a falta da lactona reduz
drasticamente os efeitos imunotoxicos dos bufadienolideos (compostos 60 e 61). Um
grupo oxirano entre as posi¢cdes 14 e 17 (marinobufagina e resibufogenina) faz
decrescer moderadamente a atividade imunossupresséria em relacdo aos compostos
que contém 14-OH (ex. telocinobufagina). Derivados 3-O-acetatos e diacetatos
decrescem a atividade moderadamente em relagdo a seus precursores e 3-O-
hemisuberatos, 3-O-formiatos, 3a-azido e 3a-amino apresentam efeitos citotéxicos

muito inferiores em relacdo aos compostos naturais. Daniel e colaboradores’™

70 a) Kamano, Y.; Yamashita, A.; Nogawa, T.; Morita, H.; Takeya, K.; ltokawa, H.; Segawa, T.; Yukita, A.;
Saito, K.; Katsuyama, M.; Pettit G. R. J. Med. Chem, 2002, 45, 5440; b) Ye, M., Qu, G.; Guo, H.; Guo,
D. J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 2004, 91, 87.

n a) Terness, P.; Navolan, D.; Dufter, C.; Kopp, B.; Opelz, G. Int. Inmunopharm. 2001, 1, 119; b) Daniel
D.; Sisal, C.; Kopp, B.; Opelz, G.; Terness, P. Int. Inmunopharm. 2003, 3, 1791.
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testaram a atividade inibitéria dos compostos 60 e 61 contra tumores de linfloblastos e
viram que esses compostos apresentaram consideravel atividade apoptética com a

diminuicdo da atividade cardiotdxica desejada.

Figura 11. Compostos antitumorais nao toxicos derivados do bufadienolideo helebrina (58).

Adicionalmente, Kamano e colaboradores’® testaram a atividade antiviral de 34
bufadienolideos naturais e derivados, correlacionando essa atividade ao indice
terapéutico dos compostos. Paula e colaboradores realizaram um estudo sobre a
interacao entre glicosideos cardiacos e a Na*/K*™-ATPase, por meio de um modelo de
relacdo tridimensional. Manunta e colaboradores’® levantaram evidéncias de que a
atividade hipertensiogénica da ouabaina (28, Figura 9, pagina 16) e alguns derivados
glicosilados dependem da configuracdo do nucleo esteroidal das moléculas e pode ter
um mecanismo de acao independente da Na*/K*-ATPase.

Além da citotoxicidade para células tumorais e imunolégicas, bufadienolideos e
derivados ja foram analisados quanto a estudos de relagdes estrutura-atividade para as
atividades cardiotbnica, anestésica, inseticida e inibitéria da enzima Na'/K'-
ATPase.”?*P¢ Neste campo, novos horizontes podem ser alcancados quanto ao
emprego de bufadienolideos como farmacos, ou melhor, quanto a utilizagdo destes
para o desenho de analogos que possuam requerimentos estruturais que os capacitem
como farmacos. Notadamente, um entendimento mais aprofundado do mecanismo de

acao de compostos esteroidais possuindo um grupo lacténico esta sendo adquirido.

"2 a) Imai, S., Murase, H., Katori, M., Okada, M., Shigei, T. Jon. J. Pharmacol., 1965, 15, 62; b) Shimada,
K., Ohishi, K., Fukunaga, H., Ro, J. S., Nambara, T. J. Pharmacobiodyn., 1985, 8, 1054; c¢) Shimada,
K., Ishii, N., Ohishi, K., Ro, J.S., Nambara, T. J. Pharmacobiodyn. 1986, 9, 755; d) Kamano, Y., Satoh,
N., Nakayoshi, H., Pettit G.R., Smith, C.R. Chem. Pharm. Bull., 1988, 36, 326; e¢) Manunta, P.;
Hamilton, B. P.; Hamlyn, J. M. Hypert. 2001, 37, 472.
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2. OBJETIVOS

Como visto na parte introdutéria, a secrecdo de pele dos anfibios é uma
extraordinaria fonte de compostos farmacologicamente ativos, tais como peptideos,
alcaldides, aminas biogénicas, proteinas e esterdides. Tais moléculas sdo cruciais para
a sobrevivéncia desses animais porque desempenham funcgdes fisioldgicas e sao
utilizadas como armas para de defesa contra predadores, microrganismos patogénicos
e para sua prépria fisiologia. Os compostos ativos mais freqlientes do veneno de sapos
bufonideos sdo aminas biogénicas, bufotoxinas e bufadienolideos. Varios estudos
indicam que os bufadienolideos apresentam a capacidade de interagir com a bomba de
sodio (Na*/K*-ATPase) além de exibirem intensa atividade inibitéria de crescimento de
inumeras linhagens de células tumorais por apoptose. Porém, devido a toxicidade dos
bufadienolideos, a sua utilizacao terapéutica é limitada. Assim, modificagdes quimicas
em bufadienolideos naturais para a producao de derivados torna-se interessante para
identificar os requerimentos estruturais que mantém o perfil citotoxico dos compostos
em células tumorais, apresentando baixa toxicidade para células normais. Anfibios do
género Rhinella sdo abundantes em varios biomas do Brasil, porém pouco explorado
do ponto de vista da composicao esteroidal da sua secreg¢ao cutdnea, o que torna a
espécie Rhinella schneideri um excelente modelo para o estudo de bufadienolideos.

Neste sentido, o presente estudo tem por objetivo:

I. Isolamento e caracterizagdo quimica de bufadienolideos do veneno de Rhinella
schneideri (Anura: Bufonidae).

II. Realizagdo das seguintes modificagdes quimicas nos bufadienolideos isolados:
= protecdo dos grupos hidroxilas secundarios e terciarios para producdo de
derivados acetilados;
» formacao de epdxido no anel a-pirona;
» formilagdo e a oxidacdo da 34-OH e

» abertura de epoxido.

Ensaios biologicos para avaliar a inibicdo de crescimento de células tumorais e
inibicdo de diferentes isoformas da enzima Na+/K+-ATPase dos compostos
naturais e alguns derivados para futuras analises de relagdes estrutura-

atividade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para efeito didatico, os resultados e discussdo do presente estudo serdo
apresentados em duas sec¢des especiais, denominadas:

3.1. Isolamento, caracterizacdo e modificagcbes quimicas de bufadienolideos isolados
do veneno de Rhinella schneideri

3.2. Estudo das atividades biologicas de bufadienolideos naturais do veneno de
Rhinella schneideri e seus derivados
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3.1. Isolamento, caracterizacao e modificacoes quimicas de
bufadienolideos isolados do veneno de Rhinella schneideri

Isolamento dos constituintes do veneno

Com o objetivo de obter bufadienolideos em quantidade suficiente para a
producdo de derivados esteroidais e avaliacdo das atividades biol6gicas, adquiriu-se,
por compressao da glandula parotéide, o veneno de 350 espécimes do sapo Rhinella
schneideri, sob a autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos
Naturais Renovéaveis (IBAMA-097/06, processo 02010.000832/04-74) Os animais
capturados foram soltos no local de captura, de forma a evitar futuros impactos
ambientais na anfibiofauna da regidao. Apos a desidratacao e pulverizacdo do veneno
fresco, 95 g do veneno foram obtidos. A extracdo do veneno com acetato de etila, a
temperatura ambiente, seguida da evaporacdo do solvente a vacuo, em evaporador
rotativo, um sélido amorfo e amarronzado (99) foi adquirido. Porcdes de cerca de 1 g
foram cromatografados em coluna dry-flash com 6xido de aluminio neutro (alumina).
Destas foram isolados os bufadienolideos, os quais foram caracterizados por métodos
fisico-quimicos e espectrométricos, modificados quimicamente e submetidos a ensaios

biologicos (Fluxograma 1).

350 animais

Obtencéo da secregéo bruta

959 ‘ Extracéo com acetato de etila

1g

Cromatografia em coluna

Isolamento dos Cromatografia em
bufadienolideos camada delgada

‘ Preparacéo dos derivados

Técnicas espectrométricas ‘ Ensaios
biologicos

Fluxograma 1. Obtenc¢éao fracionamento, caracterizagdo, modificagcdo quimica e avaliagdo da atividade
biol6gica dos componentes do veneno de R. schneideri.
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A obtencao de uma variedade de bufadienolideos, a partir de diferentes espécies
de bufonideos e plantas, requer uma série de etapas que podem utilizar técnicas
cromatograficas combinadas. Desta forma, a cromatografia em coluna classica,
principalmente utilizando silica-gel 60, seguida de cromatografia em camada delgada
preparativa ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna C-18 de fase
reversa,”> é comumente utilizada para a obtencdo de bufadienolideos do Ch’an su.
Cunha-Filho e colaboradores'® purificaram por CLAE de fase reversa a
marinobufagina (20) e a telocinobufagina (21) do sapo endémico do cerrado Rhinella
rubescens. Na literatura, existem registros da utilizacdo de colunas de O6xido de
aluminio neutro para purificar intermediarios esteroidais durante a sintese de
bufadienolideos’™ e para isolar bufadienolideos vegetais.*

Neste trabalho, com o objetivo de acumular uma quantidade consideravel de
esterdides para dar seguimento aos objetivos do projeto, optou-se pelo ajuste dos
métodos cromatograficos supracitados. As técnicas para obtencdo do veneno e para o
seu processamento inicial foram adaptadas de Cunha-Filho e colaboradores,'®
enquanto que o fracionamento do extrato foi realizado por cromatografia em coluna. O
isolamento por técnica de cromatografia dry-flash com alumina neutra rendeu os
compostos 19 a 23, a maioria como cristais incolores. As fracdes impuras contendo
compostos com fatores de retencédo préximos foram combinadas e submetidas a uma
segunda coluna cromatografica classica em silica-gel. Desta forma, foram isolados os
compostos 62, 63 e R.sch 7, além de uma quantidade adicional do composto 20. Os
dados analiticos dos compostos isolados encontram-se na Tabela 1.

Como veremos em detalhes na préxima secao, os compostos isolados do veneno
de R. schneideri foram identificados como marinobufagina (20), telocinobufagina (21),
bufalina (22), helebrigenina (23) e o conhecido fitosterol S-sitosterol (19). Os dados
espectrais dos compostos 62 e 63 sugerem que o primeiro seja um raro bufenolideo
denominado 205,21 R-epoximarinobufagina e o segundo, reconhecido como 19-hidroxi-
telocinobufagina. Quanto ao composto R.sch 7, a andlise dos espectros ainda esta em
curso para a total caracterizacdo do composto, mas evidéncias indicam de que este
seja um analogo do composto 63. As estruturas dos compostos isolados sao mostradas
na Figura 12.

8 a) Nogawa, T.; Kamano, Y.; Yamashita, A.; Pettit, G. R. J. Nat. Prod., 2001, 64, 1148; b) Kaneko, T.;
Spande, T. S.; Minit, Y.; Nabhitabha, J.; Chan-Ard, T. Toxicon, 2004, 44, 805;
" Pettit, G. R.; Kasturi, T. R.; Knight, J. C ; Jaeggi, K. A. J. Org. Chem., 1970, 35, 1410.

33



Tabela 1. Dados analiticos dos compostos naturais isolados do veneno de R. schneideri.

Compostos Dados analiticos
Fases moveis Massa (mg) Rendimentos Rf Pontos de fusao (2C)
(v/v)? (%)° Experimental” Literatura
19 4:1 28 2,3 0,64 142-144 142-143°
20 3:2 705 58,7 0,21 215-217 223-225°"
21 1:1 116 9,7 0,16 166—170 160-170°"®
22 7:3 72 6,0 0,37 231-234 221-242%
23 1:1 22 1,8 0,13 154-160 150-175°
62 3:2 23 1,9 0,27 181-187 -
63 2:3 12 1,0 0,10 - -
R.sch 7 2:3 9 0,75 0,08 - -

aSistema de solvente utilizado nas cromatografias em coluna consistiu gradientes de hexano-acetato de etila (v,v).

®O rendimento dos compostos foi calculado baseado na massa de 1,2 g do veneno seco.

°Fatores de retengdo (R obtidos através de CCD em placas de aluminio (silica-gel 60, 0.2 mm, UVas,), eluidos com hexano-
acetato de etila 1:9 (viv).

Pontos de fusdo nio corrigidos.

°Dados coletados da base de dados SciFinder Scholar 2007.

19 (B-sitosterol)

23 Helebrigenina 62 20S,21R-Epoximarinobufagina 63 Helebrigenol

Figura 12. Compostos isolados do veneno do sapo R. schneideri.

A utilizagdo de cromatografia em coluna do tipo dry-flash com 6xido de aluminio,
ainda uma técnica pouco utilizada para isolamento de bufadienolideos, mostrou-se um
método eficaz para a obtengcdo dos compostos do veneno do animal Rhinella
schneideri. A cromatografia classica em coluna de silica-gel, apesar das desvantagens

em relacdo a coluna dry flash, mostrou-se necessaria e eficiente para isolar os

34




bufadienolideos 62, 63 e R.sch 7 que apresentaram fatores de retencao (Rf) muito
proximos. Esta ultima metodologia também foi utilizada para separar o extrato bruto do
veneno de R. schneideri, sob condicbes semelhantes as utilizadas na cromatografia em
coluna dry flash abordada acima, resultando no isolamento dos compostos 19 a 23.

Caracterizacao espectroscopica dos compostos naturais

Como observado na secdo Parte Experimental, técnicas espectroscépicas de
Ressonancia Magnética Nuclear 'H e '*C, unidimensionais e bidimensionais, e de
espectrometria de infravermelho foram utilizadas para a determinacédo estrutural dos
compostos isolados e dos derivados obtidos. Os deslocamentos quimicos de RMN 'H e
8C dos compostos naturais 19 a 23, 62 e 63 foram confirmados por experimentos
COSY, HMBC, HMQC APT e DEPT. Os dados espectrais destes compostos estdo de
acordo com registros previamente reportados.”*®" Os espectros de RMN 'H, RMN '3C,
COSY, HMQC e HMBC e infravermelho dos constituintes isolados do veneno do animal
em estudo s&o mostrados nos Anexos 1 a 41 (Paginas 87-127).

