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Tratamento da malaria —
25 = A acao frente ao
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- Quimica de Produtos Naturals -
uma fonte inesgotavel de compostos
com alta diversidade molecular e
potencial farmacoldgico expressivo...



Hot-spots

“regibes que contém altos niveis de biodiversidade e onde as
acOes de conservacao sao mais urgentes”
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Como agregar valor aos produtos
naturais oriundos da biodiversidade
brasileira?

deteccao de novos prototipos bioativos



E possivel a conservacdo e o uso

sustentavel da diversidade vegetal

brasileira visando a exploracao de
novas substancias bioativas?



Programas de Prospeccao
Brasileiros

BIOTA and BlOprospecTA
FAPESP

caracterizacao, conservacao e
uso sustentavel da biodiversidade
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SELECAO DE ESPECIES
VEGETAIS BIOATIVAS

\ 4

ETNOFARMACOLOGIA



Detectou-se um
extrato ativo



12 ETAPA DO TRABALHO

| DESREPLICAGAO MOLECULAR]

Descrever o maior nimero de compostos
presentes em um determinada matriz vegetal
sem a necessidade de isolamento e posterior

caracterizacao estrutural



definicao do “finger
print” molecular

== ~ Util para substancias
conhecidas

PC-based control of HPLC
and data aquisition

UV or PDA detector



HPLC uv ESI(+)-MS
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22 ETAPA DO TRABALHO

FRACIONAMENTO
BIOMONITORADO

J

Detectada a auséncia de compostos ativos
CONHECIDOS, busca-se o isolamento dos
metabolitos bioativos para posterior
caracterizacao estrutural e avaliacao da
atividade biologica



FRACIONAMENTO
BIOMONITORADO

; “III
re compound:
termine structure
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bioactive extracts

bioassays

bioguided fractionation
and isolation of active
compounds

bioactive compounds semi-synthetic derivatives



ALVOS BIOLOGICOS

Atividade anti-inflamatéria

Atividade antitumoral

Atividade antiparasitaria



DADOS DO BANCO DE EXTRATOS (EXTRATOTECAYS)
Regioes de Cerrado e Mata Atlantica do
Estado de S&ao Paulo

11 destas espécies sao usadas na medicina popular para o
tratamento de doencas parasitarias, inflamacdes e cancer

Asteraceae (28) Myrtaceae (9)
Solanaceae (9) Myrcinaceae (1)
Rubiaceae (5) Malvaceae (1)
Anacardiaceae(l) Passifloraceae (2)
Commelinaceae (1) Clusiaceae (1)
Euphorbiaceae (8) Gesneriaceae (2)
Rosaceae (1) Mimosaceae (2)

Lauraceae (12) Piperaceae (10)



Baccharis retusa (Asteraceae)

e Nome comum — falsa
carqueja

* Decoccao das folhas € usada
no tratamento da
esquistossomose e para outras
doencas antiparasitarias
(barriga d’agua, lombriga etc)
e tambéem no tratamento de
processos inflamatdrios




Extrato MeOH das folhas

Desreplicacao por LC/MS e RMN

Biochemical Systematics and Ecology 42 (2012) 21-24

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

bioch mi il
syste at s
and ¢ logy

MeO

Biochemical Sy

journal homep4d ate/biochemsysecc

10R:=H Ri=Fa= .

Phenolic derivatives from

MR =aH F:afhs .-'J'-

Simone dos S. Grecco ¢, Marcelo J.P.

Jodo Henrique G. Lago*~* ' ol commprmeni: cntc] e i s o o I

The 'H and *C NMR spectra, as well asfhe low resolutionfEfI-MS, of compounds 1-11 were recorded and compared with
literature data to establish the following #lentities: 1 — sak@irinetin; 2 — naringenin, 3 - eriodictyol, 4 - taxifolin, 5 — aro-
madendrin, 6 - apigenin, 7 - quercetin, @ kapfeml, 9 —@—(ﬁl—dical"l'eoquuinic acid, 10 - 3,5-O-dicaffeoylquinic acid, and
11 - 4,5-0O-dicaffeoylquinic acid.



