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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o estudo fitoquimico do extrato acetato de etila do epicarpo
(EAEE) de Garcinia brasiliensis, modificagdo estrutural no biflavonoide natural fukugetina
(LEQM-109) e ensaios de atividade antioxidante, leishmanicida e enzimatico do composto natural
LFOM-109 e de seus andlogos semissintéticos. A espécie G. brasiliensis pertence a familia
Guttifereae e é cultivada em todo o territorio brasileiro. E conhecida popularmente como bacuri,
bacupari, poroc6 e bacuripari, no Brasil. E uma espécie nativa do Brasil, Paraguai e norte da
Argentina. O fracionamento do EAEE levou ao isolamento dos compostos LEQM-105, LEQM-106,
LFOM-107, LFOM-108 e da Fukugetina (LEQM-109). Os compostos isolados foram
identificados por comparacdo com padrdes auténticos e por técnicas espectrométricas e
espectroscopicas usuais. A partir do composto natural fukugetina, reacdes de acilacdo e alquilacéo
foram realizadas com o objetivo de obter derivados semissintéticos mais lipofilicos. Para avaliar a
atividade antioxidante (Poder Redutor e Sequestrante de radicais DPPH) utilizaram-se concentracoes
de 400-12,5 pumol.L™" e como padrées acido ascorbico e BHT. Para a avaliacdo antiparasitaria
(formas promastigotas e amastigotas) utilizou-se concentracdes entre 100-50 umol.L™ e como padréo
pentamidina. Os resultados apresentados nos testes demonstraram uma reducdo do potencial
antioxidante dos derivados semissintéticos comparado com o composto natural LEQM-109,
provavelmente por possuir menor numero de grupo hidroxilas fendlicas livres. Nos ensaios de
atividade antiparasitaria (formas promastigota e amastigota) foi observada uma potencializacdo da
atividade dos derivados semissintéticos, possivelmente por serem mais lipofilicos que o composto de
origem LEOM-109. Os ensaios enzimaticos foram realizados em cisteino e serino proteases,
observando-se uma atividade inibitoria significativa dos derivados semissintéticos quando
comparado ao precursor LEQM-109, indicando que o aumento da lipofilia favoreceu a acdo nestas
enzimas. O presente trabalho contribuiu desta forma, para o conhecimento da quimica e das
atividades antioxidante, antiparasitaria e enzimatica dos compostos naturais obtidos de G.

brasiliensis e semissintéticos da fukugetina.

Palavras-chave: Garcinia brasiliensis. Biflavonoide. Leishmanioses. Antioxidante. Peptideos

Hidrolases. Interacdes hidrofobicas e hidrofilicas.



ABSTRACT

This study aimed to the phytochemical study of ethyl acetate extract epicarp (EAEE) from Garcinia
brasiliensis, structural change in the natural biflavonoids fukugetina (LEQM-109) and antioxidant
activity assays, and enzymatic leishmanicidal of the natural compound and LEQM-109 its
semisynthetic analogues. The species G. brasiliensis belongs to the family Guttifereae and is
cultivated throughout the Brazilian territory. It is popularly known as bacuri, bacupari, and Poroca
bacuripari species in Brazil and Bolivia as guapomo. It is a native of Brazil, Paraguay and northern
Argentina. Fractionation of EAEE led to the isolation of compounds LEQM-105, LEQM-106,
LFOM-107, LEQM-108 and Fukugetina (LEQM-109). The compounds were identified by
comparison with authentic standards and by spectral and spectroscopic usual. From the natural
compound fukugetina, alkylation and acylation reactions were performed in order to obtain more
lipophilic semisynthetic derivatives. To evaluate the antioxidant activity (reducing power and DPPH
radical scavenger) used concentrations of 400-12.5 uM and standards as ascorbic acid and BHT. For
evaluating antiparasitic (promastigote and amastigote form) used concentrations between 100-50 uM
as standard and pentamidine. The results showed a reduction in testing the antioxidant potential of
semisynthetic derivatives compared with the natural compound LEQM-109, probably because
reducing the number of phenolic hydroxyl in the structure with structural changes. In tests of
antiparasitic activity (promastigote and amastigote forms) was observed an enhancement of the
activity of semisynthetic derivatives, possibly by being more lipophilic than the parent compound
LFOM-109. Assays were performed on cysteine and serine proteases, observing a significant
inhibitory activity of semisynthetic derivatives compared to the precursor LEQM-109, indicating
that the increased lipophilicity enhanced the action on these enzymes. This study has thus
contributed to the knowledge of chemistry and the antioxidant, antiparasitic and natural compounds

of enzyme obtained from G. brasiliensis and the semisynthetic fukugetin.

Keywords: Garcinia brasiliensis. Biflavonoids. Leishmaniasis. Antioxidant. Peptide Hydrolases.
Hydrophobic and hydrophilic interactions.
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1 INTRODUCAO

Desde as mais antigas civilizacbes o homem tem utilizado plantas para fins
medicinais e alimentares. Todos 0s povos, em todos os continentes utilizam plantas com
propriedades terapéuticas. E admiravel que esse conjunto de conhecimentos tenha
subsistido durante milénios, aprofundando-se e diversificando-se (CARVALHO, 2004).

O desenvolvimento dos farmacos a partir de plantas pode ser dividido em trés
periodos. O primeiro periodo entre 1800 e 1900 foi marcado pela descoberta de varios
farmacos entre eles, morfina da Papaver somniferum, efedrina da Ephedra sinica,
quinina da Cinchona calisaya, emetina e a cefaelina da Cephalis ipeccacuanha, e a
salicina de Salixalba (que posteriormente originou o acido acetilsalicilico). No segundo
periodo, entre 1901 e 1970/80 aparecem somente os antibidticos obtidos dos fungos
como produtos naturais de importancia, sendo este periodo marcado pela sintese e
consideracdo das plantas medicinais sem valor cientifico. No terceiro periodo, que
compreende de 1970/80 até o presente, ocorre o retorno a busca de fitofarmacos
vegetais com a descoberta de inimeros farmacos, citando como exemplos a artemisinina
(presente na Artemisia annua) e o paclitaxel (taxol) isolado de Taxus brevifolia
(YUNES et al., 2001).

Como diversidade estrutural é fundamental na pesquisa para atingir diferentes
alvos bioldgicos, os pesquisadores voltaram aos estudos dos produtos naturais,
considerando gque durante os milhdes de anos da evolucao a selecdo natural realizou um
processo de quimica bioldgica realmente inigualavel. Assim, embora cerca de 100 mil
compostos oriundos de plantas, e aproximadamente 20 mil compostos de
microorganismos, tenham sido isolados e caracterizados, as fontes de metabolitos
secundarios sdo extensas e variadas, o0 que aumentam as possibilidades de se encontrar
novas e diferentes estruturas com atividades de extrema importancia para a quimica

medicinal e para a agricultura (YUNES et al., 2001).

Ndo somente plantas medicinais continuam sendo utilizadas em paises em
desenvolvimento, mas também em paises onde a medicina convencional é
predominante. Dados de 2006 revelam que o mercado mundial de fitoterapicos faturou
US$ 6,6 bilhdes nos EUA e US$ 8,5 bilhdes na Europa, sendo a Alemanha o maior

mercado mundial (VIEGAS et al., 2006). O interesse em medicamentos oriundos de
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plantas deve-se a algumas razdes como por ser de facil acesso e de baixo custo, podendo
levar ao uso abusivo e mesmo incorreto por parte da populacdo, causando efeitos
indesejaveis, além de muitos outros problemas (RATES, 2001). O potencial das plantas
como alvo de pesquisa na busca por novos medicamentos, com novos mecanismos de
acdo, alta seletividade e atividade é ainda é pouco explorado, uma vez que, entre cerca
de 250.000-350.000 espécies de plantas existentes no mundo, aproximadamente
35.000, e menos que 2500 tem sido caracterizados como metabdlitos secundarios
(CECHINEL-FILHO et al., 2001). Dentre as florestas tropicais do mundo, as quais
possuem um valor estimado de 500.000 espécies de plantas, menos de 1% tem sido

pesquisada para atividade medicinal (DI STASI et al., 1999).

A importancia e a potencialidade quimica das plantas medicinais podem ser
identificadas com dados obtidos em pesquisas cientificas, onde se constata que
aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos em todo mundo, originam-se de
plantas, sendo 121 compostos ativos utilizados em uso comum. De 252 medicamentos
considerados como basicos e essenciais pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
11% sdo exclusivamente obtidos de plantas medicinais e um nimero significante sdo
farmacos sintéticos obtidos de fonte natural (WHO, 2010). Ainda de acordo com a
OMS, aproximadamente 80% da populacdo mundial utiliza medicamentos tradicionais,
basicos para a saude, a maioria envolvendo uso de extrato de plantas ou compostos
ativos isolados das mesmas (WHO, 2010). Varios produtos naturais isolados de plantas
superiores, apds varios estudos, tornaram-se agentes clinicos. Como exemplos pode-se
citar os antimalarios quinina e quinidina isolados da Cinchona spp, digoxina, um
glicosideo cardiaco, obtido da planta Digitalis spp, atropina da Atropa belladona,

morfina e codeina da Papaver somniferum além de muitas outras (PHILLIPSON, 2001).

H& crescente conscientizacdo em torno do grande potencial benéfico que os
compostos naturais trazem aos seres humanos, principalmente no que diz respeito a
atividade antioxidante e leishmanicida. A eles séo atribuidas atividades fisiologicas e/ou
farmacologicas diversas, entre elas pode-se citar o efeito vasodilatador, o efeito sedativo
em ratos, o efeito preventivo de trombose, os efeitos favoraveis a visdo humana, entre
outros. Na selecdo de antioxidantes, leishmanicidas e de enziméticos, sdo desejaveis que
0s possiveis farmacos possuissuam atividade em baixas concentracdes; auséncia de

efeitos indesejaveis; compatibilidade e facil aplicacdo; estabilidade nas condigbes de
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processamento e armazenamento, e que 0 composto e seus produtos de oxidagdo ndo
sejam toxicos, mesmo em doses muito maiores das que normalmente seriam ingeridas

ou administradas.

Porém o uso empirico e pouco cuidadoso das plantas, fora de seu contexto
original e sem respaldo cientifico, se mostra inadequado para a implantacdo da
fitoterapia. Como um solido recurso terapéutico no atendimento de algumas das
necessidades bésicas dos servicos de salde, como tem sido recomendado por 6rgaos
governamentais (SOUZA et al., 2003).