De forma geral, os espectros de RMN "H dos bufadienolideos isolados do veneno
de R. Schneideri apresentaram dois singletos com valores que variam entre § 0,56 e
1,03, referentes aos grupos de metilas angulares localizados nas posicoes 18 e 19 do
esqueleto esteroidal. Os anéis a-pirona dos bufadienolideos foram reconhecidos por
um dubleto com 67,2 (H-21), um dubleto com 66,3 (H-23) e um duplo dubleto com &
7,8 (H-22). Os hidrogénios carbindlicos (H-3a) apresentaram-se como multipletos com
deslocamentos quimicos entre 0 4,1-4,2. Sinais tipicos em forma de singletos com ¢
3,51 (20) e 3,53 (62) correspondem ao H-15a do grupo oxirano. Os H-17a dos
compostos 20 a 23, 63 e R.sch 7 apresentaram deslocamentos quimicos entre 62,46 e
2,61. A Figura 13 apresenta um exemplo ilustrativo de um espectro de RMN 'H de um
bufadienolideo, onde a marinobufagina (20) foi utilizada como modelo. Devido a

existéncia do grupo epodxido entre nas posicoes C-20 e C-21, o composto 62

® a) Verpoorte, R.; Phan, Q. K.; Svendsen, A. B. J. Nat. Prod., 1980, 43, 347; b) Della Greca, M.;
Monaco, P.; Previtera, L. J. Nat. Prod., 1990, 53, 1430; c) Akizawa, T.; Mukai, T.; Matsukawa, M.;
Yoshioka, M.; Morris, J. F.; Butler-Jr, V. P. Chem Pharm Bull., 1994, 42, 754; d) Kamano, Y.; Nogawa,
T.; Yamashita, A.; Hayashi, M.; Inoue, M.; Drasar, P.; Pettit, G. R. J. Nat. Prod., 2002, 65, 1001; e)
Komiyama, Y.; Dong, X. H.; Nishimura, N.; Masaki, H.; Yoshica, M.; Masuda, M.; Takahashi, H. Clin.
Biochem., 2005, 38, 36; f) Tempone, A. G.; Pimenta, D. C.; Lebrun, I.; Sartorelli, P.; Taniwaki, N. N.; de
Andrade-Jr, H. F.; Antoniazzi, M. M.; Jared, C. Toxicon, 2008, 52, 13.
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apresentou um singleto & & 5,29 referente ao H-21.”® Helebrigenina (23) mostrou um
singleto a ¢ 10,06, relacionado a um hidrogénio do grupo aldeido na posicdo C-19
deste composto. A presencga de dubletos em 64,25 e 3,55 (63) e 04,23 e 3,81 (R.sch
7), sugeriram a existéncia de dois hidrogénios diasterotdpicos tipicos de
bufadienolideos hidroxilados em C-19. Na Tabela 2 sdo apresentados 0s principais
deslocamentos quimicos de RMN 'H dos compostos isolados, mostrando os diferentes
valores nos sinais dos hidrogénios em razdo dos grupos funcionais que caracterizam
cada composto.

Os espectros de RMN C dos compostos de 20 a 23, 62, 63 e R.sch 7
apresentaram os sinais dos 19 carbonos do esqueleto esteroidal e dos 5 carbonos do
anel lacténico. No geral, sinais em torno de ¢ 69,0 (C-3) e 79,0 (C-5) e 86,0 (C-14)
caracterizam a presenca de hidroxilas nas posicdes indicadas, exceto para bufalina
(22) que, devido a presenca de hidrogénio apenas, apresentou um valor § 35,9 para C-
5. Sinais tipicos a d 59,7 e 59,8 correspondem ao hidrogénio em C-15 para os
compostos 20 e 62, respectivamente. No composto 62, os sinais de C-20 e C-21
apresentaram valores o de 56,4 e 84,5, respectivamente, devido a presenca do grupo
oxirano nestas posi¢ées. Um sinal no espectro de RMN '*C a §69,4 parecem indicar a
presenca de uma hidroxila ligada a um grupo metileno no composto R.sch 7, podendo
se tratar de um derivado hidroxilado de 63. Andlises espectroscopicas adicionais estao
em curso para a identificacdo deste Ultimo. Um espectro de RMN '*C da
marinobufagina (20) foi utilizado como modelo para ilustrar os padrdoes espectrais de
um bufadienolideo tipico. Como esperado, o espectro de RMN "*C do composto 19 (B-
sitosterol) apresentou 29 sinais e o espectro de RMN 'H evidenciou dois singletos a &
1,00 (19-CHj3), 0,67 (18-CHj3), um dubleto a ¢ 5,34 referente ao hidrogénio vinilico em
C-6 além de um multipleto entre & 3,48-3,57 correspondente ao hidrogénio carbindlico
em C-3. A auséncia de sinais referentes aos hidrogénios tipicos de anéis lactdnicos
indicaram se tratar de um esteréide. Os principais deslocamentos quimicos de RMN

3C dos compostos isolados sdo apresentados na Tabela 3.
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Figura 13. Espectro de RMN 'Hda marinobufagina (20) mostrando absorgdes caracteristicas. *“Dados espectrais obtidos de Kamano e colaboradores®®



Tabela 2. Dados de RMN 'H (300 MHz) dos bufadienolideos isolados do veneno de R. Schneideri.*
o [¢] [¢] o

H, R.sch 7
H HO'
3 4,16-4,20 (m) 4,14-4,20 (m) 4,12-4,16 (m) 4,12-4,16 (m) 4,14-4,20 (m) 4,08-4,12 (m) 4,06-4,13(m)
15 3,51 (s) NV# NV# NV* 3,53 (s) NV# NV#
17 2,47,d 2,46, dd 2,47, dd 2,54, dd 2,24, dd 2,55, dd 2,61, dd
(10,3) (9,8 ¢6,0) (9,5€¢6,2) (9,5 ¢ 6,6) (6,5 € 2,4) (9,5e6,1) (9,1e6,1)
18-Me 0,78 (s) 0,69 (s) 0,70 (s) 0,68 (s) 0,95 (s) 0,70 (s) 0,74 (s)
19-Me 0,98 (s) 0,92 (s) 0,95 (s) 10,06 (s, CHO) 1,00 (s) 3,55,d (11,2) 3,81,d (11,0)
4,25.d (11,2) 4,23,d (11,0)
21 7,24,d 7,25,d 7,24,d 7,42, d 5,29,d 7,42, d 7,44, d
(2,6) (2,5) (2.,6) (2,4) (0,9 (2,5) (2,4)
22 7,78, dd 7,83, dd 7,86, dd 7,98, dd 7,91, dd 7,98, dd 7,94, dd
(9,8 € 2,6)) (9,7 € 2,6) (9,7 € 2,6)) (9,7 € 2,6) (10,3 0,9) (9,7 € 2,6) (9,8 e2,5)
23 6,25, d 6,25, d 6,27,d 6,27, d 6,03, d 6,28, d 6,28, d
(9,8) 9,7) 9,7) 9,7) (10,3) 9,7) 9,7

*Dados de deslocamentos quimicos, a, em ppm; multiplicidade e constante de acoplamento (J, em Hz). Solventes utilizados: CDCl; (compostos 20 a 22 e 62), DMSO.ds

gcompostos 23,63 e R.sch 7).

NV = N&o visualizado (sobreposicao de sinais).
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Figura 14. Espectro de RMN 3C da marinobufagina (20) com absorc¢des caracteristicas (*Dados espectrais referenciados de Kamano e colaboradores).
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN '®C (75 Hz) dos compostos naturais isolados do veneno de R. Schneideri.*
o] [e]

o

o]

R.sch 7
C
3 69,0
5 74,5 74,7 35,9 75,8 74,5 78,8 78,7
10 40,8 40,6 35,6 56,2 40,8 43,6 44,7
14 74,6 85,2 85,4 85,6 75,1 86,1 85,4
15 59,7 32,6 32,7 32,3 59,8 32,8 33,0
16 32,2 28,6 28,7 29,7 32,2 29,7 29,7
17 47,5 51,0 51,2 52,0 51,4 52,0 51,8
18-Me 16,7 16,4 16,5 17,1 16,1 17,2 18,4
19-Me 16,7 16,7 23,7 210,1 16,7 65,9 65,8
20 122,1 122,6 122,7 124,9 56,4 124,9 124.,4
21 149,5 148,5 149,5 150,5 84,5 150,5 150,6
22 147,0 146,8 146,9 68,0 147 1 149,3 149,1
23 115,2 115,3 115,2 75,8 121,4 115,5 115,5
24 162,0 162,5 162,5 56,2 159,8 164,8 164,7

*Dados de deslocamentos quimicos, 8, em ppm. Solventes utilizados: CDCl; (compostos 20 a 22 e 62), DMSO.ds (compostos 23, 63 e R.sch 7).



Modificacées quimicas dos bufadienolideos e caracterizacdo espectroscopica
dos derivados

As modificagdes quimicas nos compostos isolados do veneno de R. schneideri
foram realizadas para obtencdo de derivados, com objetivo de analisar
comparativamente os efeitos destes sobre os sistemas biol6gicos. Até o presente
momento, foram realizadas as seguintes modificacées: a) protecdo dos grupos
hidroxilas secundarios dos compostos 20 a 22 e 62; b) protecdo dos grupos hidroxilas
terciarios dos compostos 20 a 22; c) formacado de epdxido no anel lactbnico dos
compostos 20 a 22, d) formilagdo e a oxidagdo da 34-OH marinobufagina (20).
Adicionalmente, foram realizadas a abertura do anel 144,154-ep6xido do composto 20.
Nas proximas secbes serdo discutidos os efeitos produzidos por alguns derivados
sobre o crescimento de células tumorais e sobre a enzima transmembrana Na*/K"-
APTase.

Os grupos 34-OH de bufadienolideos sdao comumente derivatizados com um
grupo acetila no decorrer de uma rota sintética para protegé-los de reacées colaterais
sobre os mesmos. Como visto na parte introdutéria, a substituicdo de grupos hidroxilas
de bufadienolideos por grupos acetilas provoca alteracbes no perfil bioldégico desta
classe de compostos, incluindo os efeitos tdxicos. Como possiveis farmacoforos, os
grupos hidroxilas de bufadienolideos podem ser protegidos com grupos acetila que
podem modificar o perfil farmacolégico dos derivados. Com base nessas premissas, 0s
compostos 20, 21, 22 e 62 foram tratados com anidrido acético em piridina, resultando
na formacao dos compostos 64, 65, 66 e 67, respectivamente, todos com rendimentos
superiores a 90% (Esquema 6). A Tabela 4 agrupa os dados analiticos destes

compostos.

Tabela 4. Derivados monoacetilados 64 a 67¢e dados analiticos experimentais.

Compostos Dados analiticos
Rendimento (%)? Ry Pontos de fusao (°C)
Experimental Literatura
64 95 0,40 178-183 198-216°™
65 96 0,21 246-250 261-266°
66 94 0,57 230-236 226-236°
67 94 0,49 148-151 -

0 rendimento dos compostos referem-se ao procedimento de acetilagio.

®Fatores de retencéo (Ry) obtidos através de CCD em placas de aluminio (silica-gel 60, 0.2 mm, UVzs4), eluidos
com hexano-acetato de etila 1:9 (v:v).

°Dados coletados da base de dados SciFinder Scholar 2007.
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Como nos precursores, os espectros de RMN 'H e '°C dos compostos acetilados
64 a 67 apresentaram valores semelhantes para os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos. Porém, os deslocamentos quimicos dos grupos carbindlicos
(H-3a) foram registrados como multipletos a ¢ 5,22-5,29, 5,23-5,27, 5,05-5,10 e 5,20-
5,26 para os compostos acetilados 64, 65, 66 e 67, respectivamente, devido a
presenca do grupo acetil, os quais também mostraram sinais adicionais com valores a
02,07 (64), 2,09 (65 e 67) e 2,05 (66). A titulo de ilustracdo, a Figura 15 mostra a
expansao dos sinais dos hidrogénios do grupo acetil (singleto, 62,07) e carbondlico em
C-3 (multipleto, & 5,22-5,29) observados para a marinobufagina acetato (64),
comparando com o sinal do hidrogénio carbindlico (multipleto, 4,16-4,20) observado
para marinobufagina (20). Os demais derivados monoacetilados apresentaram o
mesmo comportamento em relagao aos seus precursores.

Nos espectros de RMN 'C dos compostos 64 a 67, devido & presenca do grupo
acetila, os valores dos deslocamentos quimicos de C-3, mostraram valores em torno de
0 71,0. Para o grupo acetila foram observados dois sinais em torno de 6 169,0 e 21,0,
correspondentes as porcdes acila e metila, respectivamente. A Tabela 5 mostra os
deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos que evidenciam a formacao dos
compostos monoacetilados acima. Os espectros de RMN 'H, '3C e infravermelho dos
derivados monoacetilados em estudo sdo mostrados nos Anexos 42 a 53 (Paginas 128
- 139).

Tabela 5. Dados de RMN 'H (300 MHz) e "°C (75 MHz) dos compostos monoacetilados.
i i [

N/ N/

Nucleo )CLO ‘e OH )‘LO ‘e oH

65° 66°
H oem ppm (multiplicidade)
3a 5,22-5,29 (m) 5,23-5,27 (m) 5,05-5,10 (m) 5,20-5,26 (m)
COCH; 2,07 (s) 2,09 (s) 2,05 (s) 2,09 (s)
C
3 71,0 71,2 70,3 711
COCH; 169,2 169,4 170,7 169,4
COCH; 21,1 21,5 215 20,8

*Dados de deslocamentos quimicos, &, em ppm. Solvente utilizado: CDCls
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Figura 15. Ampliagdo dos espectros de RMN 'H (300 MHz, CDCls), comparando os sinais dos
hidrogénios carbindlicos da marinobufagina (20, A) e marinobufagina 3-acetato (64, B) e mostrando o
sinal dos hidrogénios da metila do grupo acetato em 64 (C).

Como observado no Esquema 6, adicionalmente, as hidroxilas secundarias e
terciarias presentes nos compostos 20 (34-OH e 54-OH), 21 (34-OH, 54-OH e 144-OH)
e 22 (340OH e 1430H) foram acetiladas com anidrido acético em diclorometano,
utilizando perclorato de magnésio [Mg(ClO4)2] como catalisador. Como resultado, a

partir dos compostos 68, 69 e 70 foram produzidos os derivados diacetilados 68 e 70 e
o triacetilado 69.
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Esquema 6. Producéo de derivados poli-acetilados com anidrido acético na presenca de perclorato de
magneésio.

A protecéo de grupos hidroxila com anidrido acético e piridina em bufadienolideos
nao ocorre em hidroxilas terciarias devido ao impedimento estéreo. A acetilacao de
bufadienolideos com perclorato de magnésio apresentou-se como um procedimento
vantajoso em relacdo ao protocolo classico, pois a acetilacdo das hidroxilas
secundarias e terciarias foi realizada em uma etapa Unica. De acordo com relatos da
literatura, a coordenacao do Mg(ClO4). com o anidrido acético leva a um estado de
transicdo de seis membros mais susceptivel ao ataque nucleofilico das hidroxilas
encontradas nos bufadienolideos.”

