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RESUMO

O género Garcinia, também conhecido como Rheedia, € 0 mais numeroso da familia
Clusiaceae e rico em uma consideravel diversidade de compostos, tais como
benzofenonas polipreniladas, flavonoides, proantocianinas e xantonas. A espécie
Garcinia brasiliensis € uma planta nativa da regido amazbnica e seus frutos
sao popularmente conhecidos como “bacupari’. Neste trabalho, a partir do extrato
acetato de etila das sementes de Garcinia brasiliensis, foi possivel isolar a
benzofenona natural poliprenilada guttiferona-A. Modificacdes moleculares nas
hidroxilas fendlicas deste composto levaram a obtencdo de sete derivados
semissintéticos inéditos, os quais foram avaliados quanto a atividade antiproteolitica,
através de ensaios sobre as enzimas tripsina e papaina. O interesse pela busca de
inibidores de proteases justifica-se pela comprovada relagcdo desta classe de
enzimas a uma série de patologias, incluindo entre outras, o cancer e a AIDS. A
guttiferona-A, apresentou resultados relevantes para as duas enzimas testadas,
demonstrando a importancia dos grupos prenila e hidroxila da molécula. Além disso,
os derivados acilados também apresentaram valores significativos de [Csg
comparados ao produto de partida, com destaque dois deles, sendo possivel ainda
relacionar a atividade inibitéria dessas moléculas com a presenca do grupo

carbonilico.

Palavras-chave: Benzofenona. Inibidores. Proteases.



ABSTRACT

The genus Garcinia also known as Rheedia, is the biggest of the family Clusiaceae
and rich in a considerable variety of compounds such as benzophenones
polipreniladas, flavonoids, and xanthones proanthocyanins. The species Garcinia
brasiliensis is a plant native to the Amazon region and its fruits are popularly known
as "bacupari”. In this work, from the ethyl acetate extract of the seeds of Garcinia
brasiliensis were isolated the natural poliprenilada benzophenone guttiferone-A.
Molecular changes in the phenolic hydroxyl of this compound led to the formation of
seven novel semisynthetic derivatives, which were evaluated for anti-proteolytic
activity, through experiments on the enzymes trypsin and papain. The interest in the
search of protease inhibitors is justified by the proven link between this class of
enzymes to a variety of diseases, including among others, cancer and AIDS. The
guttiferone-A, showed significant results for the two enzymes tested, demonstrating
the importance of the prenyl and hydroxyl groups of the molecule. Furthermore, the
acylated derivatives also showed a significant ICsp compared to original product,
especially twoof them, isstill possible torelate the inhibitory activity of

these molecules in the presence of carbonyl group.

Key words: Benzophenone. Inhibitors. Proteases.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas no tratamento e na cura de enfermidades
desde a antiguidade. Pela sua riqgueza quimica e farmacoldgica, atribuidas a
atividades fisiolégicas, é crescente a conscientizacdo em torno do grande potencial
benéfico que os compostos naturais trazem aos seres humanos, o que leva o
mercado de fitoterapicos a um crescimento surpreendente, o qual tem despertado
grande interesse na investigacao fitoquimica (CECHINEL; YUNES, 1998).

Neste contexto, se destacam estudos com as plantas da flora brasileira
usadas na medicina popular com finalidades terapéuticas. Tais estudos visam a
obtencdo de substancias ativas com potencial terapéutico que possam ser
futuramente usadas como prototipos para a sintese de substancias de interesse
medicinal. A utilizacdo de diversas técnicas de extracdo, de analise, e modificacao
quimica estrutural, tem permitido o desenvolvimento de produtos Uteis para a
induUstria de alimentos, de medicamentos, entre outras (PINTO et al., 2002).

Papaina e tripsina se inserem na familia das proteases, enzimas
responsaveis por catalisar a clivagem de ligagbes peptidicas. Sdo enzimas bastante
conhecidas, sendo consideradas modelo no estudo sobre cisteino e serino-
proteases, respectivamente (NEURATH, 1986). As proteases estdo envolvidas em
muitas doencas, incluindo o cancer e a AIDS, devido ao descontrole ocorrido
durante a protedlise (AVRIL et al., 1995). Torna-se, portanto, de grande relevancia a
busca por inibidores de proteases, 0 que justifica a avaliacdo da atividade inibitoria
de substancias sobre estas enzimas com a finalidade de se obter possiveis
candidatos a inibidores eficazes de cisteino e serino-proteases (POWERS et al.,
2002).

O presente trabalho teve como proposta, obter derivados semissintéticos da
benzofenona natural poliprenilada, guttiferona-A 1, bem como estudos da relacdo
estrutura-atividade, caracterizacdo dos derivados e a avaliacdo da atividade inibitoria

sobre as enzimas proteoliticas papaina e tripsina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Garcinia brasiliensis PL.&Tr.

A vasta biodiversidade de plantas encontradas no Brasil pode ser uma fonte
importante de novos agentes farmacolégicos (BASSO et al., 2005). Garcinia,
também conhecido como Rheedia, é 0 género mais numeroso da familia Guttiferae
também chamada de Clusiaceae, que representa uma grande familia de plantas
medicinais subdivididas no territério brasileiro por 47 géneros (Vismia, Garcinia,
Clusia, Cratoxylum, Harungana, Mesua, Hypericum, Kielmeyera, dentre outros) com
mais de 1000 espécies amplamente distribuidas na Asia tropical, Africa, Nova
Caleddnia, Polinésia e Brasil (PICCINELLI et al., 2005).

A espécie Garcinia brasiliensis Planch. & Triana (Rheedia brasiliensis Mart.) é
nativa da regido Amazonica e é cultivada em todo o territério brasileiro, sendo
caracterizada pela presenca significativa de latex (JOLY, 1993) possui frutos
comestiveis e de sabor agradavel, sendo conhecida popularmente como bacupari,
bacuri, porocé e bacuripari. Na medicina popular a folha de G. brasililiensis é
utilizada no tratamento de tumores, inflamacdes do trato urinario, artrite e para aliviar
dores (SANTOS et al., 1999).

O género Garcinia, engloba arvores, arbustos e ervas. Sado plantas de
distribuicdo geografica variando entre a zona temperada até a tropical, apresentando
comportamentos auto-sustentaveis na maioria das vezes (AMPOFO; WATERMAN,
1986).

A familia Guttiferae apresenta uma variedade de metabdlitos biologicamente
ativos, como por exemplo, derivados oxigenados e fendis prenilados, incluindo
xantonas, flavonodides, &cidos fenodlicos e benzofenonas (DELLE MONACHE et al.,
1983; SANTOS et al., 1999). Alguns destes apresentam varias atividades bioldgicas,
como propriedades antimicrobiana, (NALDONI et al. 2009; SORDAT-DISERENS et
al., 1991), antiinflamatérias (KHANUM et al. 2004), antitumorais (DIAZ-CARBALHO
et al., 2003), antioxidantes (MERZA et al., 2004) e antiplasmodial (PEREIRA et al.,
2010), além de atuarem na inibicdo de proteases (MARTINS et al., 2009).
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2.2 Benzofenonas preniladas

As benzofenonas poliisopreniladas caracterizam-se pela presenca do nucleo
difenilmetanona (FIGURA 1) substituido por grupo(s) isoprenila (3-metil-2-butenila).
Muitos dos representantes desta classe apresentam um padrdo de oxigenagao
triplice em um dos anéis aromaticos de difenilmetanona e uma ciclizagcéao
intramolecular, que juntos s&o responsaveis pela formacdo do anel
biciclo[3.3.1]Jnoneno (FIGURA 2) (MARTINS et al., 2009).

Figura 1- Nucleo difeniimetanona.

4 .\

\ o) OH j

Figura 2 - Em negrito, o anel biciclo[3.3.1]Jnoneno como resultado da oxigenacéo
tripla e ciclizagao do sistema difenilmetanona.

O extrato hexanico do pericarpo dos frutos de Rheedia brasililiensis forneceu
a benzofenona tripenilada chamada 7-epiclusianona (2) (FIGURA 3), e uma fracao
liguida contendo sesquiterpenos, a-copaeno, a-muroleno, y-cadineno e cadineno.
Alguns constituintes na forma pura e/ou misturas, puderam ser avaliados quanto ao
seu potencial para controle de agentes patogénicos (ervas daninhas, bactérias e
nematoides) in vitro, e destes, a 7-epiclusianona e o acido oleandlico mostraram-se
0s mais eficientes (SANTOS et al., 1999).

A garciniafenona (3) (FIGURA 3), cujo isolamento e elucidacdo estrutural

foram descritos por Derogis e colaboradores (2008), € muito semelhante a 7-
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epiclusianona (2), diferindo apenas pela auséncia de um grupamento prenila.
Compostos como a guttiferona-A (1), 7-epiclusianona (2) e garciniafenona (3), se
assemelham por apresentar em sua estrutura o anel biciclo[3.3.1]Jnoneno (FIGURA
3) (CIOCHINA; GROSSMAN, 2006).

CH3

Garciniafenona (3_)

Figura 3 - Estrutura quimica de benzofenonas preniladas.

Foram realizados testes visando avaliar a acdo da 7-epiclusianona (2) sobre
formas tripomastigotas do protozodrio Trypanosoma cruzi, in vitro. Os resultados
obtidos indicaram reducdo de 92% da parasitemia em amostra de sangue
contaminado, na concentracdo de 500 pg.mL™, entretanto, a substancia foi inativa
quando no teste in vivo (camundongos infectados). A 7-epiclusianona foi inativa
contra o fungo ndo patogénico Cladosporum sphaerospermum e também inativa
contra Biomphalaria glabrata, ambos os testes in vitro. No teste para Artemia salina,
gue é usado para correlacionar com a citotoxicidade de substancias, a amostra
mostrou-se ativa com ICs de 25 pg.mL™ (ALVES et al., 1999).

Foram realizados testes de sensibilidade, in vitro, de fitobactérias e
enterobactérias patogénicas, quando cultivadas em meios contendo a 7-

epiclusianona. Houve a inibicao total do crescimento, in vitro, de Pseudomonas sp, a
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10 pg.mL™?, e Clavibacter michiganense subsp. michiganense a 4 pg.mL™ e das
enterobactérias Listeria monocytogenes e Staphylococus aureus a 80 pg.mL*
(SANTOS et al., 1999).

2.2.1 Guttiferonas

Varios derivados de benzofenonas poliisopreniladas com propriedades anti-
HIV, denominadas de guttiferonas, foram isoladas anteriormente de extratos de
plantas da familia Guttiferae, principalmente de trés géneros distintos: Garcinia,
Clusia e Symphonia (WATERMAN, 1986). Uma destas benzofenonas
poliisopreniladas, guttiferona-A, foi inicialmente isolada de Symphonia globulifera
como um composto ativo contra HIV, sendo posteriormente isolada de Garcinia
intermedia (ABE et al., 2004; GUSTAFSON et al., 1992).

O amplo espectro de atividades biologicas de guttiferonas inclui a inibicdo de
efeitos deletérios as células hepaticas decorrentes da infec¢ao in vitro causada por
HIV; efeito sequestrador de radicais livres; inibicdo da expressao de INOS e COX-2,
enzimas envolvidas no processo de inflamacdo, no carcinoma de colon intestinal;
inducdo da apoptose e propriedades antiulcerosas, antioxidantes e tripanocidas
(ABE et al., 2004; GUSTAFSON et al., 1992; PAN et al., 2001; TANAKA et al., 2000;
YAMAGUCHI et al., 2000).

Segundo Abe e colaboradores (2004), a guttiferona-A extraida das folhas de
Garcinia intermedia e do cerne de Calophyllum brasilienses foi avaliada com base
em sua atividade tripanocida contra as formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi,
agente etiolégico da doenca de Chagas, frente as quais demonstrou excelente
atividade.

Isolada a partir das cascas das sementes de Symphonia globulifera,
guttiferona-A apresentou atividade antiparasitaria contra cepas de Plasmodium
falciparum e atividade antioxidante (NGOUELA et al., 2006). Guttiferona A (1)
isolada de Garcinia macrophylla apresentou atividade anticarcinogénica com ICsp =
6,8 ug.mL™.