Ainda nesta perspectiva, 0 avanco tecnoldgico do dominio das patentes
internacionais sobre nossas plantas, os grandes investimentos da industria nacional de
fitoterapicos na pesquisa fitoquimica, farmacologica e clinica tém representado fator
determinante na busca de novos farmacos (CECHINEL-FILHO et al., 2001).

E dentro desse contexto que o Laboratério de Fitoquimica e Quimica
Medicinal (LFQM) da UNIFAL-MG, vém contribuindo ndo somente para a fitoquimica
classica (isolamento e determinacdo estrutural), mas também realizando trabalhos que
envolvem atividade bioldgica de plantas e compostos isolados das mesmas e que
apresentem algum tipo de uso na medicina tradicional, além das modificagdes
estruturais realizadas nestes compostos naturais com a finalidade de potencializar suas

atividades bioldgicas.

Dentre as varias plantas empregadas na medicina tradicional brasileira, as
pertencentes a familia Guttiferae sdo utilizadas na cura de varias enfermidades. A
espécie G. brasiliensis é empregada com finalidades terapéuticas pela populagdo do
Estado de Minas Gerais, principalmente contra artrites. Sendo, que esta espécie merece
mais atencdo, uma vez que a mesma € naturalmente encontrada em todo territério
brasileiro e pode vir a ser cultivada para garantir o desenvolvimento sustentavel, uma

vez agregado valor econdmico aos compostos nela presente.

Neste sentido, este trabalho tem por objetivo o estudo quimico do extrato
acetato de etila do epicarpo (EAEE) dos frutos de G. brasiliensis e a obtencdo de
derivados semissintéticos do biflavonoide natural fukugetina, bem como, estudos da
relacdo estrutura atividade, caracterizacdo dos derivados e as avaliacOes das atividades

antioxidante, antileishmania e antiproteolitica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais.
A busca por alivio e cura de doengas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenham sido
uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A historia do
desenvolvimento das civilizacdes Oriental e Ocidental é rica em exemplos da utilizacéo
de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa,
merecendo destaque a civilizacdo Egipcia, Greco-romana e Chinesa. A medicina
tradicional chinesa desenvolveu-se com tal grandiosidade e eficiéncia que até hoje
muitas espécies e preparados vegetais medicinais sdo estudados na busca pelo
entendimento de seu mecanismo de acdo e no isolamento dos principios ativos
(VIEGAS et al., 2006).

A natureza, de um modo geral, é a responsavel pela producdo da maioria das
substancias organicas conhecidas e o reino vegetal é responsavel pela maior parcela da
diversidade quimica conhecida e registrada na literatura cientifica. A variedade e a
complexidade das macromoléculas que constituem os metabdlitos secundarios das
plantas e organismos marinhos ainda sdo inalcancgaveis por métodos laboratoriais. Isto
seria a consequéncia direta de milhdes de anos de evolucao, atingindo um refinamento
elevado de formas de protecdo e resisténcia as intempéries do clima, poluicdo e
predadores (MONTANARI et al., 2001).

A utilizacdo das plantas como fonte de medicamentos para o tratamento das
enfermidades que acometem a espécie humana, remonta a idade antiga. Além disso,
devido ao elevado custo de muitos medicamentos, a populacdo de muitos paises pobres
e em desenvolvimento, que ndo tem acesso & medicina moderna, tem se utilizado dos
produtos naturais para o tratamento de suas enfermidades. De acordo com dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 65% a 80% da populacdo mundial
(WHO, 2010) (estimada em 9 bilhGes de pessoas) ndo tém acesso ao atendimento
primario de saude e recorre a medicina popular, especialmente as plantas medicinais, na
procura do alivio para muitas doencas (SIMOES et al., 2003; CALIXTO, 2003).
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2.2 FAMILIA GUTTIFERAE

A familia de Guttiferae, também conhecida como Clusiaceae, pertence a classe
das angiospermas e é caracterizada pela presenca significativa de latex na maioria de
suas espeécies. Esta familia possui 47 géneros (por exemplo: Vismia, Garcinia, Clusia,
Cratoxylum, Harungana, Mesua, Hypericum, Kielmeyera) e mais de 1000 espécies que
se agrupam em seis subfamilias que estdo distribuidas amplamente por todo o Brasil
(DEROGIS et al., 2008).

As plantas desta familia sdo lenhosas, arboreas ou arbustivas, com folhas
inteiras de disposicdo alterna, oposta ou verticiladas, sem estipulas, com flores
geralmente vistosas isoladas, ou reunidas em inflorescéncia. Flores ciclicas ou
hemiciclicas, geralmente hermafroditas, ou de sexo separado, de simetria radial (JOLY,
1993).

A familia Guttiferae é dotada de uma ampla variedade de metabdlitos
biologicamente ativos como: antraquinonas, flavonoides, xantonas, floroglucindis e
benzofenonas (OLIVEIRA et al., 2005). Gracas a essa gama de constituintes, espécies
desta familia tém sido relatadas por Zagotoa et al. (2006) como antidepressiva, por
Almeida et al. (2006) como antibacteriana, por Boonsria et al. (2006) como citotoxica,
por Rao et al. (2004) como antimalérica e antioxidante, por Joseph et al. (2005) como

antiaflatoxinogénica e por Lenta et al. (2007) como tripanocida.

2.3 O GENERO Garcinia

Varios estudos quimicos vém demonstrando que o género Garcinia é uma
fonte importante com uma grande diversidade de metabolicos biologicamente ativos,
incluindo benzofenonas polipreniladas, flavonoides, proantocianinas e xantonas, que
tém acBes comprovadas contra varias doencas (DEROGIS et al., 2008).

Extratos de G. pedunculata demonstraram atividade antioxidante e
antimutagénica; a G. cambogia vem sendo utilizada no tratamento de obesidade
(HAYAMIZU et al., 2003); o extrato aquoso de G. mangostana demonstrou in vitro
atividade antileucémica e o extrato de G. pedicillata apresentou atividade contra a
forma amastigota de L. amazonensis (BILLO et al., 2005), assim como o0 extrato bruto

hexanico de G. lucida, que apresentou atividade sobre formas promastigotas de L.
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donovani e compostos isolados de G. livingstonei, que apresentaram atividade
leishmanicidade sobre formas amastigotas de L. infantum (FOTIE et al., 2007).

Dos frutos de G. cowa, isolaram as cowaxantonas A-E, e a elas foi atribuida
atividade antibacteriana. Guttiferonas isoladas de diferentes géneros e espécies da
familia Guttiferae demonstraram, in vitro, efeitos citopaticos contra 0 HIV. O &cido
gambagico, isolado da resina extraida da arvore de G. hanburyi, apresentou atividade
anticancer; sementes de G. kola contém uma complexa mistura de biflavonoides,
benzofenonas preniladas e xantonas. Estudos quimicos de frutos de Rheedia
gardneriana demonstraram a presenca de alguns constituintes com consideravel poder
antioxidante, como os biflavonoides (fukugetina e fukugesideo), xantonas,

benzofenonas poliisopreniladas, triterpenos e cumarinas (VIEIRA et al., 2001).
2.4 A ESPECIE Garcinia brasiliensis

A espécie G. brasiliensis (Mart.), ou Rheedia brasiliensis Planch e Triana, é
nativa da regido Amazonica e é cultivada em todo o territorio brasileiro. E conhecida
popularmente como bacuri, bacupari, porocé e bacuripari, no Brasil e como guapomo na
Bolivia. E uma espécie nativa do Brasil, Paraguai e norte da Argentina (PEREIRA et
al., 2010).

O bacuparizeiro é uma arvore em forma de pirdmide rica em um latex amarelo,
com folhas em formato de lanca e flores abundantes e poligamas. Os frutos séo
comestiveis (FIGURA 1A), ovais com a casca (FIGURA 1B) elastica e amarela que pode
ser facilmente removida, a polpa € branca, suave, saborosa e possui 2 a 3 sementes
(MORTON et al., 1987). Como descrito por Villagobmez Rojas (1990), as sementes
apresentam forma elipsoidal, com coloragdo externa castanha e com linhas claras,
longitudinalmente, bem visiveis, semelhantes a nervuras. Cerca de 8 a 9% do peso das
sementes é referente ao 6leo que € utilizado em cataplasmas para o tratamento de feridas
e panaricio (espécie de furinculo). A infusdo da polpa possui acdo narcética semelhante
a nicotina (MORTON et al., 1987). Os frutos sdo ainda utilizados no tratamento de

tumores, inflamacdes do trato urinario, artrite e para aliviar dores.
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FIGURA 1- Imagens dos frutos e epicarpos de G. brasiliensis.

Habitantes dos paises Tailandia, Sirilanka, Malésia, Filipinas e india, usam o
pericarpo ou o fruto maduro como opc¢do em medicina tradicional para o tratamento de
dor abdominal, diarreia, disenteria, infeccao de feridas, supuracéo e ulcera crénica (CUI
et al., 2010).

2.5 ANTIOXIDANTES

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo. A
oxidacéo é parte fundamental da vida aerobica e do nosso metabolismo e, assim, 0s
radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncdo bioldgica. Esses
radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio sdo denominados espécies reativas de oxigénio (EROs) ou
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (BARREIROS et al., 2006). No organismo,
encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. No
entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios
de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com varias patologias,
tais como artrite, choque hemorragico, doencas do coracdo, catarata, disfuncdes
cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral
(BARREIROS et al., 2006).

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell et al. (2000)
“Antioxidante € qualquer substdncia que, quando presente em baixa concentragdo
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
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oxidagdo do mesmo”. Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, a
exemplo da GPx, CAT e SOD ou, ndo enzimaticamente a exemplo de GSH, peptideos
de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), acido diidrolipoico e
CoQH. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles
provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina-E), p-caroteno (pro-vitamina-A),
acido ascdrbico (vitamina-C), e compostos fendlicos onde se destacam os flavonoides e
dimeros de flavonoides. Outro interesse voltado aos antioxidantes é a sua aplicacdo na
indGstria, para a industria de cosméticos, farmacos e alimentos, prevenindo a
decomposicéo oxidativa desses pela acdo da luz, temperatura e umidade (BARREIROS
et al., 2006).

2.5.1 Radicais Livres

O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer a&tomo ou
molécula com existéncia independente, contendo um ou mais elétrons ndo pareados, nos
orbitais externos. Um elétron ndo pareado é aquele que ocupa um orbital atbmico ou
molecular isoladamente (VANNUCCHI et al., 1999).