A Figura 16 mostra as expansdes nas regides onde sao encontrados os sinais
referentes aos grupos acetila dos compostos produzidos. Os espectros de RMN 'H dos
referidos compostos sdo mostrados nos Anexos 54 a 56 (Paginas 140 - 142).

78 Chakraborti, A.S.; Sharma, L.; Gulhane, R.; Shivane. Tetrahedron, 2003, 59, 7661.
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Figura 16. Ampliagdo dos espectros de RMN 'H dos compostos 3,5-diacetato de marinobufagina (68,A),
3,5,14-triacetato de telocinobufagina (69, B) e 3,14-diacetato de bufalina (70, C), mostrando os singletos
referentes aos grupos acetilas.

Paralelamente, foram realizadas reac¢des quimicas visando a formacgéao de epéxido
no anel lacténico dos compostos 20 a 22 para formacgédo dos correspondentes 20,21-
epoxibufadienolideos. Assim, a marinobufagina (20) foi tratada com perdxido de
hidrogénio e Fe(acac); e a mistura reacional foi cromatografada em coluna de silica-

gel, de onde foram isolados os compostos 62 e 71 (Esquema 7).
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Esquema 7. Produgéao de 20,21-epoxibufadienolideos a partir da marinobufagina (20).

O primeiro composto apresentou dados espectrais idénticos aos do bufenolideo
62 isolado do veneno de R. schneideri, confirmando a sua identidade como sendo a
205,21 R-epoxymarinobufagina. Os dados espectrais de obtidos para o composto 71
sugerem tratrar do 20R,21S-epoximarinobufagina. Considerando que o procedimento
usado para epoxidacdo é tipicamente nao estereoseletivo, as evidéncias
espectroscopicas corroboram para elucidacao estrutural do diastereoisdbmero 20R,21S-
epoxymarinobufagina (71). Na Tabela 6 s&do mostrados os valores dos deslocamentos
quimicos RMN "H observados para compostos da série de 20,21-epoxiresibufogenina
(62 e 71), comparados com os dados dos compostos 57 e 58 registrados por Kamano e
colaboradores.*>®

20,21-Epoxibufenolideos foram previamente isolados do Ch’an Su e
apresentaram efeito antagonista para interleucina-6 e perfil citotéxico interessante para
células de leucemia murina e de células tumorais humanas de carcinoma epidemidide
oral, carcinoma de nasofaringe, leucemia mielocitica, pancreas, adenocarcinoma de
mama, glioblastoma de sistema nervoso central, pulmao, célon e préstata.>

Conforme descrito no Esquema 8, adicionalmente, foi realizada uma tentativa de
produzir 20,21-epoxibufadienolideos a partir da telocinobufagina (21) e da bufalina (22),
com o tratamento destes compostos com Fe(acac); e peroxido de hidrogénio
(Esquema 9). O produto isolado por cromatografia em coluna de silica-gel da mistura
reacional obtida a partir de 21 encontra-se sob investigacao. A principio, o espectro de
APT do produto indica tratar-se de uma mistura de substéncias, onde se verificou o
desaparecimento dos picos a § 122,6 (C-20) e 148,5 (C-21) caracteristicos da pirona e
aparecimento de sinais com deslocamentos quimicos a J 85,4, 56,9, 147,8, 121,2 e

160,2 que sugerem uma correlacdo com os carbonos 21, 20, 22, 23 e 24 de 20,21-
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epoxibufadienolideos, a semelhanca do ocorrido com a epoxidacao da marinobufagina
(20). Possivelmente, essa mistura de compostos contém 20,21-epoxitelocinobufagina

(72) como uma mistura de diasteroisémeros.

Tabela 6. Dados de RMN 'H comparativos entre os diasteroisémeros 20S,21R-epoxibufadienolideos.
0 em ppm, multiplicidade (J em Hz)

H

62° 71° 57° 58°
3a 4,15-4,20, m 4,09-4,14m 4,13 brt (2,3) 4,13 brt (2,3)
1500 3,54 s 3,47s 3,56 s 3,45s
160 2,26 2H 2,20 2H 2,27 (2H) 2,08 (2H)
18-Me 1,02s 0,95s 1,02 s 1,18 s
19-Me 0,98 s 0,91s 0,99s 1,00 s
21 5,30d (1,2) 5,23d (1,1) 5,30 s 5,40 s
22 7,92d (10,5) 7,85d (10,3) 7,93d (10,5) 7,69 brd (7,3)
23 6,04 d (10,2) 5,97 d (10,3) 6,03d (10,5) 6,06 d (10,1)

Solvente utilizado: CDCls.
®Referéncias espectrais obtidas de Kamano e colaboradores®®

De forma semelhante, o tratamento da bufalina (22) com peréxido de hidrogénio e
Fe(acac)s rendeu uma mistura de compostos. A anélise dos espectros de RMN 'H e
8C dessa mistura identifica presenca da matéria-prima (22) e dos 20,21-
epoxibufadienolideos correspondentes (73), ou seja, sinaisa 67,82 (dd, J=1,0 e 10,2),
6,02 (d, J=10,2) e 5,35 (d, J = 1,0) caracteristicos dos hidrogénios da epdxi-lactona e
sinais a 057 e a 683 e 85 que indicam a presencga do grupo oxirano entre as posicdes
20 e 21. Visando a completa elucidacdo dos produtos dessas reacdes, uma segunda
tentativa para a formacao dos 20,21-epoxibufadienolideos 72 e 73 com padrdao de
pureza adequado para aquisicdo dos espectros estd em curso. Os espectros dos
produtos obtidos nas reacbes de epoxidacdo da marinobufagina (20), telocinobufagina
(21) e da bufalina (22) sao apresentados nos Anexos 57 a 61 (Paginas 143-147).
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Fe(acac)s
D
H202

72 R = OH, 23%
73 R =H, 29%

Esquema 8. Produgéao de 20,21-epoxibufadienolideos e compostos relacionados.

Por meio do tratamento oxidativo da marinobufagina com PCC em diclorometano
anidro (Esquema 9), a 3-oxo-marinobufagina (74) foi preparada com rendimento 69% e
caracterizada por espectroscopia de RMN 'H, 'C e infravermelho (Anexos 62 a 64,
Paginas 148-150). No espectro de RMN 'H observou-se o desaparecimento do
multipleto a §4,16-4,20, referentes ao hidrogénio carbinélico em C-3 da matéria-prima.
O espectro de APT evidenciou um sinal a §210,8 que corresponde ao grupo carbonila

formado na posicao C-3 (Figura 17).

20 74 (69%)

Esquema 9. Formacgao da 3-oxo-marinobufagina (74).
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Figura 17. Sinal correspondente a carbonila da 3-oxo-marinobufagina (74).

A formilacdo da marinobufagina (20) foi realizada por tratamento com &cido

formico para a producao 3-formiato correspondente (75, Esquema 10).

HCOOH

76 R=0OH, 30%
77 R=H, 50%

78 (47%)

Esquema 10. Preparagao de 3-O-formil bufadienolideos.
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No espectro de RMN "H do composto 75 observou-se um multipleto a §5,40-5,42,
identificado como sendo o 3a-H, e um singleto a 8,10 do grupo formila. A formilacao
da telocinobufagina (21), bufalina (22) e da 20S,21R-epoximarinobufagina (62) foi
realizada em condicbes semelhantes as descritas acima, obtendo-se 0s respectivos
compostos formilados 76, 77 e 78. A Tabela 7 mostra os deslocamentos quimicos de
hidrogénios e carbonos que evidenciam a formilacdo dos compostos em estudo e na
Figura 18 encontra-se evidenciado o sinal correspondente ao hidrogénio do grupo
formil no 3-formiato de telocinobufagina (76).

- 8.087

$80 14

8.100 8050
pom (M)

Figura 18. Ampliacdo do sinal correspondente ao hidrogénio do grupo formil na telocinobufagina 3-
formiato (76).

Tabela 7. Dados de RMN 'H dos compostos formilados.

\_/ \_/

: iSsc N Se ot
7 7
oem ppm (multiplicidade)
3a 5,39-5,41 (m) 5,38-5,42 (m) 5,21-5,26 (m) 5,37-5,41 (m)
CHO 8,07 (s) 8,09 (s) 8,06 (s) 8,08 (s)
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Os espectros dos produtos das reagbes de formilacdo sao apresentados nos

Anexos 65 a 68 (Paginas 151-154). Derivados de bufadienolideos naturais ou sintéticos

contendo um grupo formiato com propriedades antitumorais®®

67,68
6

e antagonistas de
interleucina ja foram previamente descritos.

Com o propésito de se investigar a abertura do grupo epdxido entre os carbonos
C-14 e C-15 dos bufadienolideos, marinobufagina (20) foi tratada com acido perclérico
72%, quantidade catalitica, para gerar o composto 79 (14a-H), em maior rendimento,
acompanhado do isdbmero 80 (143-H) e dois outros subprodutos denominados de 81,
82 (Esquema 11). Dados da literatura revelam que os epimeros 14aH-15-oxo- e 14 5H-
15-ox0-isémeros e 14,15a-4lcoois®’ e uma série de bufa-8,20,22-trienolideos’” foram

obtidos por tratamento de bufadienolideos com acido perclérico 72%, catalise acida.

+ 81 + 82

OH

20 79 R = B-H, 39%
80 R =0a-H, 8%

Esquema 11. Abertura de ep6xido na marinobufagina (20) com acido perclérico.

A andlise do espectro de RMN 'H do composto 79 evidencia sinais a & 7,32 (d),
7,26 (dd) e 6,35 (d) referentes aos hidrogénios H-21, H-22 e H-23, um multipleto a ¢
4,14-4,19 corresponde ao hidrogénio carbindlico em C-3, enquanto que os dois
singletos a o 0,96 e 0,64 correspondem as metilas angulares em C-19 e C-18,
respectivamente. Os dados espectrais do composto 79 sao consistentes com o 14a-H-
15-0x0-34,54-dihidroxi-bufa-20,21-dienolideo. Quanto a andlise dos espectros do
composto 80 foram evidenciados sinais a 07,27 (d), 7,20 (dd) e 6,35 (d) referentes aos
hidrogénios H-21, H-22 e H-23, um multipleto entre §4,16-4,20 caracteristico do 3a-H e
dois singletos a ¢ 0,93 e 0,89 correspondentes as metilas angulares em C-19 e C-18.
Esses dados sugerem que o composto 80 é consistente com o 144-H-15-0x0-34,5%

dihidréxi-bufa-20,21-dienolideo. O assinalamento dos carbonos do composto 79 foi

7 Kamano, Y.; Pettir, G. R.; Brown, P.; Inoue, M. Tetrahedron, 1975, 31, 2359.
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realizado tomando como referéncia o assinalamento dos carbonos da marinobufagina
(20). No espectro de APT do composto 79, observou-se a presenga de um sinal a ¢
212,9 referente ao grupo carbonila em C-15, acompanhada da auséncia do sinal a &
59,7 observado em 20. Os carbonos do anel lacténico foram assinalados a 6 161,7 (C-
24), 149,3 (CH-21), 1445 (CH-22), 116,3 (CH-23) e 116,2 (C-20), enquanto que o
carbono C-3 apresentou um sinal a ¢ 68,1. Observou-se também o aparecimento de
um sinal a ¢65,3 que indica a substituicdo do grupo 14-OH pelo 14a-H. O espectro de
RMN 'H dos compostos 81 e 82 evidencia a auséncia dos sinais a & 4,16-4,20
caracteristicos de hidrogénios carbindlicos em C-3, sugerindo a oxidacdo nessa
posicao para gerar um 3-oxo-bufadienolideo, devido as condi¢des reacionais oxidativa
promovida pelo &cido perclérico. A Tabela 8 mostra os deslocamentos quimicos de
hidrogénios carbonos que evidenciam a abertura do grupo ep6xi na marinobufagina
(20). Espectros adicionais de HMQC, HMBC, g-COSY e APT estdo sendo adquiridos
para completa identificacdo dos compostos 81 e 82. Os espectros de RMN 'H dos
derivados 79 a 82 sdo mostrados nos Anexos 69 a 75 (Paginas 155-161).

Tabela 8. Dados de RMN 'H (300 MHz, CDCls3) dos compostos produzidos a partir da abertura
do epdxido na marinobufagina (20).

H
Jdem ppm, multiplicidade (J em Hz)

3o 4,16-4,20, s 4,14-419, s
18-CH; 0,89, s 0,64, s
19-CH; 0,93, s 0,96, s

21 7,27,d (3,0) 7,32, d (2,6)

22 7,20,dd (9,7 e 2,7) 7,26,dd (9,7 e 2,7)

23 6,35, d (9,6) 6,35, d (9,6)

O tratamento da marinobufagina (20) foi realizado com acido acético na presenca
de triéxido de crémio, como previamente observado,**® O resultado foi a produgéo dos
compostos 83, 84 e 85 (Esquema 12).
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+ 84 + 85
HO

20 83 (35%)

Esquema 12. Tratamento da marinobufagina (20) com &cido acético glacial na presenca de Cr,0s.

A andlise do espectro de RMN 'H do composto 83 indica sinais a 47,90, 6,05 e
5,30 correspondentes de hidrogénios H-22, H-23 e H-21 de 20,21-epoxibufenolideos.
Um dubleto a 5,74 sugere a presenca de um hidrogénio vinilico na posicdo C-16.%*
Foi observado a falta do sinal entre §4,16-4,20 referente ao hidrogénio carbindlico 3a-
H, sugerindo sua oxidacdo. Os singletos a ¢ 1,21 e 1,07 referem-se as metilas
angulares 19-CHs e 18-CHj;. Os dados espectrais observados no composto 83 sao
consistentes com o 3-oxo-54-hidréxi-144,154-20,21-diepdxi-bufa-16,22-dienclideo. A
anélise do espectro de RMN 'H dos compostos 84 e 85 foram observados os sinais
caracteristicos do anel lacténico, do hidrogénio H-15 adjacente ao oxirano, porém a
falta do multipleto entre 6 4,16-4,20 referente ao 3a-H sugere a presenca de um grupo
carbonila em C-3. A presenga do sinal a § 5,71 pode indicar um hidrogénio vinilico, o
que nao é observado para o composto 86. Espectros adicionais de HMBC, HMQC e
APT estao sendo adquiridos para a identificacao dos compostos 84 e 85. Os espectros
de RMN 'H dos derivados 83 a 85 sdo mostrados nos Anexos 76 a 78 (Paginas 162-
164).
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3.2. Estudo das atividades bioldgicas de bufadienolideos naturais do
veneno de Rhinella schneideri e seus derivados

Avaliacao da atividade inibitoria de células tumorais

Em colaboracdo com o Laboratério de Oncologia Experimental (LOE-UFC,
Fortaleza,-CE), sitosterol (19), marinobufagina (20), telocinobufagina (21), bufalina (22),
helebrigenina (23), 205,21 R-epoximarinobufagina (62), 19-hidroxitelocinobufagina (63),
marinobufagina 3-acetato (64), telocinobufagina 3-acetato (65), bufalina 3-acetato (66)
e epoximarinobufagina 3-acetato (67) foram avaliados quanto a atividade antitumoral
contras as células MDA-MB435 (mama), HL60 (leucemia), HCT-8 (c6lon) e SF295
(sistema nervoso), atividade citotoxica para linfocitos sanguineos periféricos (PBLs) e
para eritrocitos humanos. As concentracoes inibitérias dos compostos testados para as
células tumorais e para PBLs sdo mostradas na Tabela 9 e 10.