Naldoni e colaboradores (2009) isolaram a benzofenona poliprenilada
guttiferona-A (1) dos extratos etandlico e hexanico de sementes e cascas de
Garcinia brasiliensis. A substancia apresentou atividade contra Staphylococus

aureus e Bacillus cereus. Os autores sugeriram que 0S compostos pertencentes a
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essa classe quimica apresentam efeitos relevantes contra bactérias Gram positivas
devido ao seu carater lipofilico conferido a molécula pela presenca dos grupos
prenila, resultando em uma maior permeabilidade na membrana.

Pereira e colaboradores (2010) demonstraram a atividade leishmanicida dos
extratos (hexanico, acetato de etila e etandlico) e de benzofenonas preniladas, entre
elas a isolada do pericarpo dos frutos de Garcinia brasiliensis. O extrato hexanico
apresentou uma atividade superior sobre as formas extracelular (promastigotas) e
intracelular (amastigotas) de Leishmania amazonensis, quando comparados aos
outros extratos. A guttiferona A (1) apresentou resultado relevante sobre a forma
amastigota de Leishmania amazonensis com ICsp = 2,93 pg.mL™.

A Guttiferona E (4), isolada de Garcinia pyrifera apresentou atividade
anticarcinogénica em células orais com ICs;= 10pmol.L™ e se mostrou eficiente
na inibicdo da despolimerizacdo dos microtabulos da tubulina (GEY et al., 2007).

A Guttiferona F (5), isolada de Allanblackia monticola e
Allanblackia gabonensis, apresentou atividade antiviral frente a HIV-1, atividade
antimicrobiana contra uma variedade de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
e apresentou também atividade leishmanicida (AZEBAZE et al., 2008; LENTA et al.,
2007).

A Guttiferona G (6), isolada de Garcinia Macrophylla apresentou atividade
anticarcinogénica com ICso = 8,0 pg.mL™. A Guttiferona H (7), isolada de Garcinia
xanthochymus, também apresentou atividade anticarcinogénica (PROTIVA, et al.,
2008). A Guttiferona | (8), isolada de Garcinia smeathmannii, apresentou atividade
antimicrobiana com CIM = 0,61-1,22 pg.mL™ (KUETE et al., 2007). A Guittiferona J
(9), isolada de Garcinia virgata apresentou atividade anticarcinogénica com ICsp =
5,0 pug.mL* (MERZA et al., 2006). Guttiferona K (10), isolada de Garcinia
yunnanensis apresentou atividade anticarcinogénica em células cervicais com ICso =
20 pg.mL? (XU et al., 2008). A Guttiferona L (11), isolada de Rheedia Calcicola,
apresentou atividade anticarcinogénica em células ovarianas com ICso = 3 pg.mL™
(CAO et al., 2007).
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9 10

Figura 4 - Guttiferonas A (1), E (4), F (5), G (6), H (7), 1 (8), J (9), K(10) e L (11).
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2.3 Modificagdes estruturais

Uma vez obtido um composto biologicamente ativo, pode-se lancar mao de
estudos de relacao estrutura-atividade envolvendo modificacdo na molécula original.
Também chamada de variagcdo molecular, se constitui, certamente, no método mais
usado e recompensador para otimizar essa atividade, dependendo de seus grupos
reativos aliados a avaliacdo farmacolégica. A modificacdo molecular visa a
otimizacado do perfil farmacolégico, o entendimento do mecanismo de acdo e o
desenvolvimento de novos derivados candidatos a farmacos com propriedades
melhoradas em relagédo ao produto natural original (CECHINEL et al., 1999).

Em sua maioria, os produtos naturais apresentam uma grande diversidade e
complexidade molecular, com varios grupos funcionais de diferentes naturezas e
reatividade, susceptiveis a modificagbes por uma variedade de reagbes. Sabe-se
que a substituicio de um atomo de hidrogénio por um determinado grupo, pode
modificar profundamente a poténcia, duracdo, natureza do efeito farmacolégico da
molécula e suas propriedades fisico-quimicas tais como hidrofobicidade, densidade
eletrbnica, conformacdo estrutural, dentre outros fatores relacionados as
propriedades farmacodinamicas, além de propriedades farmacocinéticas (BOECK,
2005).

Inicialmente, realizam-se modificacdes procurando introduzir grupos que
conferem ao composto em estudo uma maior, ou menor hidrofobicidade ou grupos
doadores e/ou aceptores de elétrons, permitindo posteriormente a aplicacdo de
algum método de correlagdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica, que
pode ser qualitativa ou quantitativa. A aplicacdo destes métodos auxilia na predicao
de qual novo grupo ou atomo pode ser introduzido em determinada molécula para
torna-la mais ativa, proporcionando assim muitas vantagens na otimizagédo do perfil
de atividade de uma substancia candidata a protoétipo de farmaco (CECHINEL et al.,
1999).

As benzofenonas apresentam grupo hidroxila, duplas ligacdes, grupos
carbonila e outros que séo susceptiveis a modificagBes. Tais modificacdes permitem
obter rapidamente uma idéia da relagdo estrutura-atividade, especialmente com
respeito aos efeitos sobre a hidrofobicidade, densidade eletrbnica, ligacbes de
hidrogénio, entre outros (CALIXTO; YUNES, 2001).
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Através de modificacdes, podemos obter dados sobre a importancia do grupo
modificado na atividade da molécula e na identificagdo de grupos farmacoforicos,
que se refere ao arranjo tridimensional de atomos ou grupos funcionais necessarios
para a ligacdo de um composto em uma enzima ou receptor especifico. Por
exemplo, a xantoxilina (12), um produto natural antiespasmaodico isolado da
Sebastiania schottiana (sarandi negro) teve seu efeito farmacolégico notavelmente
aumentado quando grupos benzila contendo substituintes hidrofobicos e doadores
de elétrons foram introduzidos (Figura 5) (CECHINEL et al., 1999).
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Figura 5 - Estrutura quimica da xantoxilina e derivados.

A obtencéo de derivados semissintéticos tem sido objeto de varios trabalhos
de pesquisa, proporcionando a ampliacio do conhecimento cientifico aos
pesquisadores, principalmente aos estudiosos da Quimica Medicinal. Este processo
de sintese pode levar a descoberta de compostos com potencial medicamentoso,
muitas vezes para patologias sem cura ou negligenciadas (VIEGAS et al., 2006).

2.4 Proteases

As enzimas estdo relacionadas a sintese de biomacromoléculas (proteinas,
acidos nucléicos, lipidios, etc.), resposta imune, metabolismo, sinalizacdo celular e
todas as demais funcdes exercidas pelo organismo. Neste contexto, as proteases ou
peptidases caracterizam uma larga familia de enzimas conhecidas por catalisar a
clivagem de ligacdes peptidicas presentes em proteinas e polipeptidios (NEURATH,
1986). As peptidases pertencem a uma classe maior chamada de hidrolases,
envolvidas em reacdes de hidrolise de ligagcbes covalentes.

As proteases podem ser classificadas como endopeptidases e exopeptidases

de acordo com o local onde clivam a cadeia peptidica. As exopeptidases clivam
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ligacbes peptidicas nas extremidades amino e carboxila terminal das proteinas,
enquanto que as endopeptidases, também chamadas proteinases, efetuam a

clivagem no meio da cadeia polipeptidica, como ilustrado na Figura 6.

_ Exopeptidase Exopeptidase
Endopeptidase (aminopeptidase) (carboxipeptidase)

Figura 6 - Classificacéo das proteases conforme o local de hidrolise do substrato.
(Adaptado de Turk, 2006).

Estas enzimas podem ainda ser classificadas em cinco grandes grupos ou
familias de acordo com o0s aminoacidos presentes no sitio ativo envolvidos na
catalise. Sao classificadas como serino, cisteino, aspartato, metalo e treonina-
proteases. As enzimas que apresentam caracteristicas comuns como, por exemplo,
estrutura primaria homéloga e aminoacidos importantes para 0 mecanismo de
catélise sdo agrupadas em familias e clas (NEURATH, 1986; BEYNON; BOND,
1989).

As proteases catalisam a hidrolise das ligacdes peptidicas, mas com
diferentes especificidades pelas cadeias laterais que compreendem a ligacéo
peptidica a ser clivada. Na convencdo descrita por Schechter e Berger (1967), o
residuo P1 corresponde ao sitio de especificidade, sendo que os residuos de
aminoacidos em direcdo ao N-terminal da ligacdo a ser hidrolisada, séao
denominados Pn...P3-P2-P1, enquanto aqueles em direcdo ao C-terminal sédo P1'-
P2’-P3'...Pn’. O sitio catalitico esta flanqueado por aminoacidos do substrato, e cada
subsitio é capaz de acomodar a cadeia lateral de um Unico aminoacido, sendo
denominados S1-S2-S3...Sn e S’1-S'2-S3'...Sn’, como representado pelo esquema
da Figura 7.
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Figura 7 - Representacdo esquematica da ligacado do substrato a protease segundo
Schechter e Berger (1967). (Adaptado de Turk, 2006).

Em termos numéricos, as serino-proteases foram mais extensamente
investigadas. Este é considerado o grupo mais caracterizado entre todas as
subdivisbes de proteases (OTTO; SCHIRMEISTER, 1997). Cisteino-proteases,
também conhecidas como tiol-proteases, ja foram encontradas em virus, bactérias,
protozoarios, plantas e mamiferos (BARRET; SALVESEN, 1986). Recentemente,
cisteino-proteases tém sido encontradas em fungos (SHARMA et al., 1989).

Proteases estdo envolvidas em varios processos biolégicos importantes,
incluindo a inflamacéo, infeccdo, degradacdo da matriz extracelular, coagulacao
sanguinea e cicatrizacdo de feridas, lesdes de tecidos, digestdo, fertilizacao,
diferenciacdo e crescimento das células, resposta imune e apoptose (HAQ et al.,
2010). Descontrolada, ndo regulamentada, ou protedlise indesejada pode levar a
varios estados de doenca, incluindo enfisema, acidente vascular cerebral, infeccdes

virais, cancer, mal de Alzheimer, inflamacéao e artrite (POWERS et al., 2002).

A atividade dessas proteases pode ser regulada por meio de inibidores de
protease, sendo possivel, portanto, prever a importancia da procura por inibidores
cada vez mais eficientes de proteases, ja que estes tém um potencial consideravel
para intervencédo terapéutica em uma variedade de doencas (POWERS et al., 2002;
SHEN; CHOU, 2009).

O planejamento de inibidores, muitas vezes ou na maioria das vezes, se da
pelo conhecimento do mecanismo de acdo das enzimas, especificidade de
substrato, e a estrutura do sitio ativo. A estrutura do substrato € muitas vezes
utilizada como ponto de partida no planejamento de inibidores da enzima, por meio
da modelagem molecular, com base no conhecimento de estruturas tridimensionais

do alvo, enzimas e do complexo enzima-substrato (FEAR et al., 2007).
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2.4.1 Serino-proteases: tripsina

As serino-proteases sdo caracterizadas pela presenca de um residuo de
serina no sitio ativo da enzima, acompanhado de um residuo de acido aspartico e
outro de histidina formando uma triade catalitica, comum nessa familia. A catalise
ocorre via formacdo de um estado de transicdo tetraédrico durante as etapas de
acilacdo e desacilagdo. A tripsina, a quimiotripsina, a elastase e as calicreinas sdo
exemplos de serino-proteases (POWERS, et al., 2002).

A serino-protease mais estudada até o momento € a tripsina (E.C. 3.4.21.4).
Esta enzima tem especificidade para ligacdes peptidicas contendo residuos de
cadeia lateral carregados positivamente, tais como arginina (Arg) e lisina (Lys), na
posicdo P1 do substrato (BEYNON; BOND, 1989).