Similaridade estrutural ?




Flavonone treatment
reverses airway _ s s 0s
inflammation and - 0.5 e

remodelling in an asthma - 012 + 008
s E 0.01 = 0.01
murine model

OVA4+SK (cells x 10* mL") OVA4DX (cells x 10* mL")

AC Toledo', CPP Sakoda®, A Perini', NM Pinheiro', RM Magalhaes’,
5 Grecco?®, IFLC Tibério!, NO Cimara®, MA Martins', JHG Lago* and
CM Prado?

SAKURANETINA
Atividade similar a dexametasona

1

e 4 Avaliacao da sakuranetina
peE ANl ©11 MOdelo de asma-induzido

sitized and sakuranetin treated; OVA + DX group: sensitized and

dexamethasone treated. All results are presented as mean = 5E
*P < 0.05 compared with control; **P < 0.05 compared with OVA.

Eosinophils (1 lldumzl

OVA+8K QVA+DX

TOLEDO AC et al., British Journal of Pharmacology , 168, 1736-1749, 2013.
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A esperanca que veio do frio

Liana John » 2360U2015 a5 77-59

Planta da Serra da
Mantiqueira tem
composto com agao
anti-inflamatoria
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Unifesp estuda uso de planta
da Mantiqueira como remeédio
contra inflamacao e tumores




ALVOS BIOLOGICOS

Atividade antitumoral



ALVO BIOLOGICO

CANCER

doenca causada pelo crescimento
desordenado (maligno) de células que
iInvadem os tecidos e orgaos, podendo
espalhar-se (metastase) para outras
regioes do corpo



32 causa de 6bhitos no mundo
(6 milhOes de pessoas)

No Brasil — 22 causa mortis
(400 mil casos por ano e quase 130 mil dbitos)
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Pentacalia desiderabilis (Asteraceae)

e Nome comum — catiao-
trepador

Qcoriencia em Biomas Mata
Atlaniica e Cerrado (Brasil) e
na Araérica Latina

e medicina popLiar . gontrole
ou tratamento de varias
doencas_ggiis  como sifilis,
gastricas como
em  processos

Inflamatorios.



OPEN () ACCESS Freely available online ' PLoS one

Jacaranone Induces Apoptosis in Melanoma Cells via
ROS-Mediated Downregulation of Akt and p38 MAPK
Activation and Displays Antitumor Activity In Vivo

Mariana H. Massaoka', Alisson L. Matsuo’, Carlos R. Figueiredo', Camyla F. Farias', Natalia Girola’',
Denise C. Arruda’, Jorge A. B. Scutti’, Paulete Romoff?, Oriana A. Favero?, Marcelo J. P. Ferreira?,
Joao H. G. Lago®, Luiz R. Travassos'*

Table 1. Cytotoxic activity of jacaranone on human cancer
cells growing in vitro.

Cell line ICs, (uM)®

AX58 30

oy A T 5 e 23
B16F10- M2 17

HLT =8 £
L5160

SiHa

HL-60

SK-BH-3

MDA

*IC ey is the concentration that kills 50% of viable cells in a dose-dependent
survival curve,

Massaoka MH et al., Plos One, 7, e38698, 2012.



estudo In vVIvo

==+ Control
0.8 mg/kg
— 4 mg’kg

25 30
Days

Figure 6. Jacaranone increased survival of B16F10-Nex2
tumor-bearing mice. Animals (5 mice per group) were subcutane-
ously injected with 5%10% cells and treated with PBS, 0.8 mag/kg or
4 mag/kg of jacaranone on alternate days. Intraperitoneal therapy began
one day after inoculation of melanoma cells and was extended for
14 days. Mean survival times were 234 %21 days for untreated tumor
control group, 29+43 days (p=0.05) for 0.8 mg/kg of jacaranone-
treated group, and 34*3.6 days (*p<0.01) for 4 mg/kg jacaranone-
treated group.