A presenca de um ou mais elétrons ndo pareados determina uma atracdo para um
campo magnético e, algumas vezes, torna a substancia altamente reativa. Radicais livres
podem ser formados pela perda de um Unico elétron ou pelo ganho de um elétron de
uma substancia ndo radical. Eles podem ser formados quando uma ligagdo covalente é
quebrada e um elétron de cada um dos pares permanece em cada 4&tomo, em processo
chamado fissdo homolitica. A energia necessaria para dissociar a ligacdo covalente
pode ser fornecida pelo calor, radiacdo eletromagnética ou outras fontes. A grande
maioria dos radicais livres possui como caracteristica uma meia-vida muito curta, indo
de minutos a hanosegundos, sendo capazes de reagir rapidamente com varios compostos
ou atingir alvos celulares, como as membranas (VANNUCCHI et al., 1999).

Os radicais livres promovem reacdes com substratos bioldgicos podendo
ocasionar danos as biomoléculas e, consequentemente, afetar a salude humana.
Ocorrendo na membrana, a oxidacdo de lipideos interfere no transporte passivo e ativo
normal através da membrana, ou ocasiona a ruptura dessas levando a morte celular
(BARREIROS et al., 2006).

Para evitar os danos causados pelos radicais livres, o organismo desenvolveu

varios mecanismos de defesa, isto €, potenciais de neutralizacdo das a¢fes dos radicais
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livres, chamados antioxidantes. Estes antioxidantes estdo em permanente atividade no
organismo, visto que a producdo de energia no organismo € uma das principais causas
da formacdo de radicais, necessitando estarem presentes em quantidades suficientes
para neutralizar os efeitos dos radicais livres normalmente produzidos. Quando esta
equivaléncia ndo existe, dizemos que esta ocorrendo um estresse oxidativo
(VANNUCCHI et al., 1999).

2.5.2 Testes para a determinacéo da atividade antioxidante

E perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor em um
determinado sistema, mas que falhe em outro, devido ao seu mecanismo de acédo.
Portanto para avaliar a atividade antioxidante de um composto é necessario testa-la sob
diferentes mecanismos.

Dentre essas técnicas e/ou métodos mais comumente utilizados para avaliacéo
da atividade antioxidante in vitro, por serem rapidos, sensiveis e demandarem pouca
quantidade de amostra, estdo aqueles que envolvem compostos cromogénicos de uma
EROs. A presenga do antioxidante leva ao desaparecimento destes radicais
cromogénicos. Um exemplo é o DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila), um cromdforo
extremamente estvel que apresenta um pico de absor¢do no comprimento de onda de
517 nm em solucdo metanolica ou etandlica, pois possui uma coloracgéo violeta intensa.
Conforme o DPPH vai sendo reduzido por um antioxidante, seu elétron se torna
emparelhado e a absortividade desaparece. Outro método que avalia a atividade
antioxidante é a determinagdo do poder de reducdo que apresenta um pico de absor¢ado
no comprimento de onda de 700 nm em solucdo metanodlica ou etandlica, no qual se
verifica modificacdo da coloracdo de amarelo para azul da Prdssia, que indica a
capacidade de um composto de doar elétrons, e consequentemente, de reduzir os

intermediarios oxidativos.
2.5.2.1 Atividade Sequestrante de Radicais DPPH
A atividade sequestrante de radicais DPPH" é considerada um método cléssico,

simples e rapido de avaliacdo da atividade antioxidante; principalmente de frutas, sucos

e extratos vegetais. O método baseia-se na reducdo do radical DPPH" (roxo) na sua
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hidrazina (amarelo) correspondente, atraves da sua reacdo com doadores de hidrogénio
(RH), ou mesmo outros radicais (A") (GULCIN et al., 2005) (FIGURA 2)

DPPH" + RH — DPPH-H + R’

DPPH" + A"— DPPH-A
FIGURA 2 — Possiveis reacdes com o radical DPPH".

A reducdo do radical a sua hidrazina correspondente é caracterizada pela
mudanca de cor da solucdo de roxo para amarelo, o que se traduz no decréscimo na

absorbancia determinado espectrofotometricamente no A = 515-528 nm (FIGURA 3).

NO,
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O,N N=N_ <— O,N N‘—r'\] —5 = ON NH—N
O WD e D

NO,

Radical difenilpicrilidrazila Difenilpicrilidrazina

(roxo) (ndo-radicalar, amarelo)

FIGURA 3 — Estrutura do radical DPPH e de sua hidrazina correspondente.

O radical é estavel devido a deslocalizacdo de um elétron livre ao longo de toda
a molécula. Além disso, ¢ um radical “pronto” para ser dissolvido, ndo precisa ser
gerado, assim como 0 ABTS™". O DPPH" pode ser apenas dissolvido em meio organico,
especialmente alcodlico, o que resulta em uma limitacdo importante quanto ao seu uso
para determinar a atividade antioxidante de compostos hidrofilicos (ARNAO, 2000).

A cinética de reacdo depende da natureza do composto antioxidante. O tempo de
reacdo recomendado é de 30 minutos, mas existem trabalhos descrevendo 5 e 10
minutos. Dessa forma o ideal € acompanhar a cinética da reacdo até que se atinja o
plateau. O tempo de reacdo tem sido proposto como um parametro importante na
caracterizagéo da atividade antioxidante (ARNAO, 2000).

A capacidade sequestrante (CS) tem sido expressa sob diferentes parametros
como ECs, ICso, ICig0 Ou porcentagem de DPPH reduzido. Entre eles, o mais
recomendado a capacidade sequestrante em porcentagem e o seu célculo é realizado de

acordo com a equacao:
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CS% =100 X (Ap — (Asa-A
Ap

Ay absorbancia da solugdo de DPPH sem a presenca do antioxidante. No lugar
do antioxidante é acrescentado o veiculo usado na sua preparacdo para atingir a mesma
concentracdo final.

Aa: absorbancia da solugdo de DPPH com o antioxidante em teste.

A,: absorbancia da solucdo da amostra na mesma concentragéo final quando em
solucdo com o radical, mas sem a presenca do mesmo. Este item, acrescido a equacéo,

permite retirar a possivel interferéncia da cor da propria amostra.
2.5.2.2 Poder redutor

O método de poder redutor é baseado na reducdo de Fe** do ferricianeto de
potassio a Fe?*. A espécie resultante da reducdo na presenca de Fe®*, acrescentado
posteriormente através da adicdo de FeCls, forma uma complexo azul conhecido como
azul da Prussia (FIGURA 4). Quanto maior o poder redutor, maior a formagdo do
complexo azul e consequentemente maior serd a absorbancia determinada

espectrofotometricamente a 700 nm.

4 FeCl
AK Fe(CN), + 4e- == 3K, Fe(CN), =—>= Fe,[Fe(CN.]; + 12KClI
Azul da Prassia

FIGURA 4 — Reagdo de formacdo do complexo azul da Prussia.

2.5.3 Flavonoides como Antioxidantes

De modo geral, os polifendis e em particular os flavondides possuem estrutura
ideal para o sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C
e E. A atividade antioxidante dos flavondides depende da sua estrutura e pode ser
determinada por cinco fatores: reatividade como agente doador de H e elétrons,
estabilidade do radical flavanoil formado, reatividade frente a outros antioxidantes,
capacidade de quelar metais de transicao e solubilidade e interacdo com as membranas.

A atividade de sequestro esta diretamente ligada ao potencial de oxidacdo dos
flavonoides e das espécies a serem sequestradas. Quanto menor o potencial de oxidagédo

do flavonoide, maior é sua atividade como sequestrador de radicais livres. Quanto maior
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0 numero de hidroxilas, maior a atividade como agente doador de H e de elétrons.
Flavondides monoidroxilados apresentam atividade muito baixa. Os flavondides com
multiplas hidroxilas (FIGURA 5) como a quercetina (1), miricetina (2), luteolina (3),
fustina (4), eriodictiol (5) e taxifolina (6) possuem forte atividade antioxidante quando
comparados ao o-tocoferol, acido ascorbico, B-caroteno, glutationa, &cido Urico e
bilirrubina (HALLIWELL et al., 2000; YANG et al., 2001).

o

FIGURA 5 - Flavonoides antioxidantes com multiplas hidroxilas

O ultimo fator importante que influéncia a atividade antioxidante dos
flavonoides é a sua interagdo com as biomembranas. A lipofilicidade do flavonoide
indica a incorporacdo desse pela membrana, que é alvo da maioria das EROs e ERNs.
Assim, deve haver uma concentragcdo minima do flavonoide por acido graxo, de modo a
assegurar a presenca de uma de suas moléculas préxima ao sitio de ataque do radical.
Flavondides que possuem uma cadeia de agucares ligada em sua estrutura sdo muito
polares, ndo sendo assimilados pela membrana, porém, nesta forma eles podem ser
armazenados em vesiculas, possuindo um tempo maior de permanéncia no organismo.
Os flavondides que sdo assimilados pelas membranas exercem a fungdo de moduladores
de fluidez. Restringindo essa fluidez os flavonoides geram um impedimento fisico para
a difusdo das EROs e ERNs, de modo que decresce a cinética das reagdes responsaveis
pelo estresse oxidativo (BARREIROS et al., 2006).
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2.6 COMPOSTOS POLIFENOLICOS

2.6.1 Flavonoides

Os flavondides pertencem a um grupo de substancias com variavel estrutura
fenolica e é encontrado em frutas, legumes, gréos, raizes, talos, flores, cha e vinho. O
consumo destes produtos naturais era a muito tempo conhecido pelos efeitos benéficos
na saude. Mais de 4000 flavonoides ja foram identificados, muitos dos quais sdo
responsaveis pelas cores atrativas das flores, frutos e folhas. Pesquisas com flavondides
receberam impulso depois da descoberta do Paradoxo Francés, que reduziu a taxa de
doencas cardiovasculares em populacGes do Mediterrdneo em associacdo com 0
consumo de vinho e de alimentos gordurosos. Os flavonoides do vinho sao
responsaveis, pelo menos em parte, por este efeito. Além disso, estudos de
epidemiologia, sugerem um papel protetor dos flavondides contra doengas do coracao
(NIJVELDT et al., 2001).