O mecanismo catalitico das serino-proteases ocorre por um processo de duas
etapas hidroliticas e baseia-se em um ataque nucleofilico as ligacdes peptidicas por
um residuo de serina (FIGURA 8). A propriedade nucleofilica do grupo hidroxila da
serina € incrementada pela presenca de um residuo de histidina, mantida num
“estado receptor de prétons” por um residuo aspartato (Asp). O evento de acilacéo
libera uma parte do substrato como produto. A segunda etapa enzimatica envolve a
reacao da acil-enzima com uma molécula de agua resultando no segundo produto

de hidrdlise, em um processo que regenera a enzima (LEE; MOBASHERY, 2004).
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Figura 8 - Mecanismo proposto para serino-protease (Adaptado Lee, 2004).
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2.4.2 Cisteino-proteases: papaina

Entre as cisteino-proteases, a mais investigada é a papaina (EC 3.4.22.2),
oriunda do latex de Carica papaya. Papaina é um polipeptideo monomeérico com
peso molecular de 23406 Da e consiste de uma cadeia de 212 residuos de
aminoacidos com trés ligacbes dissulfeto (Cys22-Cys63, Cys56-Cys95, Cysl53-
Cys200). A papaina é particularmente eficaz na clivagem de peptideos contendo
residuos de arginina e lisina (P1), mas o subsitio que reconhece estes residuos
provenientes do substrato peptidico tem uma especificidade muito menos definida
que S2, o qual prefere residuos hidrofobicos como fenilanina. O subsitio S2 da
papaina € uma bolsa hidrofébica formada por residuos dos aminoacidos Trp69,
Tyr67, Phe207, Pro68, Alal60, Vall133 e Vall57. Papaina € isolada na forma inativa
e a sua ativacao € possivel por reacdes das pontes dissulfeto intramoleculares com

tiol-reagentes ou agentes redutores (COHEN et al., 1986).

O mecanismo catalitico das cisteino-proteases é semelhante ao mecanismo
das serino-proteases, diferindo-se pela presenca do residuo de cisteina na triade
catalitica de residuos do sitio ativo (Asn-His-Cys) sendo que o ataque nucleofilico
ocorre por este residuo, mostrado na Figura 9 (BEYNON; BOND, 1989).
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Figura 9 - Mecanismo proposto para cisteino-protease.(Adaptado de Lee, 2004).
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3 JUSTIFICATIVAS

A busca de substancias terapéuticas mais eficazes, com baixa toxicidade e
maior especificidade, tem intensificado os estudos para a descoberta de novos
farmacos. Compostos naturais que se apresentam inativos ou poucos ativos em
determinado modelo farmacolégico, podem ser levados a compostos com atividade
relevante, através de modificacdes estruturais simples (CECHINEL et al., 1999).

Com isso, o0 laboratorio de Fitoquimica e Quimica Medicinal — LFQM da
Unifal-MG vem, ao longo de sua existéncia na instituicdo, isolando produtos naturais
e obtendo moléculas semissintéticas a partir dos mesmos com grande potencial
farmacoldgico.

Considerando que a guttiferona-A 1, segundo Martins e colaboradores (2009),
tem se mostrado eficaz na inibicdo de enzimas como a catepsina B e a catepsina G,
0 presente projeto visou a sintese e o estudo de derivados semissintéticos da
guttiferona-A 1 e a avaliacdo da atividade inibitéria dos mesmos sobre proteases,
enzimas envolvidas em diversas patologias como o cancer, inflamacgao, osteoporose
e AIDS. Os ensaios de inibicdo foram realizados com papaina e tripsina — enzimas
proteoliticas utilizadas como modelo para a elucidagdo de componentes importantes
na seletividade, para a concep¢do de inibidores especificos de serino e cisteino-
proteases e estudo de relacdo estrutura-atividade (SAR), uma vez que estas
enzimas possuem uma grande quantidade de informacdes estruturais (LALONDE et
al., 1998).

A proposicéo dos derivados com crescente aumento da cadeia lateral teve por
objetivo estudar o efeito dos volumes das moléculas bem como a maior ou menor
hidrofobicidade sobre a atividade biolégica. Ao mesmo tempo a reatividade destes
grupos poderia ser avaliada, uma vez que ndo ha estudos relatados na literatura de
reacoes para a guttiferona-A 1.
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4 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo o isolamento da benzofenona natural
poliprenilada, guttiferona-A 1 a partir do extrato acetato de etila das sementes de
Rheedia brasiliensis. E por modificacdo nas hidroxilas fendlicas, a obtencdo dos
derivados semissintéticos, na qual foram introduzidos grupos alquila e acila, de
forma a aumentar o tamanho da cadeia e modificar suas propriedades lipofilicas, a
fim de relacionar a estrutura-atividade dos derivados obtidos sobre enzimas

proteoliticas (tripsina e papaina).

Para a obtencdo dos derivados, planejou-se a seguinte série a partir da
guttiferona-A (FIGURA 10):

Figura 10 - Proposta de semissintese para a obtencdo dos derivados.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiais, métodos e instrumentos

v Nos processos de cromatografia em coluna (CC) foi utilizada silica gel 60 [70
a 230 Mesh (0,063 — 0,200 nm) ou 230 — 400 Mesh (0,200 — 0,360 nm), ASTM],

Merck®, em suporte de vidro de diametro interno adequado para cada caso.

v Nos processos de cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada silica

gel 60 G Merck®, na espessura de 0,25 mm (analitica).

v' Como reveladores foram utilizados vapores de iodo sublimado, solugéo

etandlica de FeClz a 1% (m/v) ou luz ultravioleta (A = 254 ou 365 nm).

v' O critério de pureza adotado para a guttiferona-A 1 foi a andlise do peffil

cromatografico comparado ao padrao.

v' Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta foram obtidos em
Espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu - 2550), de feixe duplo. As substancias
analisadas foram solubilizadas em etanol 0,1% (m/v) e analisadas por varredura na
faixa de 200 a 500 nm.

v Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
Espectrdmetro Shimadzu modelo Prestig-21, no Laboratério Interdisciplinar de
Quimica (LABIQ) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL) em pastilhas de

brometo de potassio (KBr) e as absor¢des expressas em niimeros de ondas (cm™).

v Os espectros de massas foram obtidos em cromatégrafo a gas acoplado a
detector de massas (CG-EM) Shimadzu modelo QP5050A, no departamento de

Quimica da Universidade Federal de Vicosa, UFV.

v' Os espectros de RMN de 'H e de '*C foram obtidos em espectrémetro
BRUKER Avance DRX400, no Departamento de Quimica, ICEX, UFMG, utilizando

tetrametilsilano (TMS) como padréo interno. Os deslocamentos quimicos (d) sdo
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expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz).

v O teste enzimatico foi realizado em espectrofluorimetro Varian modelo Cary
Eclipse. Foi utilizado 7-amino-4-metilcumarina (MCA) para calibragcdo do
espectrofluorimetro.

5.2 Coleta do material vegetal

Os frutos de Rheedia brasiliensis foram coletados no campus da Universidade
Federal de Vigcosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais e identificadas por um
botanico. A exsicata esta depositada no Horto Botanico da UFV  (nimero VIC2604).
Os frutos foram separados em cascas e sementes. Foi realizada a limpeza
necessaria do material, retirando-se as sementes estragadas e contaminadas. Uma
vez lavadas as sementes foram descascadas e colocadas em local arejado ao

abrigo da luz.

Figura 11 - Frutos de Rheedia brasiliensis.

5.3 Estudo fitoquimico

5.3.1 Obtencéo da guttiferona-A 1

Preparo do extrato

As sementes de Rheedia brasiliensis foram trituradas em liquidificador
industrial e submetidas a extracdo a frio por maceracdo com acetato de etila, para
obtencao dos extratos brutos. A cada trés dias de maceracao, a mistura foi filtrada

por filtracdo simples, concentrada sob pressédo reduzida a 45 €. Posteriores
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renovagdes do solvente extrator nos frascos contendo as sementes trituradas foram

feitas, repetindo-se esse processo até que o material fosse extraido exaustivamente.

Figura 12 - Extracdo da semente de Rheedia brasiliensis obtido por maceracao.

Isolamento e purificacdo da quttiferona-A

O isolamento da guttiferona-A 1 foi realizado a cada 50 g do extrato acetato
de etila das sementes de Rheedia brasiliensis, por CC, segundo a metodologia
descrita por SANTOS et al., 1999. A eluicado das substancias iniciou-se com hexano
e a polaridade foi aumentada gradativamente (a cada 1%) com adi¢cdo de acetato de
etila. As fracbes foram coletadas em volumes de 250 mL e analisadas por CCD
(eluente: hexano/acetato de etila 95:5; reveladores: solugdo etanolica de FeCls,
vapor de iodo sublimado e sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e
365 nm). As fragBes foram agrupadas por comparagédo por CCD (FIGURA 13). Em
seguida, foram tratadas com hexano e, apds algum tempo de repouso, foi observada

a decantacéo de um solido amarelo (4g de guttiferona-A 1, com rendimento de 8%).

3

s

Figura 13 - Cromatografia em camada delgada (CCD): 1) extrato bruto acetato de
etila de sementes de R. brasiliensis; 2) Fracdo contendo 7-epiclusianona; 3) Fracéo
contendo guttiferona- A; 4) Padréo de 7-epiclusianona; 5) Padréao de guttiferona-A.
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o |

33\ 18 H3§ i FM: C38H5006 |
s CH %6 a7 : :
/ 13;/3“\35/)\“3 ! MM: 602,8 g/mol |

III/ » 27 I I

i

IV(KBF) Vmadcm™: 3267 (O-H); 2929 e 2858 (C-H); 1610 (C=C); 1197 (C-O); 1730
(C=0).

UV (EtOH, 0,1 %) Amax (log €): 229 (3,45), 277 (3,44) nm.
5.4 Reac0Oes de semissintese

5.4.1 Preparo e caracterizacdo de 13,14-di-O-acetil-guttiferona-A 14 (HANSEN;
RINGS, 1999).

Em um balédo de fundo redondo foram adicionados 200 mg (0,332 mmol) de 1
dissolvidos em 5 mL de acetona, 0,5 mL (0,4 g; 3,98 mmol) de anidrido acético e 24
mg (0,199 mmol) de DMAP. O sistema foi mantido em agitacdo magnética em
temperatura ambiente por 4 horas e monitorado por CCD (hexano/acetato de etila
7:3). Os reveladores utilizados foram solucéo etanodlica de FeCls e luz ultravioleta
nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Ao final da reacao, foram adicionados
ao meio reacional 30 mL de solugéo de HCI 1% (v/v) e 20 mL de acetato de etila. As
fases foram separadas, a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (4x 20 mL) e
a fase organica reunida foi neutralizada com solucéo saturada de NaHCO3, secada
em sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. Foi obtido
0,18 g (0,26 mmol) de 14, na forma de um 6leo vermelho. (78% de rendimento).
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i FM: C42Hs540s I

i |v||v| 686,87 g/mol |

RMN de 'H (CDCls, 400MHz): 1,48 (s, 2H, H-17); 1,70-1,52 (m, 24H, H-22, 23, 27,
28, 32, 33, 37 e 38); 2,04 (s, 3H, H-18); 2,08-2,05 (m, 1H, H-7); 2,08-2,06 (M, 2H, H-
34): 2,29 (s, 6H, H-40 e H-42); 2,53 (dd, 1H, J 9,1 e 13,8 Hz, H-8); 2,63 (d, 1H, J 8,0
Hz, H-8); 2,72-2,63 (M, 4H, H-19 e 29); 2,79-2,75 (m, 2H, H-24): 5,05-5,00 (m, 2H,
H-25 e H-35); 5,13-5,09 (m, 1H, H-30); 5,19-5,15 (m, 1H, H-20); 7,20 (d, 1H, J 8,5
Hz, H-15); 7,43 (dd, 1H, J 1,9 e 6,3 Hz, H-12); 7,46 (d, 1H, J 2,0 Hz, H-16).

RMN de *3C (CDCls, 100 MHz): 18,1 (C-37); 18,3 (C-22); 18,4 (C-32); 18,8 (C-28);
19,7 (C-40); 20,9 (C-17); 22,7 (C-42); 24,3 (C-34); 25,9 (C-27); 26,0 (C-38); 26,2 (C-
24); 26,05 (C-23 e 33); 28,8 (C-19); 31,2 (C-29); 36,7 (C-18); 38,7 (C-8); 40,2 (C-7);
51,2 (C-6); 63,3 (C-1); 69,8 (C-5); 116,8 (C-15); 118,6 (C-12); 119,1 (C-3); 120,5 (C-
20); 122,9 (C-30); 123,9 (C-25); 124,3 (C-16); 124,5 (C-35) 128,2 (C-11); 132,2 (C-
36); 133,1 (C-26); 133,7 (C-21); 134,8 (C-31); 145,6 (C-14); 145,8 (C-13); 167,7 (C-
41); 168,0 (C-39); 193,6 (C-4); 194,6 (C-2); 197,8 (C-10); 207,9 (C-9).