Bufadienolideos originados de secrecbes de anfibios sdo bem definidos quanto
as atividades antitumorais contra diversas linhagens tumorais. A presenca de
compostos antitumorais no veneno do sapo estudado pode estar relacionada com a
sua imunidade inata. As altas concentragdes inibitorias das células tumorais
observadas para os compostos testados podem incentivar estudos mais aprofundados
acerca do mecanismo de agdo antitumoral dos esterdides bem como agregar uma
grande importancia para esses compostos no que se refere ao desenvolvimento de
farmacos a partir de analogos antitumorais. Bufadienolideos e compostos derivados
tém sido objeto de inumeros ensaios biolégicos. Mais expressivamente,
bufadienolideos tém sido avaliados quanto a capacidade de inibir uma variedade de
células tumorais, como observado na parte introdutéria. Adicionalmente, [sitosterol
demonstrou promover apoptose em células de cancer de mama MDA-MB-231.”% A
atividade antitumoral de bufadienolideos pode ser comparada com atividade
semelhante para glicosideos cardiacos e alguns de seus analogos que apresentam
citotoxicidade contra células de adenocarcinoma renal TK-10, adenocarcinoma de

mama MCF-7, melanoma maligno UACC-62 e de leucemia mieloginosa cronica K-562.

8 Awad, A.B.; Chinnam, M.; Fink, C.S.; Bradford, P.G. Phytomedicine, 2007, 14, 747.
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Tabela 9. Atividade citotéxica dos bufadienolideos isolados do veneno do sapo Rhinella schneideri.

Linhagem celular ICs, (uM)

Composto HL-60 HCT-8 SF295 MDA-MB435 PBLs

0,0009 NT 0,0007 0,002 NT

1,70 1,07 1,07 3,52 0,42

0,06 0,06 0,03 0,11 0,05

0,002 0,005 0,002 0,013 0,01

0,05 0,03 0,03 0,16 0,03

0,41 0,77 0,60 1,15 0,37

0,12 1,12 1,31 3,22 NT

63 He(i:brigenol

Doxo 0,04 0,02 0,44 0,88 0,33

NT: Nao testado.
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Tabela 10. Atividade citotéxica dos derivados acetilados.

Linhagem celular ICs, (uM)
Composto HL-60 HCT-8 SF295 MDA-MB435 PBLs

0,23 0,16 0,11 0,86 1,73
0,02 0,04 0,009 0,007 0,02
0,09 0,10 0,06 0,18 0,06
0,11 1,20 1,02 2,94 2,88
67 205,21 R-ep:)';(imarinobufagina
3-acetato
Doxo 0,04 0,02 0,44 0,88 0,33

Registros indicam que as concentracdes citotéxicas dos cardonolideos sao
similares as concentracbes comumente encontradas no plasma de pacientes com
doencgas cardiacas.’®® Adicionalmente, apds estudar o efeito de compostos digitalicos
sobre a enzima Na'/K*ATPase de células tumorais MDA-MB-435s, Kometiani e
colaboradores sugeriram que os digitalicos possuem um grande potencial terapéutico
para o tratamento de cancer de mama.”® Devido ao fato que os bufadienolideos séo
semelhantes em estrutura e atividades farmacolégicas aos glicosideos cardiacos
antitumorais, investigacoes a cerca dos mecanismos de acédo citotoxica dos compostos
estudados neste trabalho podem gerar novas perspectivas de conhecimento nessa
area.

A avaliagédo da citotoxicidade dos bufadienolideos e derivados evidenciou que

todos os compostos exibiram uma significante inibicdo do crescimento das células

& a) Lopez-Lazaro, M.; Pastor, N.; Azrak, S.S.; Ayuso, M.J.; Austin, C.A.; Cortes, F. J. Nat. Prod., 2005,
68, 1642; b) Kometiani, P.; Liu, L.; Askari, A. Mol. Pharmacol., 2005, 67, 929;
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tumorais testadas a concentragdes micro-, nano- ou sub-nanomolar (Veja 1Cs, Tabela
10 e 11). No geral, Ssitosterol (19) apresentou a maior atividade inibitéria para as
linhagens celulares testadas. Entre os bufadienolideos naturais, a bufalina (22) mostrou
a maior atividade inibitéria, enquanto que a marinobufagina (20) demonstrou a menor,
porém ainda potente inibicdo do crescimento das linhagens celulares. O composto 63
apresentou concentragdes inibitérias semelhantes as observadas para o composto 20,
exceto para a linhagem HL-60, cujo crescimento foi inibido a concentragdes
submicromolares. Ha uma correlacao entre as estruturas e a poténcia inibitéria dos
compostos naturais. Compostos contendo grupos 144-OH sdo mais ativos que o0s
compostos apresentando o grupo 145,154-epdxido. 19-Hidroxitelocinobufagina (63)
teve a menor citotoxicidade entre os compostos com 143-OH e intensamente inferior
que seu congénere 19-oxo-telocinobufagina (helebrigenina, 23). Adicionalmente, a
presenca do grupo 54-H (composto 22) parece ser um dos pré-requisitos para a sua
potente atividade.

Em relacdo aos seus precursores, a atividade inibitéria da telocinobufagina 3-
acetato (65) decresceu para todas as linhagens celulares testadas. Bufalina 3-acetato
(66) também exibiu atividade reduzida contra as células testadas, exceto para MDA-
MB435. Registros prévios demonstraram que um comportamento similar foi descrito
para helebrigenina 3-acetato, bufalina 3-acetato (66) e resibufogenina 3-acetato.®
Marinobufagina 3-acetato (64) e 20S,21R-epoxymarinobufagina (62) exibiram maior
atividade comparados com a marinobufagina (20). Em relacdo a susceptibilidade das
linhagens celulares aos compostos testados, a linhagem MDA-MB-435 apresentou a
maior resisténcia (3,5 vezes em média, comparando com as outras linhagens celulares.

Os bufadienolideos e seus derivados demonstraram um significante efeito
citotéxico contra os linfocitos periféricos sanglineos (PBLs). Observou-se que o0s
compostos que continham o grupo144-OH foram mais téxicos que aqueles com um
grupo epodxido a C-14 e C-15. Os compostos acetilados 64 a 67 demonstraram menor
atividade inibitéria a PBLs que seus precursores, em particular o epdxido 67 que foi 8
vezes menos toxico. Esses dados sugerem que tanto o grupo acetila e um epdxido
adicional podem desempenhar um papel importante na modulacdo do perfil citotoxico
dos bufadienolideos. De acordo com registros prévios, a presenca do epoxido, grupos

8 Kamano, Y.; Yamashita, A.; Nogawa, T.; Morita, H.; T, K.; ltokawa, H.; Segawa, T.; Yukita, A.; Saito,
K.; Katsuyama, M.; Pettit G. R. J. Med. Chem., 2002, 45, 5440; Wu, P.-L.; Hsu, Y.-L.; Wu, T.-S;
Bastow, K. F.; Lee, K.-H. Org. Lett., 2006, 8, 5207.
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3f-acetato e abertura do anel lacténico diminuiu os efeitos téxicos dos bufadienolideos,
mantendo as suas propriedades inibitérias contra células tumorais.”

Para verificar se as substancias inibiam o crescimento das células através do
rompimento de membrana plasmatica, os compostos 19 a 23, 62 e 64 a 67 foram
testados quanto a sua habilidade para induzir lise em membrana de eritrocitos de
camundongos. Como nenhum deles exibiu atividade hemolitica, assumiu-se que o
mecanismo de acao envolvido com o perfil citotoxico dos compostos testados nédo se
procedia através do rompimento membrana. A avaliagdo da atividade homolitica dos
compostos acima contra eritrécitos humanos sera realizada no devido curso.

Estudos preliminares acerca da viabilidade celular e inducdo de apoptose
provocada pela helebrigenina (23) foram realizados, mostrando que o composto exibiu
alta citotoxicidade contra a linhagem tumoral HL-60, sem dano ao DNA. Além disso,
analises morfolégicas das células tratadas com o composto mostraram uma diminuicao
na viabilidade celular, tais como volume reduzido, cromatina condensada,
fragmentacdo nuclear e aparéncia de corpos apoptéticos. A producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nao foi observada apds tratamento das células com 23, nao
relacionando a citotoxicidade do composto com danos oxidativos. Esses fatos sugerem
que helebrigenina apresenta um promissor potencial antitumoral, merecendo
investigagbes mais aprofundadas.

A avaliacao da citotoxicidade dos compostos 19 a 23, 62 e 64 a 67 para linhagens
de células tumorais foi divulgada em periédico indexado pela CAPES e congressos
nacionais e internacionais.®' Esforcos para expandir os estudos sobre os mecanismos
de inibicdo de crescimento para esses compostos contra as células tumorais MDA-
MB435 (melanoma), HCT-8 (colo), HL-60 (leucemia) e SF-295 (glioblastoma) estdo em

Ccurso.

8 Cunha-Filho, G.A.; Resck, I. S.; Cavalcante, B. C.; Pessoa, C. O.; Moraes, M. O.; Ferreira, J. R. O.;
Rodrigues, F. A. R.; Santos, M. L. Toxicon, 2010, doi:10.1016/j.toxicon.2010.03.021; Cunha-Filho, G.
S. A.; Moraes, M. O.; Pessoa, C. O.; Costa-Lotufo, I.; Cavalcanti, B. C.; Resck, I. S.; Santos, M. L. In:
6th International Congress of Pharmaceutical Science, 2007, Ribeirdo Preto-SP; Soares, B. M.
Rodrigues, F. A. R.; Cavalcanti, B. C.; Cunha-Filho, G. S. A.; Resck, I. S.; Santos, M. L.; Costa-Lotufo,
I. V.; Moraes, M. O.; Pessoa, C. O. In: 7th International Congress of Pharmaceutical Science, 2009,
Ribeirdo Preto-SP; Cunha-Filho, G. A.; Cavalcanti, B. C.; Ferreira, J R. O.; Resck, I. S.; Moraes, M. O.;
Pessoa, C. O.; Rodrigues, F. A. R.; dos Santos, M. L. In: 322 Reunido Anual da SBQ, 2009, Fortaleza-
CE;
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Avaliacao da atividade inibitoria de isoformas da Na*/K*-APTase

Em colaboracdo com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Francois Noel e Prof. Dr.
Luis Eduardo Quintas (Laboratério de Farmacologia Bioquimica e Molecular, ICB-CCS-
UFRJ, Rio de Janeiro-RJ), marinobufagina (20), telocinobufagina (21), bufalina (22),
205,21 R-epoximarinobufagina (62), marinobufagina 3-acetato (64) e 205,21R-
epoximarinobufagina 3-acetato (67) foram avaliados quanto a inibicdo de diferentes
isoformas da Na*/K*-APTase.

Os compostos 20, 21 e 22 foram submetidos a avaliacdo farmacolégica em
preparacao purificada de hemisférios cerebrais (HC) de rato, de acordo com Noél e
Goldfraind,® utilizando como controle positivo a ouabaina. Os resultados indicaram que
a bufalina e a telocinobufagina possuem maior afinidade a enzima Na*/K*-ATPase do
que a marinobufagina. Isso pode indicar uma maior seletividade da telocinobufagina e
da bufalina para as isoformas oo € az encontradas nos hemisférios cerebrais de rato.
Adicionalmente, os mesmos compostos foram analisados quanto a habilidade de
estimular uma nova via de transducéao de sinais (Na*/K*-ATPase-Src-EGFR-Ras-ERK),
comparando com a atividade inibitéria dos compostos na Na'/K*-ATPase. Como
resultado, telocinobufagina e bufalina apresentaram, em relagdo a marinobufagina,
maior habilidade de ativar a via de transdugcdo de sinais em concentracbes menores
aquelas necessarias para inibir a Na*/K*-ATpase. A avaliagdo da atividade inibitoria da
enzima Na'/K*-ATPase pelos compostos 62, 64 a 67 estdo em curso. Porém,
resultados preliminares ja indicam que, a presenga do segundo grupo epoxido na
posicdo C-20,21 no composto 62 reduziu a poténcia em relacdo a 20 para o rim
humano e HC de rato. Em contra partida, a presenca do grupo acetéxi no derivado
acetilado de 62 (composto 67) diminui a atividade inibitéria em relacdo ao seu
precursor para ambos os modelos farmacol6gicos ensaiados. Os dados dos ensaios de
inibicdo de diferentes isoformas da Na*/K*-APTase encontram-se registrados na Tabela
11.

8 Noel, F.; Godfraind, T. Biochem. Pharmacol., 1984, 33, 47.
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Tabela 11. Poténcia inibitéria dos bufadienolideos sobre a atividade NKA
de diferentes tecidos.

Linhagem celular ICs, (M)

Composto Rim de rato Hemisfério cerebral Rim humano
de rato

>100 0,85 0,75

26 0,037 0,045

64 0,056 0,030

9,63 8,95

1,36 0,84

1,56 1,57

67 205,21 Fi—ep(:)limarinobufagina
3-acetato

0,034 0,068

Ouabaina

Marinobufagina (20) e telocinobufagina (21) foram avaliados quanto a capacidade
de interagirem sinergicamente com os glicosideos cardiacos ouabaina e digoxina na
inibicdo da Na'/K'-ATPase de hemisfério cerebral humano, que contém
predominantemente a isoforma a1p1. Como resultado, foi observado um efeito aditivo
na inibicdo na isoforma em questao, levantando a hipétese do efeito sinérgico entre

glicosideos cardiacos e bufadienolideos enddgenos ou durante o tratamento de falha
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cardiaca (Tabela 12). Estes resultados foram divulgados em periédico indexado pela
CAPES e congressos hacionais e internacionais.®

Tabela 12. Avaliagao da atividade inibitéria de diferentes glicosideos cardiacos em combinagédo com
bufadienolideos contra Na*/K*-ATPase de rim humano.