Até 50 anos atras, informacéo sobre o mecanismo de acdo dos flavonoides era
desconhecida. Em 1930 uma nova substancia foi isolada de laranjas, o qual se
acreditava ser mais um membro da classe das vitaminas, que foi designada como
vitamina P. Quando ficou claro que se tratava de um flavonoide (rutina) varios grupos
de pesquisa iniciaram o isolamento do mesmo flavondide ou de outros e o estudo do
mecanismo de acdo desse flavonoide.

A estrutura quimica geral dos flavonodides é facilmente reconhecida pela

presenca de um esqueleto aromatico C.-C,-C,, um anel cromano (anel benzénico-A +

anel heteronuclear-C) ligado a um anel benzénico (anel B) (ROBBERS et al., 1997). O
QUADRO 1 apresenta algumas das principais classes de flavonoides, assim como

algumas das suas principais caracteristicas.
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QUADRO 1: Classes de flavondides e suas principais caracteristicas.

NUmero aproximado de e
Classes X Caracteristicas
estruturas conhecidas
Flavonas, flavonois e 1660 Copigmentacdo em flores, protetores contra
seus O-heterosideos raios UV nas folhas
Flavonas, flavondis e 303 Copigmentacdo em flores; protetores contra
seus O-heterosideos raios UV em folhas
Antocianinas 256 Pigmentacdo do vermelho até o azul
Chalconas 197 Pigmentacdo amarela
Auronas 29 Pigmentacdo amarela
S . Estdo presentes freqlientemente em tecidos
Di-hidro-flavondis 110 de madeiras
Flavanonas 319 Podem apresentar sabor amargo
Di-hidro-chalconas 71 Podem apresentar sabor amargo
Flavanas, leucoantocianidinas 309 Substéancias adstringentes com
e proantocianidinas propriedades tanantes
Isoflavonoides 630 Propriedades estrogénicas e/ou antigUstica
Neoflavonoides 70 -
Biflavonoides 1200 Propriedades antiflngicas
Outras estruturas 100 -

Sob o ponto de vista econémico, os flavonoides despertam grande interesse
comercial por parte das industrias alimenticias, de corantes e, sobretudo farmacéutica,
devido as suas comprovadas atividades farmacoldgicas: antiinflamatéria, antioxidante,
antitumoral, antiviral, entre outros (SKIBOLA et al., 2000).

2.6.2 Biflavonoides

A primeira biflavona foi isolada em 1929, e é conhecida como Gingentina.
Desde entdo, mais de mil biflavonoides foram isolados de plantas e muitas atividades
bioldgicas tém sido relacionadas a essa classe de substancias (SUZART et al., 2007).

Biflavonoides foram definidos como “dimeros de apigenina” e assim
diferenciados de outros dimeros flavonoidicos, como as proantocianidinas, as quais
possuem flavan-3-ol (catequina) como unidade monomérica (AGRAWAL et al., 1989).
Biflavonas foram inicialmente classificadas de acordo com a ligacdo interflavonoil,
sendo 0s principais grupos denominados amentoflavona (7), agathisflavona (8),
robustaflavona (9) e hinokiflavona (10), consideradas as biflavonas classicas (QUADRO
2 E FIGURA 6). No entanto, outros biflavonoides foram descobertos, formados por
ligacbes entre flavona-flavanona, flavona-flavonol, flavona-flavanonol, flavona-

isoflavona, flavonol-flavonol, flavonol-flavanona, flavanona-flavanona, flavonol-
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isoflavona, os quais divergem das anteriores ndo apenas em seu padréo de hidroxilacéo
nos anéis aromaticos, mas também quanto a substituicdo do heterociclico central, com
ligacdo interflavonoil entre diferentes unidades flavonoidicas.

Sua formacdo pode ser explicada em termos de acoplamento oxidativo de duas
unidades de chalconas e subsequente modificacdo das unidades centrais C3
(ZUANAZZI et al., 2004).

Quanto a numeracdo desses compostos, pode ser feita de duas formas:
« Utiliza-se a numeragdo comum dos flavondides para o primeiro monémero; e 0s
mesmos numeros ordinarios seguidos de duas linhas (*’) para os nucleos "A” e ”’C”, ¢

299

seguidos de trés linhas (*’’) para o nticleo ”B”da segunda unidade;
+ Utilizam-se os numeros romanos “I” e ”II” para cada mondmero, seguido da

numeracdo comum dos flavondides (ZUANAZZI et al., 2004).

QUADRO 2 — Tipos de biflavonoides definidos conforme o local da ligacdo interflavonoil.

Estrutura Biflavona Ligacéo interflavonoil
7 amentoflavona 1-3°,11-8(oul-5,11-8)*
8 agathisflavona I-6,11-8
9 robustaflavona 1-3,11-6(oul-5,11-6)*
10 hinokiflavona I-4-O-11-6

* (Agrawal et al., 1989)

FIGURA 6 — Biflavonas classicas conforme o local da ligacdo interflavonoil.



36

Estimam-se que os biflavonoides estejam dispersos principalmente entre as
plantas gimnospermas e angiospermas, das quais se destacam as familias Guttiferae,
Ochnaceae e Anacardiaceae. Entre os géneros, os biflavonoides sdo abundantes nas
espécies de Selaginella (Selaginellaceae), Calycopteris (Combretaceae), Daphne
(Thymelaeaceae), Lophira e Ochna (Ochnaceae) (BARBOSA et al., 2005).

Os biflavonoides ocorrem com ampla diversidade de acumulagdo nos tecidos
vegetais, em folhas, raizes, pélen, frutos, lenho e sementes. Os que ocorrem nas folhas
sdo conhecidos principalmente por possuirem acdo de protecdo contra radiacdo UV,
assim como para proteger a planta de predadores como insetos e fungos.

Quanto a atividade farmacoldgica, a diversidade de alvos moleculares é tdo
ampla quanto as variacGes estruturais, apresentando acfes como o bloqueio de efeitos
inflamatorios de hepatotoxinas, supressdo de atividade linfocitaria, inibicdo de adesdo
plaquetéria, inibicdo de ciclooxigenases, inibicdo da ligacdo de neurotransmissores,
inibicdo de peroxidacdo lipidica, acdo estimulante cardiaca, vasodilatagdo periférica,
efeito  hipoglicémico, anticarcinogénico, antiespasmogénico, hepatoprotetor,

antifangico, antiviral, entre outras (KWAK et al., 2002).

2.7 A LEISHMANIA

A leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa zoonotica, amplamente distribuida em
todo o mundo, que afeta 0 homem e os animais (RATH et al., 2003). Atualmente as
leishmanioses afetam cerca de 12 milhdes de pessoas em 88 paises e aproximadamente
90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em cinco paises: India, Bangladesh,
Nepal, Suddo e Brasil, atingindo principalmente populacdes pobres (CROFT et al.,
2003). Como em outras doencas tropicais, estdo relacionadas ao desenvolvimento
econdmico e a mudangas ambientais provocadas pelo homem que promovem a
exposicdo de hospedeiros susceptiveis aos insetos infectados (vetores). Embora as
leishmanioses sejam consideradas doencas rurais, 0 recente aparecimento destas
enfermidades em grandes centros urbanos e a re-emergéncia em varias cidades do
mundo representa um problema de satde publica (MONTEIRO et al., 2005).

Assim, o0 uso de plantas para a obtengdo de novos farmacos tem aumentado
devido a necessidade de se combater microrganismos resistentes aos farmacos sintéticos

atuais e maximizar o controle de doencas endémicas, como € o caso da leishmaniose
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tegumentar americana (SHARIEF et al., 2006). Os metabolitos secundarios oriundos de
plantas se mostraram eficazes em estudos in vitro sobre diferentes formas de
Leishmania spp (SOARES et al., 2007) e podem ser viaveis para a obtencdo de novos
compostos para o combate desta enfermidade.

A difusdo desse conhecimento no seio da populacdo tem facilitado a aceitacdo
popular de fitoterdpicos ou plantas medicinais e a aderéncia terapéutica e sua adogéo
constitui-se numa importante alternativa no combate as leishmanioses, ganhando
notéria expansdo por parte da comunidade cientifica, buscando-se reduzir
consideravelmente a incidéncia dessa zoonose, combatendo o agente etiolégico
estabelecido nos reservatorios (RATH et al, 2003). Uma das principais aplicacdes da
quimica de produtos naturais esta direcionada para a descoberta de novas substancias
com potencial farmacoldgico, através do estudo de extratos de plantas ou por meio da
sintese de moléculas analogas que possam ser, em ambos 0s casos, produzidos em
escala industrial (MORAIS et al., 2007).

2.7.1 Leishmania — o parasito

No ciclo epidemiologico, o inseto (flebotomineo) representa o elo entre os
reservatorios e o homem, no qual este inseto comporta apenas como hospedeiro
acidental de Leishmania, ndo parecendo assumir papel relevante na transmisséo da
doenca.

As leishmanias sdo parasitos dimorficos apresentando dois estagios evolutivos
no seu ciclo de vida (amastigota e promastigota). Os parasitos do género Leishmania
gue se apresentam sob a forma amastigota (FIGURA 7B) s&o estruturas arredondadas ou
ovaladas sem flagelos visiveis, alojam-se nos macréfagos onde vivem e se multiplicam
por divisdo assexuada até romperem a célula, disseminando-se pela via hematogénica e
linfatica, iniciando uma reacdo inflamatoria e proporcionando a atracdo de outros
macrofagos, gerando um ciclo vicioso. A outra forma do género Leishmania apresenta-
se sob a forma flagelada promastigota (FIGURA 7A), encontrada no vetor flebotomineo,
reproduz-se extracelularmente no trato alimentar do inseto. Esta forma é cultivada in
vitro em meios livres de células (axénicos) que mimetizam os nutrientes, o pH e a

temperatura encontrados no trato digestivo do inseto (GONTIJO et al., 2003).
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FIGURA 7: Micrografia das formas morfolégicas mais comuns de Leishmania spp. (A) Promastigota (B)
Amastigotas.

Fontes: (A) http://www.med.unimarburg.de/stpg/ukm/It/hygiene/schwarz/projects.html. (B)
http://www.vet.upenn.edu/schoolresources/communications/publications/bellwether/48/foxhounds.html.

Os vetores, por sua vez, sdo insetos da ordem diptera; familia Psychodidae;
subfamilia Phlebotominae. S&o comumente chamados de flebotomineos e popularmente
conhecido por mosquito palha, birigui ou cangalhinha, que sugam junto ao sangue as
formas amastigotas, do interior de macr6fagos, de um animal infectado. De modo que
apenas as fémeas estdo adaptadas com o respectivo aparelho bucal para picar a pele de
vertebrados e sugar o sangue. As fémeas necessitam de sangue para o desenvolvimento
dos ovos e costumam picar a partir do pér do sol até a madrugada.