IV(KBI) Vma/cm™: 2970 e 2922 (C-H); 1778 (C=0): 1666 e 1608 (C=C); 1201 (O-
C=C).

UV (EtOH, 0,1 %) Amax (log €): 248 (4,12), 293 (3,98) nm.
CG-EM m/z (%): 686 (1), 617 (4), 575 (9), 231 (33), 137 (39), 69 (100), 55 (23).

5.4.2 Preparo e caracterizagdo de 4,13,14-tri-O-metil-guttiferona-A 15 (UNANGST et
al., 1996).
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Em um bal&o de fundo redondo foram adicionados 50 mg (0,083 mmol) de 1
dissolvidos em 4mL de acetona. Foram acrescentados 0,02 mL (0,04 g; 0,498 mmol)
de iodeto de metila e 50 mg (0,498 mmol) de carbonato de potassio. O sistema foi
mantido sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por 72 horas e
monitorado por CCD (hexano/acetato de etila 7:3). Os reveladores utilizados foram
solucéo etandlica de FeCls e luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e
365 nm. Decorrido este tempo, foram adicionados ao meio de reacdo 30 mL de agua
destilada e 20 mL de acetato de etila. As fases foram separadas, a fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (4 x 20 mL) e a fase organica reunida foi secada em
sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada em rotavapor. Foram obtidos 46,6 mg
(0,072 mmol) de 15, na forma de um Oleo amarelo, que corresponde a 87% de

rendimento.

|
i FM: C41H5606 |
| MM: 644,88 g/mol :

e =

RMN de 'H (CDCls, 400MHz): 1,52 (s, 2H, H-17): 1,72-1,56 (m, 24H, H-22, 23, 27,
28, 32, 33, 37 e 38); 2,00 (s, 3H, H-18); 2,10-2,06 (M, 1H, H-7); 2,17-2,14 (m, 2H, H-
34); 2,45 (dd, 1H, J 7,5 e 14,2 Hz, H-8); 2,51 (d, 1H, J 8,0 Hz, H-8); 2,70-2,62 (m,
4H, H-19 e 29); 2,79-2,74 (m, 2H, H-24); 3,64 (s, 3H, H-40); 3,65 (s, 3H, H-39); 3,91
(s, 3H, H-41); 5,04-4,99 (m, 2H, H-25 e H-35); 5,15-5,09 (m, 1H, H-30); 5,55-5,53 (m,
1H, H-20); 7,24 (d, 1H, J 6,7 Hz, H-15); 7,55 (dd, 1H, J 1,6 e 15 Hz, H-12); 7,71 (d,
1H, J 2,3 Hz, H-16).

RMN de *C (CDCls, 100 MHz): 17,6 (C-37); 18,0 (C-22); 18,1 (C-28);18,4 (C-32);
20,1 (C-17); 22,8 (C-34); 25,0 (C-23 e 33); 25,9 (C-38); 26,2 (C-24); 26,2 (C-27);
29,5 (C-19); 31,4 (C-29); 37,4 (C-18); 39,5 (C-7); 40,1 (C-8); 50,3 (C-6); 56,1 (C-39 e
40); 60,1 (C-41); 62,8 (C-1); 68,9 (C-5); 115,8 (C-15); 119,8 (C-12); 120,0 (C-3);
120,5 (C-20); 123,9 (C-30); 124,0 (C-16); 125,2 (C-25); 125,4 (C-35); 131,8 (C-11);
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132,5 (C-36); 132,8 (C-26): 133,6 (C-21); 134,2 (C-31); 149,2 (C-13); 153,6 (C-14);
194,2 (C-4); 194,3 (C-2); 196,0 (C-10): 208,3 (C-9).

IV(KBF) Vma/cm™: 2926 e 2854 (C-H); 1745 (C=0); 1647 e 1670 (C=C); 1269 (C-O-
C).

UV (EtOH, 0,1 %) Amax (l0g €): 231 (4,13), 277 (3,94) nm.

CG-EM m/z (%): 575 (25), 491 (5), 383 (25), 245 (45), 165 (95), 137 (39), 69 (100),
55 (23).

5.4.3 Preparo e caracterizacdo de 14-O-butil-guttiferona-A 16 (UNANGST et al.,
1996).

Em um balédo de fundo redondo foram adicionados 50 mg (0,083 mmol) de 1
dissolvidos em 5 mL de acetona, 0,6 mL (0,071 g; 0,498 mmol) de 1-bromobutano e
50 mg (0,498 mmol) de carbonato de potassio. O sistema foi mantido sob agitacédo
magnética em temperatura ambiente por 11 horas e monitorado por CCD
(hexano/acetato de etila 8:2). Os reveladores utilizados foram solucdo etandlica de
FeCls e luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Decorrido este
tempo, foram adicionados ao meio de reacdo 30 mL de 4gua destilada e 20 mL de
acetato de etila. As fases foram separadas, a fase aquosa foi extraida com acetato
de etila (4 x 20 mL) e a fase organica reunida foi secada em sulfato de sodio anidro,
filtrada e concentrada sob pressao reduzida. Foram obtidos 45,4 mg (0,069 mmol)
de 16, na forma de um 6leo amarelo, que corresponde a 83% de rendimento.

| :
i FM: C42H5403 [
| MM: 658,91 g/mol :

R




38

RMN de 'H (CDCls, 400MHz): 0,88 (s, 3H, H-42); 1,23-1,26 (m, 4H, H-40 e 41); 1,49
(s, 2H, H-17); 1,79-1,59 (m, 24H, H-22, 23, 27, 28, 32, 33, 37 e 38); 2,04-2,00 (m,
2H, H-34); 2,07 (s, 3H, H-18); 2,17-2,11 (m, 1H, H-7); 2,32 (dd, 1H, J 7,6 € 16,3 Hz,
H-8); 2,47 (d, 1H, J 7,2 Hz, H-8); 2,53-2,50 (m, 4H, H-19 e 29); 2,69-2,62 (m, 2H, H-
24); 3,98-4,01 (m, 2H, H-39); 4,90-4,85 (m, 2H, H-25 e H-35); 5,15-5,17 (m, 1H, H-
30); 5,36-5,33 (M, 1H, H-20); 7,48 (d, 1H, J 1,6 Hz, H-15); 7,70 (dd, 1H, J 3,2 € 5,8
Hz, H-12); 8,0 (d, 1H, J 8,6 Hz, H-16).

IV(KBF) Vma/cm™: 2964 e 2927 (C-H); 1724 (C=0); 1645 e 1664 (C=C); 1276 (C-O-
C).

UV (EtOH, 0,1 %) Anax (log €): 228 (4,24), 277 (4,28) nm.
CG-EM m/z (%): 589 (13), 507 (11), 397 (15), 193 (24), 69 (100), 55 (20).

5.4.4 Preparo e caracterizacdo de 13,14-di-O-butanoil-guttiferona-A 17 (UNANGST
et al., 1996)

Em um bal&o de fundo redondo foram adicionados 50 mg (0,083 mmol) de 1
dissolvidos em 5 mL de acetona, 0,10 mL (0,11g; 0,996 mmol) de cloreto de
butanoila e 195 mg (0,996mmol) de carbonato de potassio. O sistema foi mantido
sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por 4 horas e monitorado por
CCD (hexano/acetato de etila 8:2). Os reveladores utilizados foram, solucéo
etandlica de FeCl; e luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm.
Decorrido este tempo, foram adicionados ao meio de reacdo 30 mL de agua
destilada e 20 mL de acetato de etila. As fases foram separadas, a fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (4 x 20 mL) e a fase organica reunida foi secada em
sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. Foram obtidos
49,7 mg (0,074mmol) de 17, na forma de um o6leo vermelho, o que corresponde a

89% de rendimento.
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- & . FM: CasHeoOs I
. 3 36 37 H .
a /. }“i)\% | MM: 742,97 g/mol |

RMN de H (CDCls, 400MHz): 0,97 (s, 6H, H-42 e 46); 1,49 (s, 2H, H-17); 1,77-1,56
(m, 24H, H-22, 23, 27, 28, 32, 33, 37 e 38); 1,79 (M, 4H, H-40 e H-44); 2,04 (s, 3H,
H-18); 2,11-2,06 (m, 2H, H-34); 2,17-2,13 (m, 1H, H-7); 2,33 (dd, 1H, J 8,2 e 14,8
Hz, H-8); 2,51 (d, 1H, J 7,0 Hz, H-8); 2,53 (m, 4H, H-41 e H-45); 2,69-2,61 (m, 2H,
H-19 e 29); 2,78-2,75 (m, 2H, H-24); 5,15-5,13 (m, 2H, H-25 e H-35); 5,21-5,15 (m,
1H, H-30); 5,23-5,17 (m, 1H, H-20); 7,20 (d, 1H, J 8,4 Hz, H-15); 7,40 (dd, 1H, J 7,9
e 20,1 Hz, H-12); 7,70 (d, 1H, J 2,2 Hz, H-16).

IV(KBI) Vmsdcm™: 2968 e 2929 (C-H); 1774 (C=0); 1662 e 1608 (C=C); 1259 (O-
C=C).

UV (EtOH, 0,1 %) Amax (l0g €): 260 (3,89), 323 (3,33) nm.
CG-EM m/z (%): 673 (26), 411 (30), 285 (12), 231 (31), 69 (100), 55 (28).

5.4.5 Preparo e caracterizacdo de 14-O-terc-butoxicarbonil-guttiferona-A 18
(HANSEN; RINGS, 1999)

Em um balédo de fundo redondo foram adicionados 200 mg (0,332 mmol) de 1
dissolvidos em 5 mL de acetona, 0,85 mL (0,864 g; 3,98 mmol) de anidrido de di-
terc-butoxicarbonila (Boc,0) e 24 mg (0,199 mmol) de DMAP. O sistema foi mantido
sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por 12 horas e monitorado por
CCD (hexano/acetato de etila 8:2). Os reveladores utilizados foram, solucéo
etandlica de FeCl; e luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Ao

final da reagéo, foram adicionados ao meio reacional 30 mL de solucdo de HCI 1%
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(v/v) e 20 mL de acetato de etila. As fases foram separadas, a fase aquosa foi
extraida com acetato de etila (4x 20 mL) e a fase organica reunida foi neutralizada
com solucdo saturada de NaHCO3;, secadas em sulfato de sédio anidro, filtrada e
concentrada sob pressao reduzida. Foram obtidos 32 mg (0,045 mmol) de 18, na

forma de um 6leo incolor, o que corresponde a 55% de rendimento.

I
i FM: C43H5803 |
| MM: 702,91 g/mol -

e =

RMN de 'H (CDCls, 400MHz): 1,13 (s, 9H, H-41,42 e 43); 1,48 (s, 2H, H-17); 1,75-
1,53 (m, 24H, H-22, 23, 27, 28, 32, 33, 37 e 38); 2,04 (s, 3H, H-18); 2,10-2,06 (m,
2H, H-34); 2,17-2,13 (m, 1H, H-7); 2,57 (dd, 1H, J 7,7 e 15,1 Hz, H-8); 2,65 (d, 1H, J
9,4 Hz, H-8); 2,68-2,62 (m, 2H, H-19 e 29); 2,75-2,73 (m, 2H, H-24); 4,89-4,87 (m,
2H, H-25 e H-35); 5,17-5,14 (m, 1H, H-30); 5,25-5,23 (m, 1H, H-20); 7,38 (d, 1H, J
2,0 Hz, H-15); 7,42 (dd, 1H, J 2,0 e 12,0 Hz, H-12); 7,46 (d, 1H, J 2,3 Hz, H-16).

IV (KBF) Vma/cm™: 3446 (O-H); 2981 e 2931 (C-H); 1766 (C=0); 1647 e 1579 (C=C);
1257 (O-C=C).

UV (EtOH, 0,1 %) Amax (I0g €): 250 (3,65), 275 (3,63) nm.
CG-EM m/z (%): 702 (1), 533 (29), 341 (50), 231 (49), 137 (31), 69 (100), 55 (49).