ICs (NM)
Compostos Experimental Tedrico
Marinobufagina (20) 1144 + 160 -
Telocinobufagina (21) 442 + 4,3 -
Ouabaina (28) 63,4 +2,9 -
Digoxina (29) 289 + 23 -
28 + 29 172 + 45 171 +2
20 + 29 425 + 37 425 + 37
21 +29 117 +9 100 + 0,1

Fazendo um comparativo entre a atividade citotdxica para as células tumorais e as
atividades inibitérias contra as isoformas de Na'/K*-ATPase dos compostos testados,
os bufadienolideos e derivados acetilados com grupos epéxidos (compostos 20, 62, 64
e 67) apresentaram um interessante perfil farmacolégico. Observou-se que 205,21 R-
epoximarinobufagina (62), marinobufagina  acetato (64) e 20S5,21R-
epoximarinobufagina acetato (67) apresentaram maior poténcia citotéxica para as
células tumorais testadas, em relacdo a marinobufagina (20). Por outro lado, os
mesmos compostos (62, 64 e 67) apresentaram menor poténcia de inibicdo da Na'/K*-
ATPase, em relacdo a marinobufagina, tanto para as isoformas de hemisfério cerebral
de rato quanto para as isoformas de rim humano. Estes dados preliminares mostraram
que os derivados acetilados e o 20,21-ep6xido da marinobufagina apresentaram um
perfil farmacol6gico melhorado quanto ao perfil citotéxico para células utilizadas. Para a
comprovacao destes resultados, estudos de relacdo estrutura atividade (SAR) serado

realizados no devido curso.

8 Touza N. A Pocas, E. S.; Quintas, L. E. M.; Cunha Filho, G. A.; dos Santos, M. L.; Noel, F. Inhibitory
effect of combinations of digoxin and endogenous cardiotonic steroids on human kidney Na'/K*-
ATPase. Life Sciences, submetido em 05/05/2010; Cunha Filho, G. A.; Quintas, L. E. M.; Noel, F;
Touza N. A.; Schwartz, E. F.; Resck, |. S.; dos Santos, M. L. In: 322 Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, 2009, Fortaleza; Touza N. A.; Pogas, E. S.; Quintas, L. E. M.; Cunha Filho, G.
A.; dos Santos, M. L.; Noel, F. In: 412 Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica
Experimental, 2009, Ribeirdo Preto-SP; Amaral, L. S.; Figueira, R.; Bezerra, M. A.; Loureiro-Tomaz, E.;
Cunha Filho, G. A.; dos Santos, M. L.; Noel, F; Quintas, L. E. M. In: 41° Congresso Brasileiro de
Farmacologia e Terapéutica Experimental, 2009, Ribeirdo Preto-SP.
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5. CONCLUSOES

A presente tese versou sobre a importancia dos anfibios no cendrio da Quimica
dos Produtos Naturais no Brasil, em especial quanto ao estudo da composicao
esteroidal do veneno do sapo Rhinella Schneideri. Os principais esterdides
encontrados no animal em estudo sdo os bufadienolideos, uma classe de compostos
conhecida pela atividade biol6gica semelhante aos glicosideos cardioténicos, os quais
sdo inibidores especificos da enzima transmembrana Na*/K*-ATPase. O objetivo de
estudar bufadienolideos do veneno de Rhinella schneideri e o aproveitamento destes
compostos para a obtencao de uma série de derivados com atividades antitumorais foi

atingido, como observado nos itens abaixo:

+ foram isolados os seguintes componentes do veneno de R. schneideri: (-
sitosterol (19), marinobufagina (20), telocinobufagina (21), bufalina (22),
helebrigenina (23), 205,21 R-epoximarinobufagina (62) e helebrigenol (63) e a
partir destes foram produzidos e caracterizados derivados monoacetilados,
poliacetilados, 20,21-epoxibufadienolideos, 3- e 15-oxo-bufadienolideos e 3-O-
formiatos de bufadienolideos, muitos deles possivelmente nao registrados na

literatura, de acordo com as bases consultadas (Quadro 1);

» 0s procedimentos usados nas modificagcbes quimicas mostraram-se bastante
eficientes. Comparado a acetilacdo classica, a utilizacdo de perclorato de
magnésio para a catalise protecao de hidroxilas secundarias e terciarias provou
ser um método alternativo para obtencdo de diferentes padrées de
bufadienolideos acetilados, o que permitira a avaliagdo das atividades biolégicas
entre bufadienolideos mono-, poliacetilados e seus precursores;

e 0 assinalamento espectroscopico dos precursores, subprodutos e produtos
principais envolvidos neste trabalho sera de suma importancia para estudiosos
no campo da quimica de produtos naturais e quimica semi-sintéticas relacionada

aos bufadienolideos;
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Quadro 1. Compostos isolados do veneno de R. schneideri (19 a 23, 62 e 63) e derivados produzidos (64 a 83).
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* 0s compostos naturais e seus derivados exibiram potente atividade antitumoral
para as linhagens de células tumorais MDA-MB435 (mama), HL60 (leucemia),
HCT-8 (cblon) e SF295 (sistema nervoso). Os compostos monoacetilados 3-
acetato de marinobufagina (64), 3-acetato de telocinobufagina (65), 3-acetato de
bufalina (66) e 3-acetato de 20S,21R-epoximarinobufagina (67) também
demonstraram potente atividade inibitoria de crescimento das mesmas linhagens
celulares. A acetilacdo e a epoxidacdo da marinobufagina (20) modificaram o
perfil antitumoral desta, onde estes derivados apresentaram maior citotoxicidade

contra as linhagens de células tumorais;

* 0s ensaios de inibicao de Na+/K+-ATPase demonstraram que telocinobufagina
(21) e bufalina (22) exibiram maior poténcia inibitéria que marinobufagina (20),
representando um grande potencial para novos estudos quanto a atividade
inibitéria para diferentes isoformas da enzima. Os compostos 20 e 21
demonstraram efeito aditivo para a inibicdo da referida enzima, quando
preparados em combinagcdo com os glicosideos cardiacos ouabaina (28) e
digoxina (29). A interagdo dos bufadienolideos com a Na+/K+-ATPase mostra a
importancia desses compostos como ferramentas para estudos fisiol6gicos e
patofisiol6gicos dos sistemas cardiovascular, nervoso e endocrino. Ainda como
inibidores da referida enzima, os bufadienolideos podem contribuir como
protétipos para o desenvolvimento de farmacos contra inumeras linhagens de
células tumorais ja que estes compostos tém a habilidade de promover apoptose

celular.

Do ponto de vista de producao de materiais bibliografico, a partir desses estudos
foram gerados os seguintes resultados: uma publicacdo em periédico internacional,
sete comunica¢cdes em congressos € um artigo foi submetido para publicagdo em
periddico internacional. Um novo artigo abordando os estudos espectroscépicos dos
derivados de bufadienolideos produzidos e a avaliacdo das atividades citotéxicas para
células tumorais serd submetido para publicagao.
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6. PERSPECTIVAS

Tendo em vista o seguimento dos estudos dos bufadienolideos isolados do

veneno de R. schneideri e dos derivados produzidos, as seguintes etapas serao

realizadas:

e clivagens oxidativas na marinobufagina (20), telocinobufagina (21) e seus

derivados acetilados, via procedimento classico de ozondlise, seguida de

tratamento oxidativo ou redutivo para producado de intermediarios carbonilados

88, 89, 90 e 91. Estes ultimos serdo submetidos a condicdes acidas ou basicas

para formacao das lactonas correspondentes 92 a 97 (Esquema 13).

o\ o
CHO Vi
MeOH
—
TsOH o)
OH o
90 R=H
88 R=H 91 R=COCHj,4
89 R=COCH,
21: R=H
64: R=COCHj 1. 04
2. Kl, AcOH
o)
COLH
—_—
© 94 R=H 96 R=H
20 R=H 92 R=H 95 R=COCHjs 97 R=COCH;
64 R=COCH, 93 R=COCH,
1. 08

2. HCOH, Hy0,

Esquema 13. Clivagem oxidativa do anel a-pirona e latinizagao nos bufadienolideo 20 e 21.

« analises adicionais de espectroscopia de ressondncia magnética nuclear e

infravermelho para a caracterizagao dos derivados ainda néo identificados.
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» avaliagdo das atividades inibitéria de crescimento de células tumorais e de
diferentes isoformas da enzima Na+/K+-ATPase para os derivados produzidos e

ainda nao testados.

Os resultados promissores obtidos com a espécie R. schneideri e o interesse
crescente nesse campo de pesquisa tendem a estimular o estudo do perfil
cromatografico de bufadienolideos de 19 espécies de sapos bufonideos visando o
estabelecimento de implicacdes filogenéticas e, posteriormente, estudo quimico e

farmacolégico dos seus constituintes.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

Extracdo e processamento do veneno

A secrecdo das glandulas parotéides (extrato cru) foi obtida de 360 espécimes de R.
schneideri (sapo cururu) capturados em Brasilia, Distrito Federal e Bacabal, Maranhao.
Apés a extracao do veneno, os animais foram soltos no local de captura. O veneno foi
obtido por pressdao manual, coletado em placas de Petri (Fluxograma 1, pagina 32).
Apés desidratado em dissecador sob vacuo, o veneno seco (95,10 g) foi pulverizado
massa, extraido com acetato de etila por trés vezes (300 mL), com intervalos de uma
semana, e concentrado em rotaevaporador sob vacuo fornecendo um residuo marrom

e amorfo (9,0 g).

Isolamento dos compostos

Aliquotas com cerca de 1,2 g do extrato foram fracionadas por cromatografia em coluna
dry-flash utilizando éxido de alumina neutro (70 g, 230 mesh, Merck, & 15 cm x 3.3
cm). A coluna foi eluida com um gradiente de solvente constituido de hexano e acetato
de etila, variando-se a concentragdo de acetato de etila em 5%. Fragbes de 20 mL
foram coletadas e monitoradas por CCD em placas pré-fabricadas de silica-gel Merck
(F254/0,2 mm x 2,5 cm x 5,0 cm), eluidas com hexano — acetato de etila 3:7 e reveladas
com uma solugao vanilina sulfarica a 3% ou solucdo aquosa de permaganato de
potassio 2%, sob aquecimento. Algumas fragcdes que continham mais de um composto
foram combinadas, concentradas e o residuo foi submetido a uma segunda separacao
por cromatografia em coluna dry-flash com silica gel 60 (26g, 230 - 400 Mesh, Merck,
@15 cm x 3.3 cm).

Caracterizacdao dos compostos naturais

As amostras foram analisadas por cromatografia em camada delgada em placas pré-
fabricadas de silica-gel Merck (F254/0,2 mm x 2,5 cm x 5,0 cm), eluidas com hexano —
acetato de etila 3:7 e reveladas com uma solucao vanilina sulfurica a 3% ou solucao
aquosa de permaganato de potassio 2%, sob aquecimento. Os pontos de Fusdo foram

determinados no bloco de Koéfler e apresentados sem correcdo. Os espectros de
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infravermelho (1V) foram registrados em um espectréometro Bomem Hartmann & Braun
(MB — 100), utilizando pastilhas de Kbr, com valores expressos em cm™. Os
experimentos de RMN de 'H e '3C foram registrados em um espectrémetro Mercury
plus Varian (7.05 T), usando CDCI3 ou DMSO.ds como solventes de dissolu¢do das
amostras e TMS como referéncia. Os deslocamentos quimicos (d) de 'H e '*C foram
registrados em partes por milhdo (ppm) relativos ao TMS. Os deslocamentos quimicos
de carbono e hidrogénio dos compostos isolados e dos derivados obtidos foram
confirmados por experimentos de HMQC, HMBC, COSY, DEPT e APT.

S-Sitosterol (19). Rs= 0,64 (hexano-acetato, 1:9, viv); p.f.: 142-144; FT-IV (KBr, vmax cm’
'): 3745, 1635, 1465, 1377, 1056; RMN 'H (300 MHz, CDCls, §em ppm): 5,34 (1H, d, J
= 5,2 Hz, H-6), 3,48-3,57 (1H, m, H-3), 0,92 (3H, dd, J= 6,6 e 2,1 Hz, H-21), 0,87 (3H,
d, J= 1,2 Hz, H-29), 0,80 (3H, d, J = 2,7 Hz, H-26), 1,00 (3H, s, 19-CHj3), 0,67 (3H, s,
18-CHs); RMN '3C (75,46 MHz, CDCls, § em ppm): 37,2 (C-1), 31,6 (C-2), 71,7 (C-3),
42,2 (C-4), 140,7 (C-5), 121,6 (C-6), 31,9 (C-7), 31,9 (C-8), 50,1 (C-9), 36,5 (C-10),
21,1 (C-11), 39,7 (C-12), 42,3 (C-13), 56,7 (C-14), 24,3 (C-15), 28,2 (C-16), 56,1 (C-
17), 11,8 (C-18), 19,4 (C-19), 36,2 (C-20), 18,8 (C-21), 33,9 (C-22), 26,0 (C-23), 45,8
(C-24), 29,1 (C-25), 19,8 (C-26), 19,0 (C-27), 23,0 (C-28), 11,9 (C-29).

Marinobufagina (20). Rr= 0,21 (hexano-acetato, 1:9, v:v); p.f.: 215-217; FT-IV (KBr, vinax
cm’'): 3326, 1736, 1636, 1540, 1258; RMN 'H (300 MHz, CDCls, § em ppm): 7,78 (1H,
dd, J = 9,8 e 2,6 Hz, H-22), 7,24 (1H, d, J = 2,6 Hz, H-21), 6,25 (1H, d, J = 9,8 Hz, H-
23), 4,16-4,20 (1H, m, H-3), 3,51 (1H, s, H-15), 2,47 (1H, d, J = 10,3 Hz, H-17), 0,98
(3H, s, 19-CHs), 0,78 (3H, s, 18-CHs); RMN '*C (75,46 MHz, CDCls, 6 em ppm): 24,7
(C-1), 27,8 (C-2), 67,8 (C-3), 36,8 (C-4), 74,5 (C-5), 34,4 (C-6), 23,1 (C-7), 32,5 (C-8),
42,6 (C-9), 40,8 (C-10), 21,3 (C-11), 39,3 (C-12), 45,0 (C-13), 74,6 (C-14), 59,7 (C-15),
32,2 (C-16), 47,5 (C-17), 16,7 (C-18), 16,7 (C-10), 122,1 (C-20), 149,5 (C-21), 147,0 (C-
22), 115,2 (C-23), 162,0 (C-24).