Durante o trajeto pelo trato digestivo (FIGURA 8), 0s macrdfagos se rompem
liberando as amastigotas. Essas sofrem uma divisdo binaria e se transformam em
promastigotas delgadas e longas que, também reproduzem por divisao binaria, podendo
seguir dois caminhos. No primeiro, as promastigotas pertencentes ao subgénero Viannia
dirigem-se para o intestino onde se colonizam nas regides do piloro e ileo (secéo
peripilaria). Nesses locais, ocorre a transformacdo de promastigotas em paramastigotas
que ainda se dividem. Novamente, ha transformacdo de paramastigotas em
promastigotas que migram através do estdbmago em direcdo e a faringe do inseto. No
segundo, promastigotas pertencentes ao subgénero Leishmania multiplicam-se aderidas
a parede do estdbmago (secdo suprapiléria), transformam-se em paramastigotas,
colonizando no es6fago e na faringe. Neste ambiente diferenciam-se em promastigotas
metaciclicos, constituindo-se em forma infectante para o hospedeiro vertebrado
(GONTNO et al., 2003).


http://www.med.unimarburg.de/stpg/ukm/lt/hygiene/schwarz/projects.html
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FIGURA 8 — Ciclo de vida de Leishmania spp. Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

Quando os insetos vao realizar novo repasto sanguineo, as formas promastigotas
sdo introduzidas no local da picada no vertebrado. Quatro a oito horas ap6s a picada do
inseto, o protozoario é encontrado no interior de macréfagos teciduais. A saliva do
mosquito contém substancias (neuropeptideos vasodilatadores) com a funcdo de
promover imunossupressao do hospedeiro. No interior do macr6fago, as promastigotas
envoltas pelo vacuolo fagocitario, transformam-se em amastigotas que, resistentes a
acao dos lisossomas, multiplicam-se até ocupar o citoplasma da célula. Ocorre em
seguida, a ruptura da membrana do macréfago repleto de amastigotas, que por sua vez
sdo novamente fagocitadas, gerando nova reacdo inflamatéria (GENARO et al., 2005).

2.7.2 As leishmanioses

A incidéncia anual mundial de novos casos é de cerca de 2 milhdes, sendo 1,5
milhdes de casos de leishmaniose cutanea (LC) e 500 mil da leishmaniose visceral (LV)
e, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o numero de casos de
leishmaniose ndo relatados € aproximadamente 5 vezes maior do que 0S numeros

oficiais. As leishmanioses sdo doencas predominantes da classe pobre, do sexo
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masculino, e de adultos. No Brasil, a leishmaniose atinge 19 estados, sendo que mais de
90% dos casos humanos da doenca se concentram na regido nordeste, havendo ainda
focos importantes na regido Centro-Oeste, Norte e Sudeste. Embora apresente baixa
mortalidade, apresentam alta morbidade, intensificando ainda mais sua associagio as
desigualdades sociais, ja que reduz drasticamente a qualidade de vida dos infectados.

As leishmanioses humanas consistem em um complexo de enfermidades que
acometem visceras e pele, apresentando amplo espectro clinico e podem ser
classificadas em visceral e tegumentar. Sdo causadas por diferentes espécies do género
Leishmania e a maioria das infeccdes humanas esta relacionada com habitos e
atividades de individuos que exploram ou que habitam matas ou florestas.
Recentemente tem ocorrido um aumento significativo dos casos de leishmaniose em
areas urbanas e periurbanas das grandes cidades do Brasil (SILVA-LOPEZ, 2010).

As manifestacdes clinicas da doenca sdo variaveis, dependendo da viruléncia da
espécie infectante, susceptibilidade do hospedeiro e co-infec¢des. Podendo ser dividida
em quatro grupos principais (DARDARI et al., 2004).

i) Leishmaniose visceral: conhecida como Calazar, é a forma mais grave, sendo
sistémica pode atingir figado, baco e medula dssea, levando o paciente a morte.

ii) Leishmaniose cutanea: caracteriza-se por Ulceras cronicas na pele, desenvolvidas no
local da picada do inseto vetor.

iii) Leishmaniose mucocutanea: caracteriza-se por Ulceras crénicas similares a forma
cutanea, porém tendem a reaparecer mesmo apos cicatrizacdo em mucosas do nariz e da
boca, em geral associadas a infeccBes secundarias levando a destruicdo de grandes
extensOes de tecido.

iv) Leishmaniose difusa: é caracterizada por lesdes cutaneas, ricas em parasitas, de
aspecto queloidiano por toda a pele. No diagnostico diferencial das lesdes cutaneas
devem ser considerados a sifilis, hanseniase, tuberculose e o carcinoma espinocelular.

Os aspectos das leishmanioses variam ainda conforme regido geogréfica,
provavelmente indicando interacdo entre propriedades dos parasitos locais, biologia dos
vetores presentes na area e fatores da populacdo. Com relacdo ao papel do hospedeiro;
idade, estado nutricional, eficicia do sistema imune e co-infecgdes com HIV alteram
significativamente as manifestacGes clinicas da doenca (MURAY et al., 2005).

A co-infeccdo Leishmania/HIV é considerada uma ameaca emergente em

diversos paises. O aumento no nimero de casos na Ultima década é marcante, levando a
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mudancas na epidemiologia, apresentagdo e clinica das leishmanioses. O
comprometimento do sistema imune do doente pode acarretar em manifestacdes clinicas
em pacientes antes assintomaticos, assim como a evolugdo de casos complexos e de

dificil tratamento, como a forma cuténea disseminada ou a visceral (CRUZ et al., 2006).

2.7.2.1 Leishmaniose visceral (LV) — forma visceral

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é a forma mais grave
das leishmanioses. As amastigotas residem em células do sistema reticulo endotelial de
visceras, incluindo baco, figado, linfonodos e intestino. A doenca pode permanecer
assintomatica ou apos um periodo de incubacgéo de 2-4 meses apresentar sintomas como
febre baixa de desenvolvimento lento, prostracdo geral, anemia e protusdo do abdome
devido aumento do figado e bago (hepatoesplenomegalia) (MURAY et al., 2005).

A LV é causada tipicamente por L. donovani no subcontinente Indiano, Asia e
Africa e por L. infantum (sindnimo para L. chagasi) na regido do Mediterraneo, Sudeste
e regido central da Asia e América do Sul. Paises como Bangladesh, india, Nepal,
Sudao e Brasil respondem por 90% dos casos de LV do globo (MURAY et al., 2005,
DESJEUX, 2001). No Brasil, o calazar é documentado em Estados litoraneos do Para
ao Parana e em Estados centrais como Minas Gerais, Goids e Mato Grosso do Sul. Em
Santa Catarina e no Rio Grande do Sul, ndo ha registros de casos autéctones da LV
(GENARO, 2003). A mortalidade global da leishmaniose visceral é oficialmente de
59.000 casos ao ano, contudo este nimero € subestimado. Uma vez que a notificagdo da
LV ndo ¢ obrigatoria e que o diagnostico da doenca muitas vezes ndo é corretamente
realizado, dados oficiais ficam defasados (HOTEZ et al., 2004).

Os mamiferos portadores de LV no ambiente rural sdo geralmente animais
silvestres como a preguica, o tamandua, roedores e raposas sendo que grande parte das
lesGes nestes animais ndo € aparente (FUNASA, 2000). Em virtude da constante
expansdo dos aglomerados urbanos, o cdo vem sendo apontado como o principal
reservatorio urbano representando assim, uma fonte de infeccdo para os vetores
biologicos. Ademais, estes animais tém sido encontrados em focos da doenca humana,
sendo considerados os principais elos na cadeia de transmissao da LV (MOLANO et al.,
2003).
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2.7.2.2 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) — forma cutanea

A LTA é uma doenca ndo contagiosa, de evolugdo crbnica, que acomete as
estruturas da pele e cartilaginosas da nasofaringe, de forma localizada ou difusa,
causada por espécies do género Leishmania (MANUAL DE VIGILANCIA, 2006).
Constitui um problema de salde publica em 88 paises, distribuidos em quatro
continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de 1,0 a 1,5 milhdes
de casos. E considerada pela Organizacio Mundial da Satde (OMS), como uma das seis
mais importantes doengas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccdo e
capacidade de produzir deformidades.

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma das afeccdes
dermatoldgicas que merece mais atencdo, devido a sua magnitude, assim como pelo
risco de ocorréncia de deformidades que pode produzir no ser humano, e também pelo
envolvimento psicoldgico, com reflexos no campo social e econémico, uma vez que, na
maioria dos casos, pode ser considerada uma doenca ocupacional. Apresenta ampla
distribuicdo com registro de casos em todas as regides brasileiras.

Um amplo espectro de manifesta¢@es clinicas envolvendo pele e mucosas pode
ser visto na LTA, variando desde uma lesdo auto-resolutiva a lesGes multiplas ou
desfigurantes (FIGURA 9). De modo geral, a maioria das infec¢bes leishmanioticas
permanece localizada na pele ou linfonodos adjacentes. Entretanto, algumas espécies
podem escapar para mucosas, multiplos locais na pele ou para figado, bagos e
linfonodos distantes. Os pontos de disseminagdo da doenca variam principalmente, mas
ndo exclusivamente, devido a diferentes propriedades do parasito: sensibilidade a
temperatura, tropismo tecidual, capacidade de imunoevaséo e persisténcia das infeccoes
(MURAY et al., 2005).

Na leishmaniose cuténea, a infeccdo pode evoluir apds o periodo de incubagéo
de 1-12 semanas, em uma papula que aumenta de tamanho e finalmente Ulcera. A lesao
tipica é indolor e apresenta bordas salientes com fundo necrético granuloso e umido
(FIGURA 9A).

A leishmaniose mucosa (FIGURA 9C), manifestacdo mais severa da LTA, nunca
cura espontaneamente e € de dificil tratamento. Pode ocasionar destruicdo de cartilagens
e tecidos moles, com possivel desfiguracdo da face e perda do septo, palato e pavilhao

auditivo. Nos casos mais graves, o paciente pode morrer por complicacdes respiratorias,
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dificuldades de alimentacdo ou infecgbes secundérias. A disseminagdo, de espécies
como L. braziliensis, para as mucosas ocorre em 1-10% das infec¢fes, apos 1-5 anos da

cura das lesBGes cutaneas. Embora cerca de 90% dos pacientes com a forma mucosa

apresentem uma cicatriz de lesdo cutanea anterior, ha alguns casos que coincidem com
lesGes ativas (MURAY et al., 2005).