5.4.6 Preparo e caracterizagao de 14-O-octanoil-guttiferona-A 19 (UNANGST et al.,
1996)

Em um bal&do de fundo redondo foram adicionados 50 mg (0,083 mmol) de 1
dissolvidos em 5 mL de acetona, 0,085 mL (0,014 g; 0,498 mmol) de cloreto de

octanoila e 50 mg (0,498 mmol) de carbonato de potassio. O sistema foi mantido sob
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agitacdo magnética em temperatura ambiente por 4 horas e monitorado por CCD
(hexano/acetato de etila 7:3). Os reveladores utilizados foram, solucéo etandlica de
FeCl; e luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Decorrido este
tempo, foram adicionados ao meio de reacdo 30 mL de agua destilada e 20 mL de
acetato de etila. As fases foram separadas, a fase aquosa foi extraida com acetato
de etila (4 x 20 mL) e a fase organica foi secada em sulfato de sédio anidro, filtrada e
concentrada sob pressao reduzida. Foram obtidos 46,8 mg (0,064 mmol) de 19, na

forma de um 6leo amarelo, o que corresponde a 78% de rendimento.

E FM: C46H5407 |
i MM: 728,99 g/mol :

- e — e — e — e — =

H3C
46

44 42

RMN de 'H (CDCls, 400MHz): 0,89 (s, 3H, H-46); 1,49 (s, 2H, H-17); 1,73-1,56 (m,
24H, H-22, 23, 27, 28, 32, 33, 37 e 38); 2,04 (s, 3H, H-18); 2,11-2,07 (m, 2H, H-34);
2,20-2,17 (m, 1H, H-7); 2,27 (dd, 1H, J 2,7 e 7,6 Hz, H-8); 2,34 (m, 2H, H-40); 2,52
(d, 1H, J 7,4 Hz, H-8); 2,66-2,63 (M, 2H, H-19 e 29); 2,79-2,73 (m, 2H, H-24); 5,06-
4,99 (m, 2H, H-25 e H-35); 5,16-5,11 (m, 1H, H-30); 5,23-5,18 (m, 1H, H-20); 7,20 (d,
1H, J 2,4 Hz, H-15); 7,37 (dd, 1H, J 2,0 e 8,5 Hz, H-12): 7,64 (d, 1H, J 1,9 Hz, H-16).

IV (KBr) Vmad/cm™: 2956 e 2929 (C-H); 1710 (C=0); 1282 (O-C=C).
UV (EtOH, 0,1 %) Amax (l0g €): 224 (3,18), 259 (3,11) nm.
CG-EM m/z (%): 659 (11), 577 (6), 467 (14), 341 (10), 69 (100).

5.4.7 Preparo e caracterizacao de 13,14-di-O-benzoil-guttiferona-A 20 (UNANGST et
al., 1996)
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Em um bal&o foram dissolvidos 100 mg (0,17 mmol) de guttiferona-A (1) em 5
mL de acetona, seguido da adi¢do de 33,3 mg (0,32 mmol) de K,CO3 e de 0,04 mL
(0,32 mmol) de cloreto de benzoila. O sistema reacional foi mantido sob agitacao
magnética em temperatura ambiente por 12 horas e a reacao foi monitorada por
CCD (hexano/acetato de etila 7:3). Ao final, foram adicionados 30 mL de agua e a
mistura reacional foi extraida com (4 x 20 mL) de acetato de etila, a fase orgéanica foi
secada em sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida
fornecendo um produto bruto que foi purificado em coluna. O produto obtido

apresentou-se como um 6leo amarelo, com rendimento de 51%.

E FM: CsoHs808 |
i MM: 810,4 g/mol :

RMN de 'H (CDCls, 400MHz): 1,49-1,45 (m, 2H, H-17); 1,74-1,58 (m, 24H, H-22, 23,
27, 28, 32, 33, 37 e 38); 2,03 (s, 3H, H-18); 2,16-2,02 (m, 2H, H-34); 2,17-2,15 (m,
1H, H-7); 2,44 (dd, 1H, J 2,7 e 14,2 Hz, H-8); 2,53-2,51 (m, 2H, H-19 e 29): 2,59 (d,
1H, J 14,2 Hz, H-8); 2,63-2,61 (m, 2H, H-24); 5,08-5,01 (m, 2H, H-25 e H-35); 5,18-
5,13 (m, 1H, H-30); 5,36-5,32 (m, 1H, H-20); 7,35 (d, 1H, J 7,8 Hz, H-15); 7,52 (t, 2H,
J 7,5 Hz, H-43 e 50); 7,58 (t, 1H, J 7,4 Hz, H-42,44, 49 e 51); 7,64 (dd, 1H, J 2,0 e
8,4 Hz, H-12); 7,82 (d, 1H, J 1,9 Hz, H-16); 8,03-8,00 (m, 4H, H-41, 45, 48, 52).

RMN de *3C (CDCls, 100 MHz): 17,6 (C-37); 18,2 (C-28); 18,4 (C-22); 18,4 (C-32);
19,9 (C-17); 22,8 (C-34); 25,0 (C-23 e 33); 25,7 (C-38); 26,0 (C-27); 26,3 (C-24);
29,7 (C-19); 31,0(C-29); 35,2 (C-18); 37,7 (C-7); 39,7 (C-8); 51,0 (C-6); 55,4 (C-1);
70,7 (C-5); 115,3 (C-15); 117,6 (C-12); 119,3 (C-3); 123,3 (C-20); 123,7 (C-30);
123,8 (C-25); 125,3 (C-16); 127,9 (C-35); 128,5 (C-49 e 51); 128,6 (C-42 e 44);
130,2 (C-47); 130,4 (C-40); 131,9 (C-11); 132,1 (C-36); 132,8 (C-26); 133,7 (C-21);
133,8 (C-31); 134,1(C-48 e 52); 134,2 (C-41 e 45); 135,1 (C-50); 135,6 (C-43); 146,5
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(C-13): 161,3 (C-14); 163,5 (C-46): 167,1 (C-39); 190,5 (C-4); 190,6 (C-2); 195,7 (C-
10); 206,8 (C-9).

IV (KBr) vmadcm™ : 2964 e 2916 (C-H); 1749 (C=0); 1600 e 1681 (C=C); 1246 (O-
C=C).

CG-EM m/z (%): 810 (1), 741 (6), 606 (3), 345 (13), 105 (100), 69 (56).

5.4.8 Tentativa de sintese de 14-O-prenil-guttiferona-A 21 (UNANGST et al., 1996)

Em um balédo de fundo redondo foram adicionados 100 mg (0,166 mmol) de 1
dissolvidos em 5 mL de acetona, 0,12 mL (0,15 g; 0,996 mmol) de brometo de 3,3-
dimetilalila e 97 mg (0,996 mmol) de carbonato de potassio. O sistema foi mantido
sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por 24 horas e monitorado por
CCD (hexano/acetato de etila 7:3). Os reveladores utilizados foram solucéo etandlica
de FeCl; e luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Decorrido
este tempo, foram adicionados ao meio de rea¢do 30 mL de agua destilada e 20 mL
de acetato de etila. As fases foram separadas, a fase aquosa foi lavada por acetato
de etila (4 x 20 mL) e a fase organica reunida foi secada em sulfato de sodio anidro,
filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi submetido a
purificacdo por CC e CLAE semi-preparativa, mas néo foi possivel a separacédo da

mistura.

5.4.9 Tentativa de sintese de 14-O-octil-guttiferona-A 22 (UNANGST et al., 1996)

Em um baléo de fundo redondo foram adicionados 50 mg (0,083 mmol) de 1
dissolvidos em 5 mL de acetona, 0,08 mL (0,016 g; 0,498 mmol) de 1-bromo-octano
e 50 mg (0,498 mmol) de carbonato de potassio. O sistema foi mantido em agitacéo
magneética por 21 horas e monitorado por CCD (hexano/acetato de etila 8:2). Os
reveladores utilizados foram, solucdo etandlica de FeCl; e luz ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Decorrido este tempo, foram adicionados
ao meio de reacdo 30 mL de agua destilada e 20 mL de acetato de etila. As fases
foram separadas, a fase aquosa foi lavada por acetato de etila (4 x 20 mL) e a fase

organica reunida foi secada em sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada sob
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pressao reduzida. O residuo obtido foi submetido a purificagdo por CC e CLAE semi-

preparativa, mas nao foi possivel a separacdo da mistura.
5.5 Avaliacdo da atividade inibitoria

Os ensaios de inibicdo de papaina e tripsina foram realizados no
Departamento de Biofisica da Universidade Federal de S&o Paulo em colaboracéao
com a Prof. Dra. Maria Aparecida Juliano e o doutorando Diego Magno Assis, € no
Laboratorio de Bioquimica da Universidade Federal de Alfenas em colaboracdo com
a professora Dra. Maisa Ribeiro Pereira Lima Brigagédo, seguindo a técnica descrita

por Martins e colaboradores (2009).
5.5.1 Ensaio: papaina e tripisna

Os ensaios com papaina foram realizados em tampéao fosfato de sédio 50
mmol.L™ (pH 6,8) contendo 1,0 mmol.L™ de EDTA. Papaina foi previamente ativada
com DTT 10 mmol.L™ por 10 minutos enquanto que, 0s ensaios com tripsina foram
realizados em tamp&o Tris-HCl 50 mmol.L™* (pH 8,0) contendo CaCl, 10 mmol.L™,
ambos a 25°C. E-64 foi utilizado como inibidor classico de cisteino-proteases e

TLCK foi utilizado como inibidor classico de serino-proteases.

Os derivados semissintéticos (1mg) foram dissolvidos em 1 mL de
dimetilformamida (DMF) e o substrato fluorescente Z-Phe-Arg-MCA (1 mg) foi
dissolvido em 1 mL de uma solugcédo agua/DMF 1:1. A concentracéo final foi ajustada
conforme a necessidade de cada ensaio.

A atividade proteolitica foi monitorada por meio da hidrolise do substrato
peptidico fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA, através da liberacdo de (MCA) em
comprimentos de onda de excitagdo de 380 nm e emissao de 460 nm (em Aex = 380
nm e Aem = 460 Nm). Os ensaios foram realizados em espectrofluorimetro (Varian

modelo Cary Eclipse) previamente calibrado com soluc¢des padrédo de MCA.
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Figura 14 - A atividade proteolitica pode ser acompanhada na presenca de um
substrato fluorogénico (peptidil-MCA), o qual mediante clivagem pela enzima em

estudo libera o peptideo e MCA livre resultando na emisséao de fluorescéncia.

5.5.2 Determinacdo do tempo necessario para a inibicdo enzimatica

Para a determinagédo do tempo de inibicdo, as enzimas foram incubadas no
tampao de ensaio respectivo a cada enzima em uma concentracédo final de 25
nmol.L? contendo os compostos semissintéticos em uma concentracado fixa de 50
pumol.L™. A contagem do tempo se iniciou no momento em que a enzima entrou em
contato com o inibidor. Uma aliquota de 50 uL desse pré-incubado foi entédo diluida
no tampéo em cubeta (volume final de 1 mL) e a dosagem da atividade enzimatica
foi iniciada pela adicéo de substrato Z-Phe-Arg-MCA (10 umol.L™). As leituras foram
realizadas em 10, 25, 35 e 45 minutos e os resultados foram expressos como

porcentagem da atividade enzimatica (atividade residual) em funcéo do tempo.

5.5.3 Determinacéo da ICsg

Para a determinagdo da ICsy, papaina e tripsina foram solubilizadas no
tampéo de ensaio respectivo a cada enzima (concentracdo final - 2.5 nmol.L™) e a
solucéo estoque dos derivados semissintéticos (inibidores) foram adicionadas a este
incubado resultando em concentragées finais de 1, 5, 10, 20 e 50 pmol.L™. Fixou-se
o tempo de contato de inibidores e enzima, de acordo com o tempo necessario para

inibicdo obtido no item acima.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo dos compostos
Os compostos foram caracterizados por espectrometria de absor¢ao no 1V,
Massas, RMN de 'H e *C e UV.

6.1.1 Guttiferona-A 1

A substancia isolada apresentou-se como um sélido amarelo com faixa de
fusdo de 120-123C. O espectro de absor¢cdo na regiao do IV (FIGURA 15)
apresentou bandas de 2929 e 2858 cm™, caracteristicas de deformac&o axial de C-
H, e em 1429 cm™, referentes & deformac&o angular de C-H. A banda observada em
3267 cm™ é tipica de deformacdo axial da ligacdo O-H de fenol. Também foram
identificadas bandas de deformacéo axial de C=C de anel aromatico em 1610 cm™,
de deformacé&o axial assimétrica de C-O em 1197 cm™, além de banda em 1730 cm™
de C=0.
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Figura 15 - Espectro no IV da benzofenona natural guttiferona-A 1.