Telecinobufagina (21): R; = 0,16 (hexano-acetato, 1:9, v:v); p.f.: 166-170; FT-IV (KBr,
Vmax cm™"): 3438, 1707, 1633, 1540, 1243; RMN 'H (300 MHz, CDCls, § em ppm): 7,83
(1H, dd, J=9,7 e 2,6 Hz, H-22), 7,22 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-21), 6,25 (1H, d, J= 9,7 Hz,
H-23), 4,14-4,20 (1H, m, H-3), 2,46 (1H, dd, J = 9,8, 6,0 Hz, H-17), 0,92 (3H, s, 19-
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CHs), 0,69 (3H, s, 18-CHs); RMN '3C (75,46 MHz, CDCls, § em ppm): 24,8 (C-1), 27,8
(C-2), 68,0 (C-3), 36,8 (C-4), 74,7 (C-5), 35,2 (C-6), 23,7 (C-7), 41,3 (C-8), 39,2 (C-9),
40,6 (C-10), 21,7 (C-11), 40,9 (C-12), 48,2 (C-3), 85,2 (C-14), 32,6 (C-15), 28,6 (C-16),
51,0 (C-17), 16,4 (C-18), 16,7 (C-19), 122,6 (C-20), 148,5 (C-21), 146,8 (C-22), 115,3
(C-23), 162,5 (C-24).

Bufalina (22). R; = 0,37 (hexano-acetato, 1:9, viv); p.f.: 231-234; FT-IV (KBr, vina cm™):
3451, 1723, 1635, 1541, 1244; RMN 'H (300 MHz, CDCls, §em ppm): 7,86 (1H, dd, J =
9,7 e 2,6 Hz, H-22), 7,24 (1H, d, J = 2,6 Hz, H-21), 6,27 (1H, d, J = 9,7 Hz, H-23), 4,12-
4,16 (1H, m, H-3), 2,47 (1H, dd, J= 6,2 ¢ 9,5, H-17), 0,95 (3H, s, 19-CHj), 0,70 (3H, s,
18-CHs); RMN '3C (75,46 MHz, CDCls, 8 em ppm): 29,6 (C-1), 27,8 (C-2), 66,8 (C-3),
33,2 (C-4), 35,9 (C-5), 26,5 (C-6), 21,4 (C-7), 42,3 (C-8), 35,3 (C-9), 35,6 (C-10), 21,4
(C-11), 40,9 (C-12), 48,3 (C-13), 85,4 (C-14), 32,7 (C-15), 28,7 (C-16), 51,2 (C-17),
16,5 (C-18), 23,7 (C-19), 122,7 (C-20), 149,5 (C-21), 146,9 (C-22), 115,2 (C-23), 162,5
(C-24).

Helebrigenina (23). Rs = 0,13 (hexano-acetato, 1:9, v:v); p.f.:154-160; FT-IV (KBr, vmax
cm™): 3439, 1716, 1635, 1543, 1249; RMN 'H (300 MHz, CDCls, §em ppm): 10,06 (1H,
s, 19-CHO), 7,98 (1H, dd, J = 9,7 e 2,6 Hz, H-22), 7,42 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-21), 6,27
(1H, d, J = 9,7 Hz, H-22), 4,12-4,16 (1H, m, H-3), 2,54 (1H, dd, J = 9,5, 6,6 Hz, H-17),
0,68 (3H, s, 18-CHs); RMN '*C (75,46 MHz, CDCl;, § em ppm): 18,5 (C-1), 27,6 (C-2),
68,0 (C-3), 37,4 (C-4), 75,8 (C-5), 38,6 (C-6), 25,2 (C-7), 43,0 (C-8), 40,6 (C-9), 56,2
(C-10), 23,5 (C-11), 41,5 (C-12), 49,5 (C-13), 85,6 (C-14), 32,3 (C-15), 29,7 (C-16),
52,0 (C-17), 17,1 (C-18), 210,1 (C-19), 124,9 (C-20), 150,5 (C-21), 149,3 (C-22), 115,4
(C-23), 164,7 (C-24).

205,21 R-Epoximarinobufagina (62). Rr = 0,27 (hexano-acetato, 1:9, v:v); p.f.: 181-187;
FT-IV (KBr, vmax cm™): 3467, 3430, 1740, 1639, 1534, 1124; RMN 'H (300 MHz, CDCls,
oem ppm): 7,91 (1H, dd, J= 10,3 e 0,9 Hz, H-22), 6,03 (1H, d, J= 10,3 Hz, H-23), 5,29
(1H, d, J= 0,9 Hz, H-21), 4,14-4,20 (1H, m, H-3), 3,53 (1H, s, H-15), 2,26 (2H, J=2,0 e
7,00 Hz, H-16), 1,00 (3H, s, 19-CHs), 0,95 (3H, s, 18-CHs); RMN 'C (75,46 MHz,
CDCl3, 6em ppm): 24,7 (C-1), 27,8 (C-2), 67,9 (C-3), 36,7 (C-4), 74,5 (C-5), 34,4 (C-6),
23,1 (C-7), 32,2 (C-8), 42,5 (C-9), 40,8 (C-10), 20,9 (C-11), 39,6 (C-12), 43,8 (C-13),
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75,1 (C-14), 59,8 (C-15), 32,2 (C-16), 51,4 (C-17), 16,1 (C-18), 16,7 (C-19), 56,4 (C-
20), 84,5 (C-21), 147,1 (C-22), 121,4 (C-23), 159,8 (C-24).

Helebrigenol (63). R;= 0,10 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300 MHz, CDCl;, Sem
ppm): 7,98 (1H, dd, J =9,7 e 2,6 Hz, H-22), 7,42 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-21), 6,28 (1H, d,
J=9,7 Hz, H-23), 4,25 (1H, d, J = 11,2 Hz, H-19), 4,8-4,12 (1H, m, H-3), 3,55 (1H, d, J
= 11,2 Hz, H-19), 2,55 (1H, dd, J = 9,5, e 6,1 Hz, H-17), 0,70 (s, 18-CHs); RMN ™*C
(75,46 MHz, CDCls, § em ppm): 20,1 (C-1), 28,2 (C-2), 68,8 (C-3), 37,9 (C-4), 78,8 (C-
5), 36,7 (C-6), 25,0 (C-7), 41,8 (C-8), 40,1 (C-9), 43,6 (C-10), 23,0 (C-11), 42,1 (C-12),
86,1 (C-14), 32,8 (C-15), 29,7 (C-16), 52,1 (C-17), 17,2 (C-18), 65,9 (C-19), 124,9 (C-
20), 150,5 (C-21), 149,3 (C-22), 115,5 (C-23), 164,8 (C-24).

R.sch 7. R; = 0,08 (hexano-acetato, 1:9, viv); RMN 'H (300 MHz, CDCls, § em ppm):
7,94 (dd, J =9,8 e 2,5 Hz, H-22), 7,44 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-21), 6,28 (d, J = 9.67 Hz, H-
23), 4,23 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-19), 3,81 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-19), 2,61 (1H, dd, J =
9.1 € 6.1 Hz, H-17), 0,74 (s, 18-CH3); RMN '3C (75,46 MHz, CDCls, §em ppm): 24,8 (C-
1), 69,0 (C-3), 38,3 (C-4), 78,7 (C-5), 36,7 (C-6), 24,8 (C-7), 41,2 (C-8), 44,7 (C-10),
21,8 (C-11), 85,4 (C-14), 33,0 (C-15), 29,7 (C-16), 51,8 (C-17), 18,4 (C-18), 65,8 (C-
19), 124,4 (C-20), 150,6 (C-21), 149,1 (C-22), 115,5 (C-23), 164,7 (C-24).

Modificacbes quimicas dos bufadienolideos

As modificacbes compreenderam as seguintes categorias: a) protecdo dos grupos
hidroxilas secundarios dos compostos 20 a 22 e 62; b) protecao dos grupos hidroxilas
terciarios dos compostos 20 a 22; c) abertura do anel 144,154-epdxido do composto 20
e d) formacao de ep6xido no anel lactbnico dos compostos 20 a 22. Adicionalmente,
foram feitas a formilacdo e a oxidagao da 34-OH marinobufagina (20). A caracterizacao
estrutural dos derivados obtidos foi realizada por meio e técnicas espectroscopicas

como relatado na secéo anterior.

Procedimento geral para a obtencao dos bufadienolideos monoacetilados.

Bufadienolideo (0,3-0,1 mmol) foi tratado com anidrido acético (0,6-1,2 mL) e piridina

(0,8-1,6 mL) por 24 horas a temperatura ambiente. A mistura reacional foi vertida em
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agua com gelo e extraida com diclorometano por trés vezes. Os extratos combinados
foram concentrados a um terco do volume e lavados com &cido cloridrico a 5%,
salmoura e secos com Na,SO,. Ap6s evaporacdo do solvente, o residuo foi
recristalizado com acetona e hexano, fornecendo os compostos 64 (95%), 65 (96%), 66
(94%) e 67 (94%).

3-Acetato de marinobufagina (64). R; = 0,40 (hexano-acetato, 1:9, v:v); p.f.: 178-183;
FT-IV (KBr, vmax cm™): 3326, 1736, 1636, 1540, 1258; RMN 'H (300 MHz, CDCls, § em
ppm): 7,78 (1H, dd, J= 9,8 e 2,6 Hz, H-22), 7,24 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-21), 6,25 (1H, d,
J = 9,8 Hz, H-23), 5,22-5,29 (1H, m, H-3), 3,52 (1H, s, H-15), 2,48 (1H, d, J = 10,2 Hz,
H-17), 2.10 (3H, s, 3-COCHs) 0,97 (3H, s, 19-CHs), e 0,71 (3H, s, 18-CH3); RMN '3C
(75,46 MHz, CDCls, 5 em ppm): 24,2 (C-1), 25,1 (C-2), 71,0 (C-3), 34,9 (C-4), 72,9 (C-
5), 33,3 (C-6), 23,0 (C-7), 32,3 (C-8), 42,4 (C-9), 40,6 (C-10), 21,3 (C-11), 39,0 (C-12),
44,8 (C-13), 74,3 (C-14), 59,7 (C-15), 32,0 (C-16), 47,2 (C-17), 16,5 (C-18), 16,6 (C-
19), 121,9 (C-20), 149,4 (C-21), 146,8 (C-22), 115,0 (C-23), 161,8 (C-24), 169,2 (3-
COCHs), 21,1(3-COCHs).

3-Acetato de telocinobufagina (65). Ry = 0,21 (hexano-acetato, 1:9, v:v); p.f.: 246-250;
FT-IV (KBr, vmax cm™): 3451, 1723, 1635, 1541, 1244; RMN 'H (300 MHz, CDCls, §em
ppm): 7.82 (1H, dd, J= 9.7 e 2.6 Hz, H-22), 7.23 (1H, d, J = 2.6 Hz, H-21), 6.27 (3H, d,
J = 9.7 Hz, H-23), 5.23-5.27 (1H, m, H-3), 2.47 (1H, dd, J = 9.6 e 6.3 Hz, H-17), 2.09
(3H. s, 3-COCHa), 0.96 (1H, s, 19-CHg) e 0.70 (3H, s, 18-CH3); RMN *C (75,46 MHz,
CDCl3, Sem ppm): 24,4 (C-1), 25,4 (C-2), 71,2 (C-3), 34,1 (C-4), 73,2 (C-5), 35,1 (C-6),
23,8 (C-7), 41,3 (C-8), 39,2 (C-9), 40,6 (C-10), 21,7 (C-11), 40,8 (C-12), 48,1 (C-13),
85,3 (C-14), 32,7 (C-15), 28,6 (C-16), 51,0 (C-17), 16,4 (C-18), 16,7 (C-19), 122,5 (C-
20), 148,5 (C-21), 146,6 (C-22), 115,4 (C-23), 162,3 (C-24), 169,4 (3-COCHs), 21,5 (3-
COCHG).

3-Acetato de bufalina (66). Rr = 0,57 (hexano-acetato, 1:9, viv); p.f.: 230-236; FT-IV
(KBF, vmax cm™'): 3438, 1707, 1633, 1540, 1243; RMN 'H (300 MHz, CDCls, §em ppm):
7.84 (1H, dd, J=9.7 e 2.6 Hz, H-22), 7.23 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-21), 6.26 (1H, d, J=9.7
Hz, H-23), 5.05-5.10 (1H, m, H-3), 2.46 (1H, dd, J = 9.52 e 6.23 Hz, H-17), 2.05 (3H, s,
3-COCHs), 0.95 (3H, s, 19-CH3) e 0.70 (3H, s, 18-CHg); RMN '°C (75,46 MHz, CDClg, §
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em ppm): 29,7 (C-1), 28,7 (C-2), 70,3 (C-3), 32,7 (C-4), 36,7 (C-5), 26,3 (C-6), 21,4 (C-
7), 42,3 (C-8), 35,1 (C-9), 35,8 (C-10), 21,3 (C-11), 40,8 (C-12), 48,3 (C-13), 85,3 (C-
14), 32,7 (C-15), 28,7 (C-16), 51,2 (C-17), 16,5 (C-18), 23,7 (C-19), 122,6 (C-20), 148,5
(C-21), 146,7 (C-22), 115,3 (C-23), 162,4 (C-24), 170,7 (3-COCHs), 21,5 (3-COCHj).

3-Acetato de 205,21 R-epoximarinobufagina (67). Rr = 0,49 (hexano-acetato, 1:9, v:v);
p.f: 148-151; FT-IV (KB, vmax cm’™"): 3439, 1716, 1635, 1543, 1249; RMN "H (300 MHz,
CDCl3, 6em ppm): 7.91 (1H, dd, J = 10.3 e 1.1 Hz, H-22), 5.30 (1H, d, J = 1.1 Hz, H-
21), 6.08 (1H, d, J = 10.3 Hz, H-23), 5.20-5.26 (1H, m, H-3), 3.55 (1H, s, H-15), 2.25
(2H, J=2.5 e 6.9 Hz, H-17), 2.09 (3H, s, 3-COCHg), 1.03 (3H, s, 19-CH3) e 1.00 (3H, s,
18-CHs); RMN '3C (75,46 MHz, CDCls, 8 em ppm): 24,3 (C-1), 25,2 (C-2), 71,1 (C-3),
35,1 (C-4), 73,0 (C-5), 33,4 (C-6), 23,1 (C-7), 32,1 (C-8), 42,5 (C-9), 40,7 (C-10), 21,4
(C-11), 39,5 (C-12), 43,7 (C-13), 75,0 (C-14), 59,8 (C-15), 32,1 (C-16), 51,4 (C-17),
16,0 (C-18), 16,7 (C-19), 56,4 (C-20), 84,4 (C-21), 147,7 (C-22), 121,4 (C-23), 159,8 (C-
24), 169,4 (3-COCHj), 20,8 (3-COCHs).

Procedimento geral para a obtencao dos bufadienolideos poliacetilados.