ALVOS BIOLOGICOS

braziliensis — leishmaniose cutanea
Leishmania

Infantun — leishmaniose visceral

Tripanossoma cruzi — doenca de Chagas

|

Atividade antiparasitaria



L eishmaniose

Doenca negligenciada encontrada em 16
paises desenvolvidos e em 72 paises em
desenvolvimento, com 12 milhoes de casos
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O arsenal terapéutico para LV é muito
limitado, com drogas de elevada toxicidade
Terapia antimonial

CH,NHCH;'

|
HCOH
|
HOCH

| (O ). 5b, 07
HCOH
|
HCOH
|
CH,0H

glucantime

repodral

Derivados de 2° escolha
pentamidina e anfotericina B




Doenca de Chagas

Doenca parasitaria
tropical causada pelo
protozoario flagelado

Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas afeta de 8-10 milhGes de
pessoas na América Latina

* 41.200 novos casos ocorrem anualmente
e 20.000 mortes sao atribuidas a Doenca de
Chagas a cada ano



Os medicamentos disponiveis atualmente
para o tratamento da Doenca de Chagas sao
benznidazol e nifurtimox

Esses compostos podem causar efeitos
colaterais temporarios em varios pacientes
iIncluindo problemas de pele, toxicidade
cerebral e irritacao do sistema digestivo.



Assim, a descobertae o
desenvolvimento de
COmMpOsStos para o tratamento
da leishmaniose e da Doenca
de Chagas é crucial



Nectandra leucantha (Lauraceae)

DADOS ETNOFARMACOLOGICOS
A infusao das folhas é usada para o tratamento
de feridas causadas pelas leishmaniose cutanea
— indicativo de atividade antiparasitaria.

O extrato hexanico das folhas matou 100% das formas
amastigotas de T. cruzi e de L. infantum a 200 pug/mL,
sugerindo a presenca de compostos com acao antiparasitari




Desreplicacao do

extrato hexanico

HPLC-HRESIMS

2.500 |
1T o2
|
2.000 —
1.800 4 . 1-R =OHR,=H
¥ | | 2-R, =OMeR, =H
1.000 | ’ i p T
] g ¥ 4-R, =OMeR, =OH
i | = : “OM
500 > . ni|| 5| / % e
-
|
'D——I——— . . - ||-\.--I|...r..\_|'\-I L., At |_ | [ S T R N —
-500 : — : - — - —— e —
0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 250 30.0 350

R § miin

1 m/z 349.1423 [M + NaJ*
2 m/z 363.1585 [M + NaJ*
3 m/z 365.1237 [M + NaJ*
4 m/z 379.1506 [M + Na]*
5 m/z 327.1589 [M + H]*
6 m/z 355.1911 [M + H]*

SR=H
6 B =Me

Grecco SS et al. 2018, J. Venenous Animals and Toxins including Tropical Diseases, 24, 27 - 32.




Fracionamento biomonitorado

Fracoes ativas - 3, 6 and 9
CARACTERIZACAO COMPLETA POR RMN

Hexane extract from
leaves of M. leucantha

2 MeQ. / {1 ﬂ g}
Ho:(;/v CC SIO,
/\/@iwe ‘

NLEH 3 NLEH 6 NLEH 9
(1,04 g) (1,92 9) (271 mg) _ oH

MeQ / -
3 I;N 3' ‘ CC SiO, ‘ CC SIiO, i@)\/
/\/©i 1 2 4 ° /\/@E
= OMe {B rﬂg} {14 Q}I{BQ FT"IQ} {144 mg} = Chle

1 weo /\\\/




JOURNAL OF

RODUCT

Immunomodulatory and Antileishmanial Activity of
Phenylpropanoid Dimers Isolated from Nectandra leucantha

Thais Alves da C outa ‘511\.1, * Simone S. (11t‘LL0, l”emanda S. de ‘50115.1, _]0.10 Henrique G. Lagjo,

Euder G. A. M.utlna, César A. Teu.lzaa, Sanjay Vallkutl, Katherine L. Owem, Stephen M. Bt‘\«t‘llﬁ},
Abhay R. Satoukal,” and Andre G. Tempone® ¥

Article

pubs.acs.org/jnp

Table 1. Ant|-L. donovani [ctivity (1C,,) and Cytotoxicity (CCs,) against Mammalian Cells (Peritoneal Macrophages) of
Metabolites 13