Martins e colaboradores (2007) isolaram a guttiferona-A de sementes de
Rheedia brasiliensis, identificando-a através de métodos como RMN e massas. Os
dados dos espectros (FIGURAS 16, 17 e 18) foram utilizados neste trabalho para
fins de comparagéo com os dados obtidos para os derivados semissintéticos.
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Line#:1 R Time:2.758(Scan#:308)
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Figura 18 - Espectro de massas do composto guttiferona-A 1.

As bandas de absorcéo no espectro de ultravioleta (229, 277 nm) (FIGURAS
19 e 20) foram caracteristicas de bandas de absorcdo de esqueletos
benzofendnicos. O uso de aditivos comprovou a presenca de hidroxilas fendlicas
pelo deslocamento batocromico, sendo que uma hidroxila acida foi sugerida pelo
deslocamento batocrémico causado pelo aditivo NaOAc e, em sequéncia, 0 uso de
H3BO3 ndo causou a regeneracdo da curva original, sugerindo um sistema com di-
hidroxilas em posicao orto. Por fim, o uso de AICI; possibilitou constatar a presenca
de hidroxila quelada, pelo deslocamento na curva, e sua nao regeneragdao quando
do uso subsequente de HCI (MABRY et al., 1970).
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Figura 19 - Espectro no ultravioleta do composto 1 com AICI; e HCI como aditivos.
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Figura 20 - Espectro no ultravioleta do composto 1 com NaOAc e H3BO3; como
aditivos.

6.1.2 Derivado 13,14-di-O-acetil-guttiferona-A 14

O derivado 14 foi obtido através da reacdo de guttiferona-A 1, anidrido acético
e DMAP (HANSEN; RINGS, 1999) (FIGURA 21). O produto foi obtido como um 6leo

vermelho e com rendimento de 78%.

7

)(]\ )(]\
HaC o CHy

DMAP, acetona,
ta, 4h

Figura 21 - Reacao de obtencao do derivado 14.

No espectro de absor¢céo no IV do derivado 14 (FIGURA 22) foi observado,
em comparagcdo com o espectro do material de partida guttiferona-A o aparecimento
de uma banda de absorcdo em 1778 cm™, correspondente ao estiramento de C=0
de éster, o que confirma a acetilacdo. Também foram identificadas bandas de
deformacéo axial assimétrica de C—H de metila em 2970 e 2922 cm-', deformacéo
axial de C=C de aromatico em 1668 e 1608 cm™ e deformacéo axial assimétrica de
O-C=C em 1201 cm™.
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Figura 22 - Espectro de absor¢éo na regiao do infravermelho de 14.

No espectro de massas (FIGURA 23), foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidagdo estrutural deste composto, além de suas massas e
intensidades relativas dos principais fragmentos (TABELA 1). O pico do ion
molecular do composto apresenta-se em m/z 686 (FIGURA 24) e o pico base em
m/z 69. A fragmentacg&o proposta esta apresentada na Figura 25.
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Figura 23 - Espectro de massas do derivado 14.



Tabela 1 — Alguns dos fragmentos presentes no espectro de massas do derivado 14.

m/z Fragmento Intensidade
Relativa

55 [CsH7] ™ 23,76

69 [CsHo ™ 100

617 [C37H4408]" 4,33

686 [C42H5408]™ 1

Pico ion molecular m/z=686

Figura 24 - ion molecular do derivado 14 (m/z 686).

/( m/z 617

Figura 25 - Fragmentag&o proposta para o derivado 14.
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No espectro de RMN de 'H do composto acetilado 14 (FIGURA 26) foi
observado em 0 7,46 e 7,20 ppm, dupletos que foram atribuidos aos hidrogénios
aromaticos H-12 e H-15 respectivamente; em 7,43 ppm, um duplo dupleto referente a
H-16, também hidrogénio aromatico. Entre J 5,19 e 5,00 ppm observam-se trés
multipletos que foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos dos grupos prenila, H-20,
H-30, H-25 e H-35. Foram observados multipletos na regidao de 0 2,79-2,53 ppm
referentes aos H-24, H-19, H-29 e H-8. Foi observado um simpleto em 02,29 ppm,
que foi atribuido aos hidrogénios metilicos dos grupos acetilas (H-40 e H-42),
confirmando portanto a modificacdo nas hidroxilas fendlicas. Entre o 2,08-
2,05, 0 2,08-2,06, 0 2,15-2,07 ppm, observaram-se multipletos referentes aos
hidrogénios H-7 e H-34 e um simpleto em 02,04 ppm referente a H-18. Os
hidrogénios metilicos dos grupos prenila foram observados como multipletos na
regido de 01,70 — 1,52 ppm.

No espectro de RMN de 3C do composto acetilado 14 (FIGURA 27), foram
observados os sinais de ressonancia dos carbonos dos grupos carbonila em 0207,9;
197,8; 194,6 ppm referente a C-9; C-10; C-2. Os sinais observados em 0168,0 e
167,7 ppm, foram atribuidos aos carbonos carbonilicos do grupo acetila (C-39 e C-
41), confirmando portanto a modificacdo nas hidroxilas fendlicas. Os sinais
observados entre J 145,7 — 128,1 ppm, referentes aos carbonos ndo hidrogenados,
foram atribuidos aos carbonos C-14; C-13; C-31; C-21; C-26; C-36 e C-11. O sinal
observado em 9 124,5 ppm foi atribuido a C-35, em 0 123,9 ppm, referente a C-25,
em 0124,3 ppm, o sinal referente a C-16. O sinal em 6122,9 ppm foi atribuido a C-30,
em 0120,5 ppm, a C-20, em 0119,1 ppm, a C-3, as sinais em 0118,6 e 6116,8 ppm,
séo referentes aos carbonos aromaticos C-12 e C-15. Foram atribuidos ainda sinais
entre 069,8-51,2 ppm, referentes aos carbonos nao hidrogenados C-5; C-1 e C-6. Os
carbonos hidrogenados C-18; C-29; C-19 e C-24 foram atribuidos aos sinais entre o
36,7-26,2 ppm e 0s sinais de ressonancia na regiao 6 26,0-24,3 ppm foi atribuido a
C-23; C-33; C-38 e C-34 referente aos carbonos das metilas presente nas prenilas.
Foram observados sinais em 019,7 e 22,7 ppm, atribuidos aos C-40 e 42, referente
aos carbonos das metilas do grupo acetila. Os sinais entre J 18,3-18,0 ppm foram
atribuidos aos carbonos metilicos C-32; C28; C-22 e C-37.
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Figura 26 - Espectro de RMN de *H de 14 (CDCls; 400 MHz).
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No espectro de UV, a adi¢ao de AICl; produz um deslocamento batocromico
(320 nm) devido a provavel complexacdo ou nos sistemas carbonila e hidroxila B-
enona ou nas hidroxilas em orto. A adicdo de HCI n&o restitui 0 espectro, portanto,
ainda existe o0 sistema carbonila e hidroxila B-enona, ou seja, ndo ocorreu
modificacdo na hidroxila deste sistema (FIGURA 28). A adicdao de NaOAc modifica o
espectro, consequéncia do aumento da composicdo fracionaria da espécie
desprotonada, devido a existéncia da hidroxila B-enona. A adicdo de H3BO3; néo
modifica esse espectro devido a nao existéncia de hidroxilas em orto, ou seja, a
modificacdo ocorreu nas hidroxilas fendlicas, em uma ou em ambas as hidroxilas
(FIGURA 29).

£.501

4,000

Abs.

— 14
—— 14+ AlCl
....... 14 + AICl; + HC

2,000

0000

-0,508
200,00 300,00 400,00 500,00
nm.

Figura 28 - Espectro no ultravioleta de 14 com AICI; e HCl como aditivos.
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Figura 29 - Espectro no ultravioleta de 14 com NaOAc e H3BO3; como aditivos.

6.1.3 Derivado 4,13,14-tri-O-metil-guttiferona-A 15

O derivado 15 foi obtido pela reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular
(Sn2) de guttiferona-A 1 e iodeto de metila em presenca de carbonato de potéssio
(UNANGST et al., 1996) (FIGURA 30). O produto foi obtido como um 6leo amarelo e

apresentou rendimento meédio de 87%.

CHyl, K,CO,

acetona, t.a, 72 h

Figura 30 - Reacao de obtencao do derivado 15.

Pela analise do espectro de absorcdo na regido do IV (FIGURA 31) do
derivado 15 foram identificadas, entre outras as bandas de deformagdo axial
assimétrica de C-H de metila em 2.926 cm-!' e 2.854 cm™, deformacéo axial
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assimétrica de C—-O-C em 1.269 cm™, deformacdo axial simétrica de C—O—-C em
1.024 cm™ e banda de deformacéo axial de C=0O em 1745 cm™, além de bandas de

deformac&o axial de C=C de anel aromatico em 1.647 e 1.670 cm™.
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Figura 31 - Espectro de absorcéo na regiao do infravermelho de 15.

O derivado 15 também foi caracterizado por espectrometria de massas, cujo
espectro esta apresentado na Figura 32, aléem das massas e intensidades relativas
dos principais fragmentos (TABELA 2), na qual foi identificado o pico base m/z 69. A

fragmentacao proposta esta apresentada na Figura 33.

Figura 32 - Espectro de massas do derivado 15.



Tabela 2 — Alguns dos fragmentos presentes no espectro de massas do derivado 15.

m/z Fragmento Intensidade
Relativa (%)

55 [C4H7] ™ 23,76

69 [CsHo]™ 100

165 [CoHeO3]™ 95

575 [C36H4706]+' 25,8

m/z 165 m/z 69
] i
ra\mg
"o C‘Hz
/O

‘ CHg
- ~
o -
H3C/ 4 CH
/( m/z 575
HaC CHy

Figura 33 - Fragmentac&o proposta para o derivado 15.
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No espectro de RMN de *H do composto metilado 15 (FIGURA 34) foram
observados, além de outros, sinais intensos em 03,65 e o 3,64 ppm referentes aos
hidrogénios dos grupos metila H-39 e H-40. O sinal observado em 93,91 ppm foi
atribuido a H-41 da metoxila, o que sugere a modificagdo ocorrida nas trés hidroxilas
presentes na molécula.

No espectro de RMN de 33C de 15 (FIGURA 35) foram observados, entre

outros, os sinais em 060,1 ppm, referente ao carbono C-41 e em J056,1 ppm,
atribuido a C-39 e C-40, referente aos carbonos das duas metoxilas do anel

aromatico. Isso confirma, portanto, a modificacéo realizada nas trés hidroxilas.
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Figura 34 - Espectro de RMN de *H de 15 (CDCls; 400 MHz).
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Figura 35 - Espectro de RMN de »*C de 15 (CDCls; 100 MHz).

Nos espectros de UV (FIGURAS 36 e 37), com a adicdo de AICl; ndo se
observa deslocamento batocrémico, 0 que sugere que a modificagcdo ocorreu na
hidroxila B-enona e em uma das hidroxilas fendlicas ou em ambas. Com a adi¢do de
NaOAc e H3BO3; também néo ocorre o deslocamento, confirmando que as hidroxilas

B-enona e em orto, se encontram modificadas.
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Figura 36 - Espectro no ultravioleta de 15 com AICl; e HCI como aditivos.
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Figura 37 - Espectro no ultravioleta de 15 com NaOAc e H3BO3; como aditivos.

6.1.4 Derivado 14-O-butil-guttiferona-A 16

O derivado 16 foi obtido pela reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular
(Sn2) de guttiferona-A 1 e 1-bromo-butano em presenca de carbonato de potéssio
(UNANGST et al.,, 1996) (FIGURA 38). O produto 16 foi obtido como um éleo

amarelo e apresentou rendimento de 83%.

K,CO,, acetona
ta,11h

Figura 38 - Reacao de obtencao do derivado 16.

No espectro no IV (FIGURA 39) do derivado 16 foram identificadas bandas de
deformacdo axial assimétrica de C-H de metila em 2964 cm-' e 2927 cm?,
deformacdo axial assimétrica de C—O—C em 1276 cm™, deformacado axial simétrica
de C-O-C em 1128 cm™ bandas de deformacédo axial de C=0 em 1724 cm™ além

de bandas de deformagcéo axial de C=C de anel aromético em 1645 e 1664 cm™.
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Figura 39 - Espectro de absor¢éo na regiao do infravermelho de 16.