Bufadienolideo (cerca de 0,2 mmol), em diclorometano (5 mL), foi tratado com
perclorato de magnésio anidro (0,3 mg, 0,2 mmol%), anidrido acético (1 mL) por duas
horas a temperatura ambiente. A mistura reacional foi extraida com diclorometano,
lavada com salmoura e neutralizada com sulfito de sddio. A fase orgénica foi lavada
novamente com salmoura, seca com sulfato de sbédio e concentrada a pressao
reduzida. O residuo foi cromatografado em coluna dry-flash (silica gel, 230-400 mesh),
resultando na eluicdo dos compostos 68 (54%), 69 (58%) e 70 (85%).

3,5-diacetato Marinobufagina (68). R; = 0,53 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300
MHz, CDCl3, 6em ppm): 7,30 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-21), 7,24 (1H, dd, J = 9,6 e 2,6 Hz,
H-22), 6,31 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-23), 5,08-5,13 (1H, m, H-3), 3,81 (1H, d, J= 6,5 Hz, H-
15), 2,92 (1H, td, J = 2,1 e 15,9 Hz, H-15) 1,99, 1,97 (3H, s, 3-COCH; e 5-COCHj),
0,98 (s, 19-CHg), 0,61 (s, 18-CHj3).

Telocinobufagina 3,5,14-triacetato (69). R; = 0,64 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H
(300 MHz, CDCl3, 6em ppm): 7,32 (d, J = 2,7 Hz, H-21), 7,27 (dd, J =9,9 e 2,9 Hz, H-
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22), 6,29 (dd, J = 8,6 Hz, H-23), 5,09-5,14 (m, H-3), 2,01, 2,00 € 1,99 (s, 3-, 5- € 14-
COCHs), 1,00 (s, 19-CHs), 0,71 (s, 18-CHs).

Bufalina 3,14-diacetato (70). R; = 0,72 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300 MHz,
CDCl3, 6em ppm): 7,32 (d, J =2,8 Hz, H-21), 7,28 (dd, J = 6,3, 3,0 Hz, 1H), 6,29 (dd, J
=9,5e 3,8, H-23), 5,03-5,13 (m, H-3), 2,05 e 2,04 (s, 3- e 14-COCHj3), 0,98 (s, 19-CHj3),
0,85 (s, 19-CHa).

Procedimento geral para a obtencao de 20,21-epoxibufadienolideos

Bufadienolideo (0,2 mmol) e tris(acetilacetonato)Fe Il (160 mg) foi dissolvido em
acetonitrila (7 mL) e, sob banho de gelo, peroxido de hidrogénio 30% (0,7 mL) foi
adicionado gota-a-gota. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo continua por doze
horas a temperatura ambiente, onde sulfito de sodio foi adicionado. Apds filtracdo, a
mistura reacional foi extraida com diclorometano e a fase organica lavada com HCI 5%,
salmoura, seca com sulfato de sddio e concentrada sob presséo reduzida. O residuo foi
cromatografado em silica gel (230-400 mesh) com gradiente de hexano/acetato de etila
para render os compostos 62 (32%), 71 (20%), 72 (23%) e 73 (29).

20R,21S-Epoximarinobufagina (71). Rs = 0,42 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN "H (300
MHz, CDCls, 6em ppm): 7,85 (1H, dd, J= 10,3 e 1,1 Hz, H-22), 5,23 (1H, d, J= 1,1 Hz,
H-21), 5,97 (1H, d, J = 10,3 Hz, H-23), 4,09-4,14 (1H, m, H-3), 3,47 (1H, s, H-15), 2,20
(2H, J=2,5€e 6,9 Hz, H-17), 0,95 (8H, s, 18-CH3) € 0,91 (3H, s, 19-CH3).

Preparacao de 3-Oxo-5B-hidréxi-148,158-epoxi-bufa-20,21-enolideo (74)

Marinobufagina (20, 64,1 mg, 0,16 mmol) em 2,5 mL de diclorometano anidro foi
adicionada a uma solugcdo de PCC (90 mg, 0,42 mmol) em 2,5 mL de diclorometano
anidro. A mistura reacional foi mantida em agitacdo, sob atmosfera de nitrogénio e
temperatura ambiente, até que toda a matéria-prima fosse consumida (2h). Ao final
desse tempo, 1,0 g de silica-gel foi adicionado a mistura reacional e a suspenséao foi
filtrada. O filtrado foi lavado sucessivamente com bissulfito de sédio 15% e salmoura. A
fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, concentrada em rotaevaporador,

para fornecer um 6leo viscoso, que cromatografado em silica-gel, eluido com hexano —
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acetato de etila (1:1) para fornecer 42,3 mg (0,11 mmol, 69%) de 3-oxo-marinobufagina
(marinobufagona) 74. R; = 0,40 (hexano-acetato, 1:9, viv); IV (Filme) Vs cm™': 3.455,
3.019, 2.930, 1.716, 1.635, 1.538, 1.448, 1.215, 756 e 668; RMN 'H (300 MHz, CDCls,
dem ppm): RMN '3C (75,46 Hz, CDCls, §em ppm): 30,8 (C-1), 49,1 (C-2), 210,8 (C-3),
37,2 (C-4), 77,8 (C-5), 35,2 (C-6), 23,7 (C-7), 32,6 (C-8), 43,1 (C-9), 40,4 (C-10), 21,5
(C-11), 39,1 (C-12), 45,0 (C-13), 74,3 (C-14), 59,7 (C-15), 32,2 (C-16), 47,4 (C-17),
15,9 (C-18), 16,7 (C-19), 122,0 (C-20), 149,6 (C-21), 146,8 (C-22), 115,3 (C-23), 161,9
(C-24).

Procedimento geral para a obtencao de 3-O-formil-bufadienolideos.

Bufadienolideo (0,01-0,05 mmol) foi tratado com acido férmico concentrado (1,2 mL) e
piridina (1 mL) por 24 horas a temperatura ambiente. A mistura reacional foi diluida
diclorometano (20 mL) lavada com &cido cloridrico a 5%, salmoura e seco com
Na,SO4. Apds evaporacao do solvente, o residuo foi cromatografado em coluna de
silica-gel, fornecendo 19 mg de marinobufagina 3-formiato (75, 46%), 12 mg de
telocinobufagina 3-formiato (76, 30%), 21 mg de bufalina 3-formiato (77, 50%) e 9 mg
de 205,21 R-epoximarinobufagina formiato (78, 47%).

3-Formiato de telocinobufagina (76). R = 0,32 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300
MHz, CDCl3, § em ppm): 7,82 (dd, J = 9,8 e 2,6 Hz, H-22), 7,23 (d, J = 2,5 Hz, H-21),
6,27 (d, J = 9,7, H-23), 5.40 (s, H-3), 0.97 (s, 19-CHg), 0.71 (s, 18-CHg), 8.09 (s, 3-
CHO).

3-Formiato de bufalina (77). R; = 0,66 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300 MHz,
CDCls, em ppm): 7,84 (dd, J = 9,7 e 2,6 Hz, H-22), 7,23 (d, J = 2,5 Hz, H-21), 6,26 (d,
J = 9,7 Hz, H-23), 5,21-5,26 (m, H-3), 2,46 (dd, J = 9,5 e 6,3 Hz, H-17), 0,95 (s, 19-
CHs), 0,70 (s, 18-CHs), 8,06 (s, 3-CHO); RMN '3C (75,46 Hz, CDCls, § em ppm): 30,4
(C-1), 30,3 (C-2), 70,5 (C-3), 32,7 (C-4), 36,7 (C-5), 26,3 (C-6), 21,4 (C-7), 42,3 (C-8),
35,9 (C-9), 35,1 (C-10), 21,3 (C-11), 40,8 (C-12), 48,3 (C-13), 85,3 (C-14), 32,7 (C-15),
28,7 (C-16), 51,2 (C-17), 16,5 (C-18), 23,7 (C-19), 122,6 (C-20), 148,5 (C-21), 146,8 (C-
22), 115,3 (C-23), 162,4 (C-24), 160,8 (3-CHO).
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3-Formiato de 205,21 R-epoximarinobufagina (78). Rs = 0,57 (hexano-acetato, 1:9, v:v);
RMN 'H (300 MHz, CDCls, §em ppm): 7,91 (dd, J = 10,3 e 1,8 Hz, H-22), 6.05 (dd, J =
10,3 e 3,7 Hz, H-23), 5,74 (s, H-21), 5,41-5,37 (m, H-3), 3,54 (d, J = 9,0 Hz, H-15), 1,02
(s, 1H), 1,00 (s, 1H), 8,08 (s, 1H).

Abertura do epoxido da marinobufagina (20)

Marinobufagina (20, 230 mg, 0,27 mmol) dissolvida em acetona (6 mL) foi tratada com
acido percloérico 70% (0,1 mL) por 2 horas a temperatura ambiente. A mistura reacional
foi vertida em agua com gelo e extraida com diclorometano. O extrato foi lavado com
salmoura e a fase orgénica foi concentrada sob presséo reduzida. O residuo (219 mg)
foi cromatografado em coluna de siliga-gel (70-230 mesh) com hexano/acetato de etila
eluiu os compostos 79 (89 mg, 39%), 80 (18 mg, 8%), 81 (11 mg, 5,0 %) e 82 (16 mg,
7,0%).

Composto 79. R; = 0,34 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300 MHz, CDCls;, § em
ppm): 7,32 (d, J = 2,6 Hz, H-21), 7,26 (dd, J =9,7 e 2,7 Hz, H-22), 6,35 (d, J = 9,6 Hz,
H-23), 4,14-4,19 (s, H-3), 0,96 (s, 19-CHs), 0,64 (s, 18-CHs); RMN '*C (75,46 Hz,
CDCls, §em ppm): 25,3 (C-1), 28,0 (C-2), 68,1 (C-3), 37,3 (C-4), 75,0 (C-5), 35,3 (C-6),
27,1 (C-7), 31,8 (C-8), 43,5 (C-9), 41,0 (C-10), 20,9 (C-11), 38,8 (C-12), 43,5 (C-13),
65,3 (C-14), 221,9 (C-15), 37,6 (C-16), 46,6 (C-17), 14,0 (C-18), 17,3 (C-19), 116,2 (C-
20),149,3 (C-21), 144,5 (C-22), 116,3 (C-23), 161,7 (C-24).

Composto 80. R; = 0,42 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300 MHz, CDCl;, § em
ppm): 7,27 (d, J = 3,0 Hz, H-21), 7,20 (dd, J = 9,7 e 2,7 Hz, H-22), 6,35 (d, J = 9,6 Hz,
H-23), 4,16-4,20 (s, H-3), 0,93 (s, 19-CHj3), 0,89 (s, 18-CH3).

Composto 81. R; = 0,66 (hexano-acetato, 1:9, viv); RMN 'H (300 MHz, CDCls;, § em
ppm): 7,33 (d, J = 2,5 Hz, H-21), 7,27 (dd, J = 9,8 e 2,5 Hz, H-22), 6,35 (d, J = 9,5 Hz,
H-23), 5,93 (dd, J = 9,9, 2,0 Hz, 1H), 5,40 (dd, J = 5,0, 3,0 Hz, 1H), 0,95 (s, 19-CHj3),
0,68 (s, 18-CHy).

Composto 82. R; = 0,47 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300 MHz, CDCls, & em
ppm): 7,32 (d, J = 2,6 Hz, H-21), 7,27 (dd, J = 9,6, 2,7 Hz, H-22), 6,34 (dd, J = 9,6 Hz,
H-23), 5,37 (dd, J = 7,29, 1,83 Hz, 1H), 1,00 (s, 19-CHjs), 0,65 (s, 18-CHs).
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Tratamento da marinobufagina (20) com triéxido de cromio em acido acético.

Marinobufagina (20, 80 mg, 0,2 mmol) em &cido acético (1,8 mL) foi adicionada a uma
solucdo composta por acido acético (0,2 mL), agua (0,2 mL) e trioxido de crémio (20
mg). A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por 2 h onde, entéo, o
excesso de triéxido de crémio foi reduzido pela adicdo de metanol. A mistura foi diluida
em agua e extraida com diclorometano (3x 10 mL). Os extratos combinados foram
reduzidos a metade, onde foram lavados com bicarbonato de sédio, salmoura e secos
com sulfato de sédio. A fase organica (82 mg) foi concentrada e o residuo
cromatografado em coluna de silica-gel com hexano-acetato de etila, rendo os
compostos 83 (28 mg, 35 %), 84 (9 mg, 11 %) € 85 (11 mg, 14 %).

Composto 83. R; = 0,47 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300 MHz, CDCls, & em
ppm): 7,90 (dd, J = 10,3, 1,2 Hz, H-22), 6,05 (d, J = 10,3 Hz, H-23), 5,74 (d, J = 1,4 Hz,
H-16), 5,30 (d, J = 1,15 Hz, H-21), 3,52 (s, H-15), 1,21 (s, 19-CHj3), 1,07 (s, 18-CHs)

Composto 84. R; = 0,62 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300 MHz, CDCls;, § em
ppm): 7,74 (dd, J = 9,78, 2,65 Hz, H-22), 7,23 (dd, J = 2,60, 0,90 Hz, H-21), 6,23 (dd, J
=9,75, 1,01 Hz, H-23), 5,72 (d, J = 0,66 Hz, 1H), 5,28 (s, 1H), 3,47 (s, H-15), 1,20 (s,
19-CHg), 0,81 (s, 18-CHj).

Composto 85. 0,40 (hexano-acetato, 1:9, v:v); RMN 'H (300 MHz, CDCls, § em ppm):
7,75 (dd, J = 9,71, 2,56 Hz, H-22), 7,24 (d, J = 2,40 Hz, H-21), 6,24 (dd, J = 9,75, 0,98
Hz, H-23), 5,28 (s, 1H), 3,53 (s, H-15), 1,02 (s, 19-CHj3), 0,80 (s, 18-CHy).