IC,, (M) CI 95% CCq (M) CI 95%
compound promastigotes amastigotes mammalian cells 51
1 NA 26.7 (13.8 to 31.7) =293.8 =11.0
2 111.8 (94.0 to 132.6) 17.8 (15.3 to 20.8) 1112 (100.5 to 122.8) 625
3 NA 101.9 (80.3 to 129.7) >292.1 2.9
20000+ 10000+
15000- L 80001 T
- - 6000+
£ 10000 £
E a2 40004
5000+
2000- 1 Ry=OH;R; =H
0 od —— 2 R, =OMe; R, = H
o O q" NI O > 2 @ N v o o 8 Ri=OH. R; = OH
MR P MR S ¢
& @ ¢

Figure 1. Chemical structures of isolated metabolites 1-3.

Figure 2. Effect of treatment with metabolites 1—3 isolated from N. leucantha in bone marrow-derived macrophages (BMDMs) infected with L.
donovani parasites. M@ (macrophages); MOI (infected macrophages); M@+LPS (macrophages plus LPS); M@I+LPS (infected macrophages plus
LPS). IL-6 (A) and IL-10 (B) cytokines levels were measured by ELISA in supernatant from BMDMs treated for 72 h. Mean cytokine level was
expressed as pg/mL + SE.

Costa-Silva TA et al., Journal of Natural Products 2015, 78, 653-657.



Grecco et al. Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases

(2018) 24:27 Journal of Venomous Animals and

https://doi.org/10.1186/540409-018-0164-9 Toxins incuding Tropical Diseases
Neolignans isolated from twigs of e
Nectandra leucantha Ness & Mart ,

(Lauraceae) displayed in vitro
antileishmanial activity

Simone S Grecco ', Thais A Costa-Silva', Fernanda S Sousa®, Stefano B Cargnelutti®, Eric Umehara’,
Poliana S Mendonca', Andre G Tempone® and Joao Henrique G Lago'

Compounds  ECq, (uM) 95% Cl CCop M) Sl
95% Cl Amastigote

I Leishmania (L) infantum I NCTC

Amastigote Promastigote

1 MNA MNA = 200
2 579 MNA = 200 = 34
47.8-702)
MNA MNA = 200 SR=H
4 67.7 65.4 (59.7 > 200 > 29 6R=Me
(54.5-842) 723)
5 MNA MNA 58 1
6 13.7 88.8 = 200 = 146
(11.7-160) (76.2-103.7)
‘ eugenal MNA NA > 200
R=H eugenol
| methyleugenol NA WA, = 200 R=Mes methylemenol
miltefosine 169 164 122.0 72

(11.6-186)  (155-175) Fig. 2 Structures of neolignans 1-6 isolated from N. feucantha and
EC., 50% effective concentration, CCo, 50% cytotoxic concentration, S monomers eugenol and methyleugenol
b A
selectivity index, NA Not Active 95%, Cl 95% confidence interval

Grecco SS et al. 2018, J. Venenous Animals and Toxins including Tropical Diseases, 24, 27 - 32.




Chemico-EBiological Interactions X7 7 (3N7) 55-61

Contants lists available at Sciencelirect =

Chemico-Biological Interactions

journal hemepage: www.elsevier.com/locate/chembioint

1-R, =0OH;R,=H
2-R, = OMe; R, =H
3-R,=R,=0H
4-R, = OMe; R, = OH

Neolignans from leaves of Nectandra leucantha (Lauraceae) display
in vitro antitrypanosomal activity via plasma membrane and
mitochondrial damages

. Me
Simone S. Grecco ™ ™€, Thais A. Costa-Silva ®, Gerold Jerz °, Fernanda S. de Sousa “
Vinicius S. Londero , Mariana K. Galuppo ¢, Marta L. Lima ', Bruno ]. Neves =",
Carolina H. Andrade %, Andre G. Tempone °, Joao Henrique G. Lago ® "~