O espectro de massas do derivado 16 esta apresentado na Figura 40, onde
foi identificado o pico base m/z 69. A fragmentagcdo proposta esta apresentada na
Figura 41, assim como suas massas e intensidades relativas dos principais

fragmentos (TABELA 3).
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Figura 40 - Espectro de massas do derivado 16.



Tabela 3 — Alguns dos fragmentos presentes no espectro de massas do derivado 16.

m/z Fragmento Intensidade
Relativa
55 [CiHA] ™ 20,1
69 [CsHo ™ 100
193 [C11H1504]" 24,5
589 [C37H4906]"™ 13,2
m/z 69 m/z 193 .

m/z 589

Figura 41 - Fragmentag&o proposta para o derivado 16.
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No espectro de RMN de H do composto 16 (FIGURA 42) foi observado, entre

outros, sinais na regido 03,98-4,01 ppm, que foram atribuidos aos hidrogénios

metilénicos, H-39, da cadeia butilica. Os hidrogénios metilénicos H-40 e 41 foram

observados na regido de 91,26-1,23 ppm e em 00,88 observou-se um sinal

referente aos hidrogénios metilicos da mesma cadeia (H-42).
Nos espectros de UV (FIGURAS 43 e 44), a adicdo de AICIl; produziu um
deslocamento batocromico devido a existéncia dos sistemas quelatogénicos

carbonila e hidroxila B-enona e/ou hidroxilas fendlicas em orto. A adicdo de HCI ndo
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restituiu o espectro, comprovando existir o sistema carbonila e hidroxila B-enona, ou

seja a reacao nao ocorreu na hidroxila desse sistema. A adicdo de H3BOs3; né&o

modifica o espectro, sugerindo que a reacdo ocorreu em uma ou em ambas as

hidroxilas fenodlicas.
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Figura 42 - Espectro de RMN de "H de 16 (CDCls; 400 MHz).
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Figura 43 - Espectro no ultravioleta de 16 com AlCI; e HCI como aditivos.
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Figura 44 - Espectro no ultravioleta de 16 com NaOAc e H3BO3; como aditivos.

6.1.5 Derivado 14,15-di-O-butanoil-guttiferona-A 17

O derivado 17 foi obtido pela reacéo de guttiferona-A 1, cloreto de butanoila e
carbonato de potassio (FIGURA 45). O produto 17 foi obtido como um 6leo vermelho

e apresentou rendimento médio de 89%.

K,CO,, acetona
ta,4h

Figura 45 - Reacao de obtencado do derivado 17.

No espectro de absor¢céo no IV (FIGURA 46) do derivado 17 foi observado,
entre outros, o aparecimento de uma banda de absorcdo em 1774 cm™,
correspondente ao estiramento de C=0 de éster. Também foram identificadas

bandas de deformacdo axial assimétrica de C—H de metila em 2968 e 2929 cm™,
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deformacdo axial de C=C de aromético em 1662 e 1608 cm™, deformacéo axial
assimétrica de O—C=C em 1259 cm™.
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Figura 46 - Espectro de absor¢éo na regiao do infravermelho de 17.

No espectro de massas (FIGURA 47), foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, além de suas massas e
intensidades relativas dos principais fragmentos (TABELA 4). Além disso, foi
identificado o pico base em m/z 69. A fragmentacédo proposta esta apresentada na

Figura 48.

Figura 47 - Espectro de massas do derivado 17.
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Tabela 4 — Alguns dos fragmentos presentes no espectro de massas do derivado 17.

m/z Fragmento Intensidade
Relativa
95 [C4H7] ™ 28
69 [CsHo ™ 100
673 [C41H5408]" 26,5
m/z 55 m/z 69

Figura 48 - Fragmentacé&o proposta para 17.

No espectro de RMN de 'H do derivado 17 (FIGURA 49), foi observado entre
outros sinais, um sinal em 01,79 ppm, que foi atribuido aos hidrogénios metilénicos
H-41 e 45, e em 02,53 ppm (H-40 e 44), sinal caracteristico de hidrogénio ligado a
carbono vizinho de carbonila (SILVERSTEIN, 2007). Foi observado também um sinal
em 00,97 ppm referente ao hidrogénio metilico do grupo substituinte.

A adicao de AICI3; produz um deslocamento batocrémico devido a existéncia
dos sistemas quelatogénicos carbonila e hidroxila B enona e/ou hidroxilas em orto. A
adicdo de HCI né&o restituiu o espectro, comprovando ainda existir o sistema carbonila

e hidroxila B-enona, ou seja a reagcdo nao ocorreu na hidroxila desse sistema
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(FIGURA 50). A adicao de H3BO3; ndo modificou o espectro, portanto, ndo existem
mais hidroxilas fendlicas em orto, ou seja, a reacdo ocorreu em uma ou em ambas as
hidroxilas fendlicas (FIGURA 51).
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Figura 49 - Espectro de RMN de *H de 17 (CDCls; 400 MHz).
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Figura 50 - Espectro no ultravioleta de 17 com Al;Cl e HCI como aditivos.
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Figura 51 - Espectro no ultravioleta de 17 com NaOAc e H3BO3; como aditivos.

6.1.6 Derivado 14-O-terc-butoxicarbonil-guttiferona-A 18

O derivado 18 foi obtido pela reacdo de guttiferona-A 1, anidrido de terc-
butoxicarbonila (Boc,0) e DMAP (HANSEN; RINGS, 1999) (FIGURA 52). O produto

foi obtido na forma de um 6leo incolor e apresentou rendimento médio de 55%.
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Figura 52 - Reacao de obtencao do derivado 18.

No espectro de absorcdo na regiao do IV (FIGURA 53) foi identificada uma
banda de absorcdo em 3.446 cm™, referente as vibracbes de deformacdo axial do
grupo OH, indicando que nao ocorreu a substituicdo de todas as hidroxilas.
Observou-se também uma banda de absorcdo em 1766 cm™, correspondente ao
estiramento de C=0 de éster. Foram ainda identificadas bandas de deformagéo axial
assimétrica de C—H de metila em 2981 e 2931 cm-', deformacédo axial de C=C de
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aromatico em 1647 e 1579 cm™, deformac&o axial assimétrica de O—C=C em 1257
-1
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Figura 53 - Espectro de absor¢éo na regiao do infravermelho de 18.

O espectro de massas do derivado 18 esta apresentado na Figura 54, foram
identificados os fragmentos mais importantes para elucidacdo estrutural deste
composto, além de suas massas e intensidades relativas dos principais fragmentos
(TABELA 5). O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 702
(FIGURA 55) e o pico base em m/z 69. A fragmentacao proposta esta apresentada na

Figura 56.
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Figura 54 - Espectro de massas do derivado 18.

Tabela 5 — Alguns dos fragmentos presentes no espectro de massas do derivado 18.

m/z Fragmento Intensidade
Relativa

57 [CsH/] + 49,15

69 [CsHo]+ 100,00

533 [C33H4006]+ 29,54

702 [Ca3Hs580g]+ 1,00

Pico ion molecular m/z= 702

Figura 55 - lon molecular m/z 702 do derivado 18.
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\
HSC/(CH3 m/z 533

Figura 56 - Fragmentag&o proposta para o derivado 18.

No espectro de RMN de *H do derivado 18 (FIGURA 57) foi observado, além
de outros, um sinal intenso em 01,13 ppm que foi atribuido aos hidrogénios metilicos
do grupo terc-butila H-41, H-42 e H-43, sugerindo portanto a modificacéo.

Nos espectros de UV (FIGURAS 58 e 59), a adicdo de AICl3 produz um
deslocamento batocrémico (280 nm para 340 nm) devido a existéncia dos sistemas
quelatogénicos carbonila e hidroxila B-enona e/ou hidroxilas em orto. A adicdo de
HCI nao restitui o espectro comprovando ainda existir o sistema carbonila e hidroxila
B-enona, ou seja, a reacdo nao ocorreu na hidroxila desse sistema. A adicdo de
HsBO3s; n&o modifica o espectro, sugerindo que a reagcdo ocorreu em uma ou em
ambas as hidroxilas fendlicas.
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Figura 57 - Espectro de RMN de "H de 18 (CDCls; 400 MHz).
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Figura 58 - Espectro no ultravioleta de 18 com AICl; e HCI como aditivos.
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Figura 59 - Espectro no ultravioleta de 18 com NaOAc e H3BO3; como aditivos.

6.1.7 Derivado 14-O-octanoil-guttiferona-A 19

Para obtencdo do derivado 19 foi realizada a reagdo de guttiferona-A 1 e
cloreto de octanoila em presenca de carbonato de potassio (FIGURA 60). O produto

foi obtido como um 6leo amarelo e apresentou rendimento médio de 78%.

e

K,CO,, acetona
ta, 4h

Figura 60 - Reacao de obtencao do derivado 19.

No espectro de absorcdo na regido do IV (FIGURA 61) de 19 foram
identificadas bandas de deformacédo axial assimétrica de C—H de metila em 2956
cm-! e 2929 cm™, deformagcéo axial assimétrica de O—C=C em 1282 cm™, bandas de
deformac&o axial de C=0 em 1710 cm™.
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Figura 61 - Espectro de absor¢éo na regiao do infravermelho de 19.

O espectro de massas do derivado 19 esta apresentado na Figura 62, onde
foi identificado o pico base em m/z 69 e os fragmentos mais importantes para
elucidacdo estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades relativas

dos principais fragmentos (TABELA 6). A fragmentacdo proposta estd apresentada na
Figura 63.

Figura 62 - Espectro de massas do derivado 19.
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Tabela 6 — Alguns dos fragmentos presentes no espectro de massas do derivado 19.

m/z Fragmento Intensidade
Relativa
69 [CsHg]+ 100,00
231 [C14H1503]+' 21,5
659 [C41H5507]+' 11,4
m/z 69 m/z 577
C‘Ha o on %\CHa
L I

CHg
/( \ m/z 659

Figura 63 - Fragmentac&o proposta para 19.

O espectro de RMN de H (FIGURA 64) apresenta um sinal em 92,34 ppm
atribuido aos hidrogénios ligados ao carbono vizinho a carbonila do éster. Foi
também observado um sinal em 90,89 ppm referente ao H-46 da metila do grupo
substituinte.

Nos espectros de UV (FIGURAS 65 e 66), a adicdo de AICl; produz um
deslocamento batocromico devido a existéncia dos sistemas quelatogénicos
carbonila e hidroxila B-enona e/ou hidroxilas em orto. A adicdo de HCI n&o restitui o

espectro comprovando ainda existir o sistema carbonila e hidroxila B-enona, ou seja
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a reacao nao ocorreu na hidroxila desse sistema. Com a adicao de H3;BO3 observa-

se que o espectro ndo sofre modificagcédo, portanto, ndo existem mais hidroxilas em

orto, ou seja, a rea¢ao ocorreu em uma ou em ambas as hidroxilas fenolicas.
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Figura 64 - Espectro de RMN de *H de 19 (CDCls; 400 MHz).
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Figura 65 - Espectro no ultravioleta de 19 com AICl; e HCI como aditivos.



77

4422

4,000 |

2000F%

— 19 + NaOAc
....... 1_9 + NaOAc + H3;BO;

ES 2.000F |

oo 4

0,000

0412 L L
200,00 200,00 400,00 500,00
nm

Figura 66 - Espectro no ultravioleta de 19 com NaOAc e H3BO3; como aditivos.

6.1.8 Derivado 13,14-di-O-benzoil-guttiferona-A 20

O derivado 20 foi obtido por reagéo de gutifferona-A 1 com cloreto de benzoila
e K,CO3z em acetona (FIGURA 67). O produto obtido apresentou-se como um 6leo

amarelo apés purificagdo com rendimento de 51%.

Figura 67 - Reacao de obtencao do derivado 20.

No espectro no infravermelho (FIGURA 68) ndo foram observadas bandas
referentes as vibracdes de deformacéo axial do grupo OH, indicando que ocorreu a
substituicdo nas hidroxilas fendlicas. Foram observadas bandas em 1749 cm™
referente & deformacdo axial de C=0O de éster e em 1246 cm™ referente a

deformacéo axial C-O.
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Figura 68 - Espectro de absorcéo na regiao do infravermelho de 20.