Avaliacao da citotoxicidade
Linhagens celulares e meio de cultura

Linhagens celulares humanas de MDA-MB435 (melanoma), HCT-8 (colén), HL60
(leucemia) e SF295 (glioblastoma) foram todas obtidas de Mercy Children’s Hospital
(U.S.A.). As células foram mantidas, a 37°C sob atmosfera de CO, 5%, em meio RPMI
1640 suplementado com soro bovino 10%, 2 nM de glutamina, 100 pg. mL" de

penicilina, 100 mg.mL™ de estreptomicina. As células foram diluidas no meio completo
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um dia antes de cada experimento, exceto para as células HL-60 que foram diluidas no
mesmo dia do experimento. Sangue heparinizado (de doador saudavel, ndao fumante,
nao medicado ha pelo menos 15 dias antes da amostragem) foi coletado e linfécitos
sanguineos periféricos (PBLs) foram isolados pelo método padrao de centrifugacao
gradiente-densidade, em Histopaque-1077. PBLs foram lavadas e ressuspendidos, a
37°C e sob atmosfera de CO,, em meio RPMI 1640 suplementado em soro fetal bovino
20 %, 2 mM de glutamina, 100 U.mL™" de penicilina, 100 mg.mL™" de estreptomicina.
Fitoemaglutinina (2%) foi adicionado ao inicio da cultura e, ap6s 24 h, as células foram

tratadas com os compostos a serem testados.
Inibicao da proliferacao celular

PBLs e as células tumorais foram quantificadas quanto a capacidade de reduzir o
corante amarelo brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiozolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) ao
formazan purpura.®* Para os experimentos, as células foram semeadas em placas de
96 pocos em concentracdes de 4.10° (PBLs), 1.10° (HL60, SF295 e MDAMBA435) e
7.10* (HCT-8) células.mL’ em 0,2 mL de meio de cultura por pogo. Apds 24h, as
amostras (0,0002 to 5 mg.mL™"), dissolvidas em DMSO (0,1%), foram adicionadas em
cada poco e incubadas por 72 h. DMSO (0,1%) e doxorubicina (Doxolem®, 0,016 a
18,39 mM) foram usados como controle positivo e negativo, respectivamente. Em
seguida, as placas foram centrifugadas e entdo o meio foi substituido por meio fresco
(150 pL) contendo MTT & 0.5 mg.mL". MTT. Trés horas mais tarde, o produto MTT
formazan foi dissolvido em 150 mL de DMSO e a absorbancia foi medida usando um
leitor multiplaca (Beckman Coulter® DTX-880). O efeito inibitorio foi quantificado como
a porcentagem da absorbancia do corante controle reduzido a 595 nm. O Cls, e seus
intervalos de confidéncia (IC 95%) foram obtidos por regressao nao-linear usando o
programa GRAPHPAD (Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

Danos ao DNA e formacao de espécies reativas de oxigénio

Para avaliar a potencial citotoxicidade dos bufadienolideos, helebrigenina foi testada
contra células de leucemia promielocitica humana (HL-60). A citotoxicidade foi avaliada

8 Mosman, T. J. Immunol. Methods, 1983, 16, 55.
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pelo método MTT apds 24 h de exposicdo. A viabilidade celular e a inducdo de
apoptose da helebrigenina foram observadas pelas alteragdes morfoldgicas das células
tratadas utilizando o ensaio de coloracdo laranja de acridina/brometo de
etideo/hematoxilina-eosina. Estudos por citometria de fluxo foram conduzidos para
determinar o envolvimento da helebrigenina com formacédo de espécies reativas de
oxigénio durante a indug&o de apoptose. Adicionalmente, o ensaio Comet foi realizado

para o efeito da substancia testada na integridade do DNA das células HL-60.

Atividade Hemolitica

O ensaio hemolitico dos compostos foi realizado em placas de 96 poc¢os, segundo o
método previamente descrito.®> Uma suspensao de eritrécitos (camundongos Swiss) foi
preparada usando sangue (0,8 a 1,0 mL por animal) coletado do plexo reto-orbital,
onde foi lavado duas vezes com solucao salina contendo 10 mM de CaCl2. Cada poco
recebeu 50 pL de solugéo a 0,85% de NaCl contendo 10 mM CaCl2. O primeiro pogo
representou o controle negativo (DMSO 1%). NO Segundo poco, 50 pL da substancia
teste e (1 mg mL") e 50 uL de DMSO (1%) foram adicionados. Os compostos foram
testados a concentracdo de que variaram de 1,56 a 50 pg.mL". Os compostos foram
diluidos seriadamente com NaCl 0.85% até o décimo primeiro pogo na mesma linha. O
ultimo pocgo recebeu 50 pL Triton X-100 0.2% (em salina) para obter 100% de hemdlise
(controle positivo). Cada poco entdo recebeu 100 uL de uma suspensdo a 2% de
eritrécitos de camundongo em salina contendo CaCl, 10 mM. Apéds incubacao, a
temperatura ambiente por 1 h e centrifugacéo, o supernadante foi transferido para uma
nova placa e a hemoglobina liberada foi medida usando uma leitora multiplaca (Spectra
Count, Packard, Ontario, Canada) a 540 nm. Os experimentos foram realizados em
triplicata e em trés experimentos independentes.

% Berlink, R. G. S.: Ogawa, C. A.; Almeida, A. M. P.; Andrade, M. A. S.; Malpezi, E. L. A.; Costa, L. V;
Hadju, E. M.; Freitas, J. C. Com. Biochem. Physio., C, Toxicol., 1996, 115, 155.
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Avaliacao da atividade Inibitoria da Na*/K*-ATPase
Preparacao membranar de tecidos de mamiferos

Os homogenatos dos tecidos foram preparados como previamente descrito.®® Os rins e
cérebros foram mantidos a 4°C durante todas as etapas do procedimento. Os 6rgaos
foram homogeneizados em um Potter com solucao de sacarose tamponada (sacarose-
HOM), na proporcdo de 3 mL.g" de tecido. O homogeneizado foi entdo submetido a
tratamento caotrépico, o qual consistiu em incubacdo na presenca de altas
concentracdes de Kl (4%) sob agitacdo constante por 1 h, na propor¢do de 1:1. Em
seguida foi adicionada agua deionizada gelada na proporcdo de 1,5 mL/mL de
homogeneizado. Esta suspenséao foi submetida a trés centrifugacdes de 1 h a 100.000g
sendo os dois primeiros sedimentos ressuspensos em sacarose-HOM e o Ultimo
ressuspenso em sacarose-DOC, na proporcdo de 10 mL.g™" de tecido, permanecendo
em freezer a -18 °C, durante uma noite. Apds este periodo, o homogeneizado foi
descongelado a temperatura ambiente e submetido a centrifugag¢des diferenciais. Os
sedimentos finais foram ressuspensos em 0,5 e 0,2 mL.g™' de tecido.

Inibicdo da Atividade Na*/K*-ATPase

Foram realizadas curvas de inibicdo com concentracdes crescentes de bufadienolideos
em preparagdes membranares de rim de rato (isoforma al1/B1) e de hemisférios
cerebrais de rato, como previamente descrito.!” A reacdo se iniciou pela adicdo da
enzima em meio contendo NaCl 87,6mM, KCI 3mM, MgCI2 3mM, ATPNa2 1,2 mM,
EGTA 1mM, Azida 10mM e tampé&o maleato-Tris 20mM (pH 7,4 37°C) e foi finalizada
pela adigdo da solucdo de Fiske & Subbarow gelada. A leitura da reagao colorimétrica
foi feita em espectrofotémetro a 650 nm.

86 Lopez, L. B.; Quintas, L. E. M.; Noél, F. Comp. Biochem. Physiol., A, Mol. Integr. Physiol., 2002, 131,
323.

87 Pocas, E. S. C.; Touza, N. A.; da Silva, A. J. M.; Costa, P. R. R.; Noel, F. Life Sciences, 2007, 81,
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Anexo 1. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da f-sitosterol (19).

19 S-Sitosterol




Anexo 2. Espectro de APT (75 MHz, CDCl3) da f-sitosterol (19).
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Anexo 3. Espectro de Cosy do S-sitosterol (19).
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Anexo 4. Espectro bidimensional de HMQC de f-sitosterol (19).
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Anexo 5. Espectro de infravermelho (KBr, vimax cm™') do S-sitosterol (19).
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Anexo 6. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da Marinobufagina (20).

20 Marinobufagina




Anexo 7. Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCls) da Marinobufagina (20).
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Anexo 8. Espectro bidimensional de Cosy da Marinobufagina (20).
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Anexo 9. Espectro bidimensional de HMQC da Marinobufagina (20).
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Anexo 10. Espectro bidimensional de HMBC da Marinobufagina (20).
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Anexo 11. Espectro de infravermelho (KBr, vmax cm™') da Marinobufagina (20).
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Anexo 12. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da Telocinobufagina (21).
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Anexo 13. Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCl3) da Telocinobufagina (21).
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Anexo 14. Espectro de Cosy da Telocinobufagina (21).
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Anexo 15. Espectro de HMQC da Telocinobufagina (21).
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Anexo 16. Espectro de HMBC da Telocinobufagina (21).
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Anexo 17. Espectro de infravermelho (KBr, vinsx cm™") da Telocinobufagina (21).
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Anexo 18. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da Bufalina (22).
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Anexo 19. Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) da Bufalina (22).
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Anexo 20. Espectro de Cosy da Bufalina (22).
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Anexo 21. Espectro de HMQC da Bufalina (22).
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Anexo 22. Espectro de HMBC da Bufalina (22).
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Anexo 23. Espectro de infravermelho (KB, vmax cm™") da Bufalina (22).
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Anexo 24. Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO.ds) da Helebrigenina (23).
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Anexo 25. Espectro de RMN '3C (75 Hz, DMSO.d;) da Helebrigenina (23).
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Anexo 26. Espectro de APT (75 MHz, DMSO.ds) da Helebrigenina (23).
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Anexo 27. Espectro de Cosy (DMSO.d) da Helebrigenina (23).
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Anexo 28. Espectro de HMQC (DMSO.d;) da Helebrigenina (23).
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Anexo 29. Espectro de infravermelho (KBr, vmax cm™') da helebrigenina (23).
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Anexo 30. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 20S,21 R-Epoximarinobufagina (62).
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Anexo 31. Espectro de APT (75 MHz, CDCl3) da 20S,21 R-Epoximarinobufagina (62).
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Anexo 32. Espectro de infravermelho (KBr, vima cm™') da 205,21 R-epoximarinobufagina (62).
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Anexo 33. Espectro de RMN "H (300 MHz, DMSO.dg) da 19-Hidréxi-telocinobufagina (Helebrigenol, 63).
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Anexo 34. Espectro de APT (75 MHz, DMSO.D-0) da 19-hidroxi-telocinobufagina (Helebrigenol, 63).
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Anexo 35. Espectro de Cosy (DMSO.ds) da 19-hidrdxi-telocinobufagina (Helebrigenol, 63).
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Anexo 36. Espectro de HMQC (DMSO.ds) da 19-hidréxi-telocinobufagina (Helebrigenol, 63).
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Anexo 37. Espectro de HMBC (DMSO.ds) da 19-hidréxi-telocinobufagina (Helebrigenol, 63).
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Anexo 38. Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO.ds) do composto R.sch 7.
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Anexo 39. Espectro de RMN '*C (75 MHz, DMSO.ds) do composto R.sch 7.
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Anexo 40. Espectro de Cosy DMSO.ds) do composto R.sch 7.
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Anexo 41. Espectro de HMQC DMSO.ds) do composto R.sch 7.
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Anexo 42. Espetro de RMN "H (300 MHz, CDCls) da 3-acetato de marinobufagina (64).

64 3-acetato de marinobufagina
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Anexo 43. Espetro de RMN *C (75 MHz, CDCls) da 3-acetato de marinobufagina (64).
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Anexo 44. Espetro de infravermelho (KBr, vinax cm™') da 3-acetato de marinobufagina (64).

File # 1 : ACMBG Mode= 2 (Mid-IR) 20/10/2009 16:38
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Anexo 45. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 3-acetato de telocinobufagina (65).
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Anexo 46. Espetro de RMN C (75 MHz, CDCl;) da 3-acetato de telocinobufagina (65).
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Anexo 47. Espetro de infravermelho (KBr, vmsx cm™') da 3-acetato de telocinobufagina (65).

File # 3 : ACTTCB Mode= 2 (Mid-IR) 20/10/2009 16:45
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Anexo 48. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 3-acetato de bufalina (66).
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Anexo 49. Espetro de RMN *C (75 MHz, CDCls) da 3-acetato de bufalina (66).
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Anexo 50. Espetro de infravermelho (KBr, vmax cm™') da 3-acetato de bufalina (66).

File # 2 : ACTBFL Mode= 2 (Mid-IR) 20/10/2009 15:42
Sample Description: KBr
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Anexo 51. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 3-acetato de 20R,21S-epoximarinobufagina (67).
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Anexo 52. Espetro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) da 3-acetato de 20R,21S-epoximarinobufagina (67).
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Anexo 53. Espetro de infravermelho (KBr, vmax cm™') da 3-acetato de 20R,21S-epoximarinobufagina (67).

File# 2: ACTEMBG Mode= 2 (Mid-IR) 23/10/2009 14:55
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Anexo 54. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 3,5-diacetato de marinobufagina (68).

68 3,5-diacetato de marinobufagina
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Anexo 55. Espetro de RMN "H (300 MHz, CDCls) da 3,5,14-triacetato de telocinobufagina (69).
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Anexo 56. Espetro de RMN "H (300 MHz, CDCls) da 3,14-diacetato de bufalina (70).
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Anexo 57. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 20S,21 R-epoximarinobufagina (62) sintética.

62 205,21 R-Epoximarinobufagina




Anexo 58. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 20R,21S-epoximarinobufagina (71).

71 20R,21 S-Epoximaronobufagina
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Anexo 59. Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) do composto 72.
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Anexo 60. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 73.
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Anexo 61. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 73.
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Anexo 62. Espetro de RMN "H (300 MHz, CDCls) da 3-oxo-marinobufagina (74).

74 3-Oxo-marinobufagina
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Anexo 63. Espectro de APT (75 MHz, CDCl3) da 3-Oxo-marinobufagina (74).
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Anexo 64. Espectro de infravermelho da 3-oxo-marinobufagina (74).
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Anexo 65. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 3-formiato de marinobufagina (75).

75 3-Formiato de maribobufagina
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Anexo 66. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 3-formiato de telocinobufagina (76).

76 3-Formiato de telocinobufagina




Anexo 67. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 3-formiato de bufalina (77).

77 3-Formiato de bufalina
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Anexo 68. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da 3-formiato de 205,21 R-epoximarinobufagina (78)

78 3-Formiato de 205,21 R-epoximarinobufagina
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Anexo 69. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do composto 79.




Anexo 70. Espetro de APT (75 MHz, CDCI3) do composto 79.
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Anexo 71. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do composto 80.
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Anexo 72. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do composto 81.




Anexo 73. Espectro de APT (75 MHz, CDCl3) do composto 81.
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Anexo 74. Espetro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do composto 82.




Anexo 75. Espectro de APT (75 MHz, CDCl3) do composto 82.
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Anexo 76. Espetro de '"H RMN (300 MHz, CDCls) do composto 83.
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Anexo 77. Espetro de '"H RMN (300 MHz, CDCls) do composto 84.




Anexo 78. Espetro de '"H RMN (300 MHz, CDCls) do composto 85.
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