Compounds IC /M (95% C1) CCsp/uM (95% C1) sl
amastigote trypomastigote NCTC amastigote try pomastigote
1 865 (70.7-1059) 38.6 (26.7-55.8) =200 =23 = 52
2 MA =100 =200 MND = 2.0
3 336 (262-431) 59.7 (27.8-131.0) =200 =59 = 3.3
4 152 (97-237) 39.2 (28.8-53.3) =200 =131 = 5.1
AY,,
&%
I 1
1201
1007

A neolignana 4 causou alteracdo na
membrana plasmatica de formas
tripomastigotas de T. cruzi.

oo
<

Fluorescence
(% relative to untreated)
(=3
&

Grecco SS et al., Chemico Biological Interactions 2017, 27, 55-61.



Predicted ADMET properties and PAINS analysis of neolignans 1—4.

1-R, =OH;R,=H
OMe; R, = H
3-R,=R,=0H
4-R, = OMe; R, = OH

4

3

Non-mutagenic

Non-mutagenic
Non-cardnogenic

Non-mutagenic

AMES Toxicity®
Non-carcinogenic

Cardnogenicity®

Non-mutage nic
Non-carcinogenic
Mot

Non-carcinogenic
Mot

Grecco SS et al., Chemico Biological Interactions 2017, 27, 55-61.




Neolignanas como material de
partida para preparacao de derivados —

ESTUDOS DE SAR

Deidrodieugenol B Metildeidrodieugenol B

Prof. Edward Anderson Prof. Stephen G. Davies




Atividade anti-T. cruzi de derivados semissintéticos

- 24 semi-synthetics derivatives were prepared.:




Atividade anti-T. cruzi de derivados semissintéticos
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Atividade anti-T. cruzi de derivados semissintéticos

|
@) 9] o 0O
NN
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Atividade anti-T. cruzi de derivados semissintéticos
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Comparacao dos dados de estrutura

guimica/atividade bioldgica dos PN e derivados
semissintéticos

NATURAL
N " NF " '
e n-propil Voo alil o propenil
o O ¢}
/\/@i@m /\/@@Me /\/@i@hﬂe
ECs, > 200 uM ECs, > 200 uM EC:, 12.2 pM
CCs, > 200 uM CCs, > 200 pM CCs, > 200 pM

Sl > 16

—




Comparacao dos dados de estrutura

guimica/atividade bioldgica dos PN e derivados
semissintéticos

_ NATURAL %
o propanoyl o
/ Me

EC., 10.0 uM
e 200 £C.. > 200 uM Cs; 75,0

27 & 5

ECs, 9.4 pM EC5 86.5 uM ECs, 8.0 uM
CCs, > 200 pM CCso > 200 uM CCs, 64.4 uM

1S > 21 1S >2 IS 8 .




Atividade anti-T. cruzi de derivados semissinteticos

Composto ativo mais promissor

MeO

H EC.,, = 8.0 uM
/\O 50 y
0 CC50 =644 ],lM

/\/©; S =8.0
/ Me

Eliminacao de 100% das formas intracelulares (amastigotas)
de T. cruzi (30 uM)

Esse efeito nao fol observado nos produtos naturais

hidroxilados/metoxilados .




Amastigotas intracelulares de T. cruzi

Macrofagos nao tratados Macrofagos tratados com 30 uM
amastigotas de T. cruzi sem am astl gotas




ASPECTOS MORFOLOGICOS

formas tripomastigotas de T. cruzi

64 uM

Untreated

Grecco SS et al., PLoS Neglected and Tropical Disease 2019, in press.



Problematica....

Processing
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Sintese em larga escala

Acoplamento oxidativo do fenilpropandide eugenol
catalisada por peroxidase de raiz-forte

RENDIMENTO — 75%

peroxidase ) Ac20

piridina

eugenol




3o de Amp D D http:ffsci-hub.org @ Chemical Search Er ) Passagens aéreas p
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http://gl.globo.com/comosera/noticia/2017/
03/doencas-negligenciadas.html
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Fonte inesgotavel para descoberta de
Novos prototipos bioativos

Cada planta tem centenas de substancias, e uma delas pode ser mais
importante que uma galaxia.

(Otto Gottlieb)

kdfrases .eom
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