O espectro de massas do derivado 20 esta apresentado na Figura 69, onde
foram identificados o pico do ion molecular m/z 810 e o pico base m/z 105. Foram
identificados também os fragmentos mais importantes para elucidacdo estrutural
deste composto, além de suas massas e intensidades relativas dos principais

fragmentos (TABELA 7). A fragmentacao proposta esta apresentada na Figura 70.
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Figura 69 - Espectro de massas do derivado 20.
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Tabela 7 — Alguns dos fragmentos presentes no espectro de massas do derivado 20.

m/z Fragmento Intensidade
Relativa

69 [CsHo]+ 56,6

105 [C/HeO]+ 100,0

345 [C21H1405]+ 13,3

741 [C47H500g]+ 6,6

810 [C5,H580g]+ 1,0

m/z 105

Figura 70 - Fragmentag&o proposta para o derivado 20.

No espectro de RMN de H do derivado 20 (FIGURA 71) foram observados,
além de outros, sinais entre 68,03-7,52 ppm, que foram atribuidos aos hidrogénios
aromaticos dos grupos substituintes: entre o 8,03-8,00 ppm, um multipleto referente
aos hidrogénios orto em relacdo a carbonila do grupo benzoato (H-41, H-45, H-

48 e H-52); em 07,58 ppm, um tripleto, atribuido aos hidrogénios em meta a
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carbonila (H-42,44, 49 e 51), e em J 7,52 ppm, um sinal atribuido ao hidrogénio em

para em relacdo a carbonila (H-43 e 50).

No espectro de RMN de BC de 20 (FIGURA 72) foram atribuidos aos

carbonos orto a carbonila do grupo benzoila, os sinais de ressonancia em 90134,2

ppm (C-41 e 45) e em 0134,1 ppm (C-48 e 52); os sinais em 0128,6 ppm (C-42 e

44) em 1285 (C-49 e 51) foram atribuidos aos carbonos meta em relacdo a

carbonila; os sinais referentes aos carbonos em para foram observados em
0135,1 ppm (C-50) e em 6135,6 ppm (C-43). Em 6163,5 ppm e em 0167,1 ppm

foram observados os sinais de ressonancia dos carbonos carbonilicos (C-39 e C-

46); e em 0130,4 e 130,2 ppm foram observados os sinais de ressonancia para

os carbonos ipso (C-40 e C-47), respectivamente.
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Figura 71- Espectro de RMN de *H de 20 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 72 - Espectro de RMN de **C de 20 (CDCl;, 100 MHz).

6.1.9 Tentativa de sintese de 14-O-prenil-guttiferona-A 21

f H3C \
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Ny CHs ta 24 h

Figura 73 - Reacao de tentativa de obtenc&o do derivado 21.

Na tentativa de obtencdo do derivado 21 foi realizada a reagdo do composto 1
e brometo de 3,3-dimetilalila em presenca de carbonato de potassio (UNANGST et
al., 1996) (FIGURA 73). Entretanto, a analise por CCD deixou evidente a formacéo
de mais de um produto de reacdo com valores de Rf muito proximos, e néo foi
possivel a separacdo e obtengcdo do produto (a tentativa se deu por dois métodos:

cromatografia em coluna e CLAE semi-preparativa).
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6.1.10 Tentativa de sintese de 14-O-octil-guttiferona-A 22

K,COg3, acetona/
ta,21h

Figura 74 - Reacao de tentativa de obtenc&o do derivado 22.

Na tentativa de obtencdo do derivado 22 foi realizada a rea¢cdo do composto 1
e 1-bromo-octano em presenca de carbonato de potassio (UNANGST et al., 1996)
(FIGURA 74). Foram realizados os mesmos métodos utilizados para 21, e nado foi
possivel a purificacdo e isolamento do composto esperado.

6.2 Ensaios biologicos

partida, a guttiferona-A 1, foram testados com a finalidade de avaliar seu potencial
de inibicdo de tripsina e papaina, bem como o tempo necessario para inibir estas

enzimas.

6.2.1 Determinacao do tempo de inibicdo enzimatica pelos derivados

Primeiramente, foi necesséario determinar a velocidade em que a reagédo de
inibicdo ocorreria, ou seja, a variacao da atividade da enzima em funcao do tempo, a
fim de avaliar a cinética de reacdo de inibicdo conforme a classe das enzimas
estudadas e também a estrutura do inibidor.

Como pode ser visto nas Figuras 75 e 76, a atividade da enzima no controle
permanece em 100 % durante todo o tempo do experimento enquanto que na
presenca dos inibidores, a atividade residual sofre uma diminuicdo nos primeiros 10
minutos e se mantem na mesma faixa percentual transcorridos 45 minutos de
incubacdo com a papaina. Com a tripsina, também ocorre diminuicdo brusca da
atividade nos primeiros 10 minutos e uma pequena diminuicdo nos demais tempos.

O mesmo comportamento se repetiu com todos os derivados e, desta forma, o
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maximo de inibicdo em uma determinada concentracédo de inibidor antecedeu os 10
minutos.
A B
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Figura 76 - Variacdo da atividade de tripsina em funcdo do tempo quando incubada
com os derivados 1, 14, 15e 16 (C) e 17, 18, 19, 20 (D).

6.2.2. Determinacao da ICsg

A fim de quantificar a inibicdo, obtendo valores numéricos mensuraveis de
modo a comparar a especificidade e a eficacia de um composto candidato a inibidor
de protease, calculou-se a concentracao capaz de inibir 50% da atividade enzimatica
(ICs0). O ICs corresponde a concentracdo de inibidor em que a atividade enzimatica
€ a metade da atividade inicial e foi calculada pela equacdo abaixo, utilizando o
software Grafit 5.0.

B 100%
1+ (x/1C50)s

Atividade residual (%)

onde x representa a concentracao de inibidor e s representa o fator de diminuicdo da

atividade.
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Para a determinacgéo de ICsp, as enzimas papaina e tripsina foram incubadas
com os derivados em teste nas concentracdes de 1, 5, 10, 20 e 50 umol.L™?, por 10
minutos (tempo necessario para inibicdo obtido no experimento anterior) e a leitura
foi realizada apés a adicdo do substrato Z-Phe-Arg-MCA (10 umol.L}). O
comportamento obtido com os derivados foi semelhante ao da guttiferona-A 1.
Ocorreu uma variagcdo exponencial da atividade enzimética em funcdo da
concentracdo do inibidor conforme pode ser visto nas Figuras a e b no anexo
(paginas 91 e 92).

Pode-se observar pela andlise dos resultados de inibicdo (TABELA 8), que a
benzofenona natural, guttiferona-A 1 , inibe significativamente tanto a tripsina
(serino-protease) quanto a papaina (cisteino-protease), confirmando o relato da
literatura (MARTINS et al., 2009) e apresentando um ICsq na faixa de 1 umol.L™* para
a papaina e 7 pmol.L™ para tripsina. Quanto a relacdo entre a estrutura e a atividade
inibitdria, os resultados demonstram que os grupamentos prenila e as hidroxilas em
C13 e C14 da guttiferona-A 1 sao importantes a atividade inibitoria. Possivelmente,
esses grupamentos presentes na guttiferona-A 1 sdo cruciais na interagdo com

algum subsitio especifico dessas enzimas.

Tabela 8 - Valores de ICs, resultantes da inibicdo de papaina e tripsina

Compostos ICso (UM)
Papaina Tripsina
Gut-A(1) 1,19+0,23 7,40%2,50
(14) 5,84+0,97 28,65+2,34
(15) 22,01+1,71 32,40+24,87
(16) 7,71+2,01 22,17+9,59
(17) 0,52+0,08 12,69+2,79
(18) 8,91+1,15 69,43£15,56
(19) 1,26+0,78 165,97+68,79
(20) 8,12+1,20 32,31+3,20
E-64' 0,027+0,04
TLCK? 0,07810,23

1- Inibidor classico de Papairjnibidor classico de Tripsina.

Analisando os resultados de inibicdo dos derivados sintetizados, observa-se

que a maioria ndo foi tdo eficaz para inibir tripsina e papaina quanto a guttiferona-A
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1, confirmando a importancia das hidroxilas fendlicas, uma vez que as modificagbes
diminuiram a atividade. Por outro lado, observando os resultados, pode-se perceber
que para os derivados acilados (14, 17 e 19) obtiveram-se melhores resultados,
sendo possivel supor que o grupo carbonilico pode sofrer reacdes nucleofilicas com
o residuo de serina da tripsina e de cisteina da papaina, como descrito pelos
mecanismos (apresentados nas FIGURAS 8 e 9, paginas 27 e 28). O derivado 17
apresentou um ICsy de 0,52 umol.L™* para papaina e 12,69 pmol.L™ para tripsina,
relevante para ambas as enzimas sendo que para a papaina obteve-se um valor de
inibicdo cerca de 2,3 vezes maior que o produto de partida. O derivado 19 também
apresentou bons resultados de inibicdo, mas somente para a papaina, com ICsy de
1,2 pumol.L™.

O composto 18, que também apresenta grupo carbonilico, ndo apresentou
bons resultados comparado aos demais. Isso sugere que a diferenca talvez se dé
pela presenca dos grupos volumosos adicionados, dificultando interagées no sitio
ativo da enzima por impedimento estérico, o que € observado também para o
composto 20.

Os derivados alquilados apresentaram valores de inibigdo inferiores, o que
demonstra novamente a importancia do grupo carbonila na molécula. Vale ressaltar,
para os derivados alquilicos, que o derivado 16 apresentou bons resultados para a
tripsina, até melhores que os derivados acilados. Com isso, pode-se sugerir que a
presenca de uma hidroxila, ou seja, a modificagcdo ocorrida somente em uma das
hidroxilas fendlicas, seja importante e esta participa de interacbes no bolso
hidrofébico da enzima, como descrito para a guttiferona-A 1.

Ainda, quando se compara a inibicdo quanto a especificidade, ou seja, se 0
inibidor consegue diferir as classes de enzimas ou mesmo cada enzima, observa-se
que guttiferona-A 1 apresenta uma faixa de ICso para papaina de 1,2 pmol.L™
alterando com a tripsina para cerca de 7,4 pmol.L™. As modificacdes realizadas ndo
apresentaram aumento da capacidade inibitéria perante a tripsina, ou melhor, as
modificacdes resultaram em uma diminuicdo das interacbes com a tripsina
resultando, em um aumento do ICsy. Por outro lado, nos ensaios realizados com
papaina, o composto 17 apresentou uma diminui¢cdo do ICsp € 0s demais compostos
permaneceram com ICs, abaixo de 10 pmol.L™?, com excecdo do composto 15.
Assim, embora a guttiferona-A néo faca distincdo entre as duas classes de enzimas,

0s compostos modificados demonstraram uma determinada seletividade entre elas.
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7 CONCLUSOES

- Neste trabalho foi relatado o isolamento da benzofenona natural poliprenilada,
guttiferona-A 1 a partir do extrato acetato de etila das sementes de Rheedia

obtidos por modificacées moleculares nos grupos hidroxila da guttiferona 1.

- Os compostos foram caracterizados por espectrometria de absor¢do no 1V,
Massas, RMN de *H e 3C e UV.

- Os derivados foram testados para avaliar o potencial para inibir as enzimas
proteoliticas papaina e tripsina.

- Os resultados de inibichio de todos os compostos foram significativos
principalmente os derivados acilados 14, 17 e 19, comparado ao produto de partida

1 que apresentou bons resultados para as duas enzimas.

- Este resultado pode ser relacionado a presenca dos grupos prenila e também ao

grupo carbonilico conferido a molécula apés a modificacéo estrutural.
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ANEXOS
Anexo A - Determinacédo de IC 5
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Figura a: Variacdo da atividade enziméatica da papaina em funcéo da concentracdo dos inibidores 1,

Papaina (1mg.mL'1). Incubagdo a 25°C com concentragfes variadas de inibidores seguida da adicdo do
substrato Z-Phe-Arg-MCA (3,4 pmol.L'™Y).
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Figura b : Variacdo da atividade enziméatica da tripsina em funcdo da concentracéo dos inibidores 1,

(1mg.mL'1). Incubacgéo a 25°C com concentrag@es variadas de inibidores seguida da adi¢do do substrato Z-Phe-
Arg-MCA (3,4 pmol.L'™").