X~

FIGURA 9 — Diversidade de manifestagées' clinicas na LTA. A) Lesdo cutanea tipica B) Forma difusa
C) Forma Mucosa. Fonte: MANUAL DE VIGILANCIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA-2007.

Outra manifestacdo da LTA, a leishmaniose cutdnea difusa (FIGURA 9B),
caracteriza - se por nddulos ndo ulcerados, repletos de parasitos que se disseminam do
local original de infeccdo e pode cobrir todo o corpo do paciente (REITHINGER et al.,
2007).

Atualmente € possivel observar a coexisténcia de um duplo perfil
epidemioldgico, ocasionada pela manutencao de casos oriundos de focos antigos ou de
areas proximas a estes, e pelo surgimento de surtos epidémicos. A ocorréncia de tais
surtos tem sido associada a fatores decorrentes de atividades econdmicas, expanséo de
fronteiras agricolas e extrativismo, e condi¢cbes ambientais altamente favoraveis para o
desenvolvimento do vetor e transmissdo da doenca  (VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2010).

Para a leishmaniose cutanea é utilizado como tratamento a Miltefosina, mas a
sua eficacia é questionada. Estes fatos justificam a necessidade urgente de novos
medicamentos mais seguros, baratos e efetivos para o tratamento dos diferentes tipos de
Leishmania. Estudos realizados com a 4 -hidroxi-5,6,7,3",5 -pentametoxiflavona
(Ageconyflavona) (FIGURA 10) isolada de partes aéreas de Ageratum conyzoides L.
(Asteraceae) (AMAL et al., 2010), mostraram que este flavonoide apresentou atividade
significativa (ICsp = 3,56 pg/mL) in vitro contra promastigotas e amastigotas de
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Leishmania amazonensis em citotoxicidade mensuravel, sendo que estes resultados
estdo altamente coerentes com testes anteriores em flavondides metoxilados que foram

ativos em niveis de concentracdo semelhantes.

FIGURA 10 — Flavonoide metoxilado de Ageratum conyzoides - 4-hidroxi-5,6,7,3,5-
pentametoxiflavona

2.7.3 Tratamentoda LTA

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), assim como 0s outros tipos de
leishmaniose, tém como tratamento de primeira linha dois antimoniais pentavalentes
(Sb™") que tem sido utilizado no tratamento desde o inicio do século XX e continuam
sendo os farmacos de escolha para doencas cutanea e visceral, o estibogluconato de
sodio (Pentostam®) e o antimoniato de meglumina (Glucantime®) (CRUZ et al., 2009;
SILVA-LOPEZ, 2010). Apesar de serem utilizados ha tanto tempo, alguns detalhes de
seu mecanismo de acdo ndo estdo claros (VIEIRA et al., 2005). E aceito que o
antimonio pentavalente é um pro-farmaco, sendo reduzido a antiménio trivalente, que
apresenta atividade leishmanicida (OUELLETTE et al., 2004; MALTEZOU, 2009). Foi
encontrado ainda que os antimoniais pentavalentes induzam a morte celular programada
do parasita por fragmentagcdo do DNA (LEE et al., 2002). Estas, entre outras evidéncias,
sugerem que o0s antimoniais pentavalentes podem matar a Leishmania tanto por
mecanismos diretos como indiretos (OUELLETTE et al., 2004).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o grande problema com este
tratamento é o0 acesso aos medicamentos, pois além do alto custo, deve ser administrado
em hospital por via intravenosa ou intramuscular durante quatro semanas (WHO, 2010).
Além disso, drogas antimoniais parenterais estdo relacionadas a uma série de efeitos
colaterais severos, incluindo nausea, vomito, diarreia, erupcGes na pele, tontura, arritmia

cardiaca, hipotensdo, artralgia, mialgia, desconforto abdominal, dor de cabeca, elevagao
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reversivel das enzimas hepaticas, ocasional anemia e trombocitopenia frequentemente
dose dependente (GONZALEZ et al., 2008).

Em casos de resisténcia do parasito, a anfotericina B é a segunda opcdo de
tratamento recomendada pelo Ministério da Salde, sendo, entretanto, mais toxica que o
Pentostam e o Glucantime (WHO, 2010). A Anfotericina B trata-se de um antibio6tico
sistémico efetivo que possui atividade antifingica e leishmanicida. As leishmanias e 0s
fungos possuem ergosterol como principal esterdide nas membranas plasmaticas, logo,
a anfotericina B liga-se ao ergosterol, causando alteracdo na permeabilidade de
membrana e do equilibrio osmético do parasito (CRUZ et al., 2009; SILVA-LOPEZ,
2010).

Na tentativa de controlar a propagacdo das leishmanioses, diferentes tipos de
intervencgdes tém sido investigados. Varios tipos de vacinas foram propostas, tanto para
tratamento quanto para profilaxia da doenca. Uma vacina anti-Leishmania ideal deve
induzir respostas de linfécitos T CD* e T CD®** a fim de produzir meméria
imunoldgica, e a maior concentracdo destes estudos estdo nas vacinas de subunidades
entregues como proteinas recombinates, DNA, poli-proteina ou células dendriticas
contendo antigenos de leishmania além de vacinas de parasitas mortos ou atenuados
(KEDZIERSKI et al., 2009). Além de vacinas, alvos moleculares vém sendo estudados
para posterior identificacdo de substancias capazes de modular suas atividades
(DARDARI et al., 2004). Um bom alvo de drogas deve ser expresso em um estagio
relevante do ciclo de vida do parasita e preencher um ou mais dos seguintes critérios:
ser exclusivo do parasita, ser essencial para sua sobrevivéncia, ou ser essencial para sua
viruléncia. E proposto ainda que um tratamento de sucesso para todos os tipos de
leishmaniose depende da eliminacdo efetiva dos parasitas por ativacdo de macrofagos
(KEDZIERSKI et al., 2009).

2.7.4 Radicais derivados de oxigénio e nitrogénio e sua importancia para regular o

parasitismo

O controle do crescimento intracelular da Leishmania em macro6fagos ativados
de camundongos depende fundamentalmente da acdo de éxido nitrico (NO), sintetizado

a partir de L-arginina pela acdo de uma NO-sintase (iNOS) induzivel por citocinas
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ativadoras como interferons do tipo IFN-y ¢ também do tipo I ¢ TNF-a (LIEW e
O'DONNELL, 1993).

Os radicais intermediarios de oxigénio e nitrogénio foram eficientes no controle
da infeccdo de macrdfagos murinos por L. donovani, mostrando eficiente efeito
leishmanicida mesmo para a espécie de Leishmania que pode determinar a doenca
visceral (MURRAY e NATHAN, 1999). A producdo de NO também desempenha papel
importante no controle sdo relativamente muito reduzidos da fase inicial da
leishmaniose cutania murina causada por L. mexicana (DIAZ et al., 2003).

Entretanto, na espécie humana os niveis de producdo de NO por macrofagos
ativados sdo relativamente muito reduzidos em comparagdo aos encontrados nos
camundongos, embora haja expressdao de MRNA para iNOS apds estimulacdo por IFN-
v. O controle da infecc¢ao intracelular por leishmania em macréfagos humanos ativados
por citocinas parece depender da geracdo de radicais de oxigénio e nitrogénio de
mecanismos independentes de oxigénio (MURRAY e TEITELBAUM, 1992). Todavia,
outros autores descrevem acdo parasiticida, aparentemente mediada por NO, exercida

por macrofagos humanos sobre varias espécies de Leishmania (PANARO et al., 1999).

2.8 PROTEASES

De acordo com o comité de nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica
e Biologia Molecular (IUB), as proteases sao classificadas em dois grupos principais,
que sdo as exopeptidases e endopeptidases, dependendo do sitio de acdo dessas
enzimas. As exopeptidases iniciam o processo de degradacgéo a partir das extremidades
amino (N) ou carboxi-terminal (C) das proteinas, produzindo pequenos peptideos ou
mesmo aminoacidos. As endopeptidases clivam a proteina alvo na sua parte interna,
longe das extremidades amino e carboxi- terminal, gerando dessa forma, peptideos
maiores. Baseado no tipo do grupo funcional presente no sitio catalitico da enzima, as
proteases sdo classificadas ainda em quatro relevantes grupos, que sdo: serina, cisteino,
aspartico e metalo proteases (MENON et al., 1987). Com base nas suas sequéncias de
aminoacidos, as proteases sdo ainda classificadas em familias diferentes e também em
clas para acomodar 0s grupos de peptideos que evoluiram de um antepassado em
comum (RAWLINGS et al., 1993).
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As proteases estdo envolvidas em numerosos e importantes processos
fisioldgicos, incluindo proteinas volume de negdécios, digestdo, coagulacdo do sangue,
fertilizacdo, diferenciacdo e crescimento das células, sinalizacdo celular, na resposta
imune, apoptose, cancer, mal de Alzheimer, inflamagdo e artrite. Os inibidores de
protease, portanto, tém uma utilidade consideravel para intervencdo terapéutica nestas

doencas e em varios outros tipos (SAJID et al., 2002).

2.8.1 Serino-Proteases: Tripsina

Serino-proteases sdo enzimas que possuem um residuo de serina ativo no seu
sitio catalitico (YOUSEF et al., 2003). As serino-proteases catalisam um ilimitado
namero de reagdes hidroliticas, com ampla especificidade pelo substrato (NEURATH et
al., 1984). Estas enzimas tém sido estudadas intensivamente nas Ultimas quatro décadas,
resultando no acumulo de informacdes de alta qualidade em relacdo as suas sequéncias
de nucleotideos e aminoacidos, as suas estruturas tridimensionais, constantes cinéticas e
parametros termodindmicos para as reacOes com seus substratos e inibidores,
respectivamente.

A despeito da longa investigacdo sobre esta familia os resultados de pesquisas
recentes na area das serino-proteases sao notaveis. As serino-proteases sao classificadas
em 5 familias distintas de enzimas: a da quimotripsina, da subtilisina, da serino
carboxipeptidade I1, do citomegalovirus humano e do componente proteolitico ClpP da
protease ATP-dependente (LIAO et al., 1992).

O mecanismo catalitico das serino-proteases (FIGURA 11) é caracterizado
inicialmente pelo o ataque ao carbono carbonilico pela serina reativa da triade catalitica,
cuja nucleofilicidade ¢ aumentada pela presenca de uma histidina adjacente que atua
funcionando como uma base catalisadora. A doacdo de um préton pela histidina ao
novo grupo alcool formado resulta na dissociagdo do primeiro produto e na
concomitante formacdo de um complexo covalente acil-enzima. A reacdo de deacilacédo
ocorre pelo ataque nucleofilico da agua, seguindo 0s mesmos passos da reacdo anterior.
A agua ataca o grupo carbonila, enquanto o préton é concomitantemente removido pela
histidina, que atua agora como um catalisador &cido. Cada etapa ocorre através da
formacdo de um intermediario tetraédrico, cuja estrutura se assemelha a um estado de

transicdo de alta energia em ambas as reacdes (HEDSTROM, 2002).
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FIGURA 11 — Mecanismo catalitico das serino-proteases.

A tripsina (EC 3.4.2.1.4) e uma das serino-protease mais estudada e
caracterizada, por isso, € uma das enzimas melhor compreendidas em termos estruturais,
de sua especificidade e do seu mecanismo catalitico. Em virtude disso, a tripsina € uma
enzima utilizada como modelo experimental para estudos de caracterizacdo de outras
serino-proteases. A especificidade da tripsina é atribuida as ligagdes peptideas
envolvendo as carboxilas dos aminoacidos basicos arginina e lisina. O seu centro ativo é
constituido de um sitio aniénico, ao qual se ligam substratos ou inibidores hidrofobicos
que acomodam a cadeia hidrocarbonada dos substratos ou inibidores, e o sitio catalitico
propriamente dito, que é constituido da triade catalitica His57, Ser195 e Aspl02
(GONTIJO, 2005).

2.8.2 Cisteino-Proteases: Papaina

As cisteinas-proteases compreendem um complexo grupo, de variadas
propriedades fisicas e bioguimicas. Estdo distribuidas em 44 familias, classificadas de
acordo com as relagbes evolucionarias e de similaridade estrutural e podem se
encontradas em bactérias, fungos, protozoarios, plantas e mamiferos (GRZONKA et al.,
2001; BARRET et al., 2002; CAMPBELL., 2002; RAWLINGS et al., 2006).

Em plantas, estas moléculas representam um grupo enzimatico com
propriedades similares, tais como peso molecular entre 20 e 30 kDa e pH 6timo entre
3,5 e 8,0 (GRZONKA et al., 2001). As cisteino-proteases ja foram isoladas de sementes
de girassol, frutos de mamao (papaina) (EC 3.4.22.2), figo (ficina) (EC 3.4.22.3) e de
abacaxi (bromelaina) (EC 3.4.22.4). Geralmente essas enzimas sdo encontradas nos
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vacutolos e sdo responséveis pela mobilizagdo de proteinas estocadas no endosperma
durante a germinacdo das sementes (ARAI et al., 2002); elas também sdo encontradas
no meio extracelular, tais como aquelas de maméo e figo (RAWLINGS, et al., 2006).

O mecanismo catalitico das cisteino-proteases (FIGURA 12) € caracterizado pela a
formag&o de um intermediario tetraédrico covalente, a acil-enzima, resultante do ataque
nucleofilico do grupo tiol da cisteina do sitio ativo (Cys25) sobre a carbonila da ligagdo
peptidica que serd hidrolisada. O grupo imidazol da cadeia lateral da histidina (his159)
atua como aceptor de hidrogénios na catalise. A asparagina (Ansl175) orienta o anel
imidazélico da histidina. O ataque nucleofilico do grupo tiol da cadeia cisteina sobre o
carbono da carbonila da ligacdo peptidica a ser hidrolisada gera um intermediario
tetraédrico covalente entre a enzima e o substrato. Por uma reacdo de acilacdo, porcédo
C-terminal do substrato € liberada, deixando a enzima acilada. Em seguida, em uma
reacdo de deacilacdo, a acil-enzima reage com uma molécula de &gua liberando a parte
N-terminal do substrato e a enzima se regenera (STORER e MENARD, 1994;
BARRET et al., 2002).
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FIGURA 12 — Mecanismo catalitico das cisteino-proteases.

Em 1879, a primeira enzima a ser classificada como cisteino-protease foi isolada
e purificada do latex do Carica papaya, mais conhecido como mamdo papaia e,
denominada entdo, papaina (EC 3.4.22.2) (SAJID, 2002). Foi a primeira enzima a ter
sua estrutura tridimensional determinada por cristalografia de raios-X e hoje é o
membro mais estudado da familia (MONTI et al., 2000). A estrutura da papaina
apresenta dois dominios separados por uma fenda. Onde se encontra o sitio ativo. O

dominio N-terminal consiste principalmente de o-helices, enquanto o dominio C-
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terminal contém uma estrutura em barril-f. Os residuos cataliticos sdo: Cys25, His159 e
Aspl75 (GRZONKA et al., 2001; RAWLINGS et al., 2006).

2.8.3 Cisteino-protease do género Leishmania

Diferentes tipos de proteases sdo expressos nos varios estagios do ciclo de vida
de protozoarios parasitas e estdo envolvidas na replicacdo e na metamorfose. No caso do
género Leishmania, as proteases melhor estudadas sdo trés isoformas de cisteino
proteases, denominadas CPA e CPB, que sdo enzimas do tipo catepsina L
(ROBERTSON e COOMBS, 1990) e CPC, que é uma enzima do tipo catepsina B
(BART et al., 1995). Essas trés enzimas sdo do tipo papaina e pertencem ao mesmo
grupo de CPs (MOTTRAM et al., 1997). As enzimas do tipo CPB sdo encontradas nos
megasomos (lisossomos largos), nos vacuolos parasitdforos e extracelularmente nas
lesdes, dando a estas enzimas a oportunidade de interagirem com as proteinas do
hospedeiro (ILG et al., 1994).

Com a obtencdo de linhagens de Leishmania mutantes que sdo deficientes dos
genes que codificam a CPA, CPB e CPC, é possivel estudar a importancia dessas
enzimas na interacdo parasito-hospedeiro. A CPB possui 100 aminoacidos na regido C-
terminal, e é codificada por varios genes, que variam de acordo com a espécie. Estas
CPs sdo pouco expressas nas formas prociclicas, expressas nas formas metaciclicas e
principalmente nas formas amastigotas do parasita (SOUZA et al., 1992). Elas séo
importantes fatores de viruléncia que modulam a resposta imune do hospedeiro e
parecem possuir um papel vital na sobrevivéncia do parasita nos macréfagos (revisto
por MOTTRAM et al., 2004).

2.9 MODIFICACOES ESTRUTURAIS E ESTUDOS DE CORRELACAO
ESTRUTURA-ATIVIDADE (REA)

De modo geral, os farmacos disponiveis na terapéutica moderna sdo, em sua
ampla maioria, de origem sintética. Se considerarmos, ainda, aqueles oriundos de
processos de semissintese, este percentual pode superar os 85%. A modificacdo
estrutural constitui-se no método mais utilizado para a obtencdo de compostos

farmacologicamente ativos, ou para otimizar a atividade de principios ativos naturais.
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Muitas mudangas podem ser introduzidas numa molécula e dependendo de seus centros
reativos, trés caminhos conhecidos poderdo ser seguidos:

a) simplificacao da estrutura;

b) variacdo de substituintes;

) aumento pela incorporagdo de novos grupamentos.

Sabe-se que a substituicdo de um atomo de H por um determinado substituinte
(grupo alquila, nitro, ciano, carboxilato, halogénio, etc.) pode modificar profundamente
a poténcia, duracdo e ainda a natureza do efeito farmacolégico de uma molécula. Os
estudos de estrutura—atividade, fundamentados no efeito do substituinte em um
determinado anel aromatico, sdo muito comuns na quimica medicinal, uma vez que
mais de 50% dos farmacos ou compostos bioativos possuem este tipo de anel. As
modificacGes produzidas pela introdugdo de um substituinte podem atingir varias
propriedades fisico-quimicas da molécula, tais como hidrofobicidade, densidade
eletronica, conformacdo e propriedades farmacocinéticas, entre outras, cuja analise
podera orientar as sinteses a serem seguidas (CECHINEL-FILHO et al., 2001).

Os compostos naturais apresentam, geralmente, grupos hidroxilas, duplas
ligacOes, grupos carbonilas e outros que sdo susceptiveis de serem modificados por
reacOes extremamente simples. Tais modificagbes permitem obter rapidamente uma
idéia da relagdo estrutura-atividade, especialmente com relacdo aos efeitos sobre a
hidrofobicidade, densidade eletronica, ligacGes de hidrogénio, etc. Assim, por exemplo,
um grupo hidroxila pode ser transformado em metoxila, acetoxila, benziloxila, etc.; uma
dupla ligacéo pode ser epoxidada ou hidrogenada, ou ainda sofrer uma reagédo de adicdo
de diferentes grupos; um grupo carboxilico pode ser esterificado, pode formar amidas e
outros derivados; um grupo carbonila pode ser reduzido a hidrocarboneto ou a alcool,
além de participar em reagdes de condensacdo e formacéo de ligacdo C-C (CECHINEL-
FILHO et al., 2001).

2.10 MEMBRANA BIOLOGICA E O TRANSPORTE DE COMPOSTOS
BIOATIVOS

A distribuicdo dos farmacos no organismo € dependente de suas interagcbes com
as membranas bioldgicas e, portanto a avaliacdo destas interacfes € um parametro chave
no planejamento de farmacos (LAZARO et al., 2006). A membrana bioldgica é uma

barreira celular para a absorcdo de farmacos, a qual uma molécula bioativa deve ser
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capaz de permear para conseguir exercer sua atividade bioldgica. A permeacdo da
membrana pode ocorrer de forma paracelular e trancelular (FIGURA 13). A permeacdo
paracelular envolve a difusdo do farmaco ao redor ou entre as células que formam a
barreira biologica. O transporte transcelular, por sua vez, envolve os mecanismos de
permeacdo passiva, através da bicamada lipidica, transporte ativo, transporte facilitado

(mediado por um carreador) e fagocitose.

Paracelular Transcelular
L ®
[
o

FIGURA 13 — Esquema representando o transporte de farmacos através da membrana pelas formas

paracelular e transcelular.

O transporte passivo é parcialmente responsavel pelo transporte para dentro de
muitas células e a maioria dos farmacos atravessam a membrana por meio deste
transporte (BILLO et al., 2005). Todos os compostos bioativos devem atravessar pelo
menos uma barreira celular até encontrar seu sitio de acao, devido a isso, 0 estudo da
absorcdo e distribuicdo de farmacos no organismo exige um conhecimento basico da
composicdo e fungdo das membranas. As membranas bioldgicas sdo estruturas
assimétricas complexas, compostas de lipideos, proteinas e carboidratos. Sao
constituidas por bicamadas de fosfolipideos unidas de forma ndo covalente e
termodinamicamente estaveis (YANG et al., 1996). A interacdo de todas as moléculas
que compde a membrana (lipideos, proteinas, carboidratos, agua, metais, etc) forma o
modelo mais aceito hoje em dia, chamado modelo do mosaico fluido (FIGURA 14).
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FIGURA 14 — Modelo do mosaico fluido da membrana bioldgica (LENINGER et al., 1995).

As proteinas, apesar de serem impermeaveis, podem agir como canais idnicos
ou transportadores, facilitando a passagem de componentes polares de dentro da celula
para fora e vice-versa. Os lipideos presentes nas membranas contém tanto regides
hidrofébicas como hidrofilicas e, portanto sdo denominadas anfipaticas, sdo
semipermedveis, e a particao lipideo-agua (determinada pela lipofilia da molécula) é o
fator mais importante que governa a capacidade da substancia para difundir através da
membrana celular. Sendo a membrana composta por bicamadas lipidicas possui carater
anfipatico e, portanto, para ocorrer o transporte passivo a substancia deve ser
suficientemente solivel em lipideos e em agua para estabelecer um gradiente de
concentracdo adequado. A importancia da lipofilia das moléculas tem sido reconhecida
na acdo de compostos bioativos (absorgdo, interacdo farmaco-receptor juntamente com
0s processos de dissociacdo/ionizacdo, a lipofilia é responsavel pelo transporte e

distribuicdo das substancias em sistemas biologicos (VALKO et al., 1998).

3 JUSTIFICATIVA

O estudo quimico de plantas, sobretudo daquelas pertencentes a flora brasileira,
constitui-se numa estratégia economicamente importante para o futuro da industria de
corantes, medicamentos e defensivos agricolas, além de servir como direcionador do
desenvolvimento sustentado do pais. Desta maneira, € importante mencionar que as
plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, tém

contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios farmacos, até hoje
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amplamente utilizados na clinica. Apesar do uso terapéutico de plantas ser tdo antigo, o
conhecimento de suas propriedades antioxidantes é relativamente recente. E observado
um enorme crescimento da investigacdo cientifica nessa area, envolvendo o efeito de
extratos brutos, de fracOes purificadas ou de componentes isolados destacando-se
compostos fenolicos que, em muitos casos, tém demonstrado essa atividade.

Diante do alto custo envolvido no tratamento de doengas crbnicas e
degenerativas, ampla distribuicdo na flora brasileira da G. brasiliensis Mart. e dos
possiveis efeitos farmacoldgicos associados a esta familia de plantas, o planejamento e
sintese de anédlogos da fukugetina com potencial de atividade antiLeishmania,
antioxidante e antiproteolitico, podera fornecer resultados importantes que contribuirdo
para o tratamento de doencas associadas.

Este trabalho teve como proposta contribuir para o maior conhecimento da
constituicdo quimica de espécies vegetais da flora brasileira, uma vez que propde o
estudo de produtos naturais, através do isolamento, identificagdo e modificacdo
estrutural dos constituintes biflavonicos do epicarpo de G. brasiliensis. Além disto,
utilizacdo destes, no controle de processos oxidativos, leishmanicidas e inibicéo
enzimatica, com o uso de métodos de andlise in vitro. Em trabalhos desenvolvidos
anteriormente no LFQM (Laboratério de Fitoquimica e Quimica Medicinal) constatou-
se que a fukugetina apresentou baixa acdo em Leishmania (formas promastigotas e
amastigotas), mas que se mostrou mais efetiva quando avaliada frente a proteases
extraidas deste protozoario. Neste sentido, a modificacdo da lipofilicidade da molécula
por reacBes de alquiliacdo e acilagdo poderd aumentar a permeabilidade das mesmas
através das membranas conferindo maior atividade leishmanicida. Paralelamente,
vislumbra-se a correlacdo entre as estruturas modificadas e as atividades antioxidante,
leishmanicida e inibitoria enzimatica, uma vez que isto podera dar maior suporte a

determinacdo do mecanismo de a¢do das mesmas em sistemas bioldgicos avaliados.

4 OBJETIVOS

A proposta deste trabalho consistiu na realizacdo do estudo fitoquimico do
epicarpo de G. brasiliensis. Obtengdo de compostos através de modificacdes estruturais,
que possam potencializar algumas atividades biologicas que se faz presente neste

trabalho. Os experimentos utilizados neste trabalho envolveram:
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Isolamento e purificacdo do biflavonoide fukugetina a partir do EAEE de G.
brasiliensis, por cromatografia e recristalizacao;

Obtencdo de derivados lipofilicos semissintéticos da fukugetina, por meio de
reacoes de alquilacdo e acilacao;

Caracterizacdo dos derivados semissintéticos e naturais por espectroscopia no
Ultravioleta-visivel (UV-Vis), no Infravermelho (1V), de Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H e '*C, COSY, gHMQC, gHMBC e DRX quando possivel
determinar;

Avaliacdo das atividades antioxidande, antileishmania e antiproteolitica dos
derivados obtidos e dos compostos naturais, alem da determinacéo dos possiveis
mecanismos de acdo envolvidos;

Estabelecimento da Relacdo Estrutura-Atividade (REA) para os compostos em

estudo.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTOS.

v

Extratos foram obtidos por processos de extracdo continua através de aparelho

de Soxhlet e concentrados em evaporador rotatdrio.

Nos processos de cromatografia em coluna (CC) utilizou-se gel de silica 60 [70 a
230 Mesh (0,063 — 0,200 nm) ou 230 — 400 Mesh (0,200 — 0,360 nm), ASTM,
Merck® em coluna de vidro de didmetro interno adequado para cada caso.
Utilizou-se tambeém Sephadex LH20 Sigma-Aldrich para a purificagdo dos
compostos isolados. Para a relacdo entre material cromatografado e a quantidade

de silica gel usada na coluna, adotou-se a proporgao de 1:40.

Nos processos de cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
placas de vidro com 0,25 mm de silica gel 60 G Merck, com indicador de

fluorescéncia UV254.

Como reveladores foram utilizados vapor de iodo, solugdo etandlica de FeCl; a
1% (m/v); luz ultravioleta (A = 254 ou 365 nm); solucdo (1:1- v/v) de vanilina a
1% em etanol com solugdo de acido sulfurico a 3% (v/v) em agua destilada.
Depois de borrifadas, as placas cromatograficas foram submetidas a

aguecimento.

As faixas de pontos de fusdo obtidos em graus Celsius foram determinados em
aparelho Metler PFM 2, pertencente ao LaBiQ da UNIFAL-MG.

Os espectros na regido do ultravioleta foram obtidos de espectrofotometro UV-
visivel (Shimadzu-2550), de feixe duplo. Os derivados e 0s compostos naturais

foram solubilizados em etanol (0,1%) e analisados por varredura na faixa de A =

500 a 200 nm.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em espectrémetro
modelo Prestig-21 no LABIQ da UNIFAL-MG. As amostras foram preparadas
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na forma de pastilhas de brometo de potassio (KBr) e as absor¢des expressas em
nGmero de ondas (cm™).

Os espectros de RMN de *H e de **C, gHMQC, gHMBC e COSY foram obtidos
em espectrometro Bruker AVANCEDRX-9,4 Tesla operando em 400 Mhz (*H)
e 100 MHz (**C), do LAREMAR do Departamento de Quimica, UFMG e
espectrometro VARIAN DRX-11,74 Tesla operando em 500 MHz (*H) e 125
MHz (**C), do Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de
Quimica da UNESP- Araraquara. Ambos 0s espectrdmetros sdo equipados com

sonda multinuclear com gradiente de campo no eixo Z.

Nos experimentos de RMN foi utilizado como referencial interno, o sinal
relativo ao tetrametilsilano (TMS) para o qual o deslocamento quimico do
hidrogénio (dy) é igual ao do carbono (8¢ = 0,00 ppm). Os Solventes deuterados
utilizados foram CDCIl; e DMSO-ds. Os deslocamentos quimicos (8) séo
expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J), em
Hertz (Hz).

Os testes de atividade antioxidante in vitro foram realizados no LFQM
(Departamento Farmécia - UNIFAL-MG). Foi utilizado espectrofotémetro UV-
visivel (Shimadzu-2550), de feixe duplo. Os derivados foram solubilizados em
etanol e analisados no A = 517 nm para a atividade sequestrante ¢ de A = 700 nm

para atividade redutora.

Os testes antiparasitarios in vitro (ensaios com promastigotas, amastigotas e de
citotoxicidade) foram realizados nos Laboratorios de Biologia Molecular de
Micro-organismos e de Parasitologia no Departamento de Ciéncias Biomédicas
da UNIFAL-MG.

No teste enzimatico foi utilizado espectrofluorimetro Shimadzu RF-1501
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) no Laboratério de Biofisica da
UNIFESP-SP sob colaboracdo da Prof. Dra. Maria Aparecida Juliano e do
doutorando Diego Magno Assis. Também utilizou-se espectrofluorimetro
VARIAN (Cary Eclipse) da UNIFAL-MG no Laboratério de Bioquimica sob
colaboracdo da Prof. Dra. Maisa Ribeiro Pereira Lima Brigagdo. Foi utilizado
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MCA livre para calibracdo do espectrofluorimetro. Realizaram-se também
ensaios em CPBs no Centro Interdiciplinar de Investigacdo (CIIB) da
Universidade de Mogi da Cruzes sob orientacdo do professor Wagner Alves de

Souza Judice.

v' As andlises por espectrometria de massas foram realizadas no Laboratério de
Biofisica da UNIFESP-SP sob colaboracdo dos Profs. Dra. Maria Aparecida
Juliano, Dr. Luis Juliano e do doutorando Diego Magno Assis, em um

LC/MS utilizando LCMS-2020EV equipado com ESI-sonda (Shimadzu),
que foi conectada ao circuito apos a UFLC detector UV SPD-20A,
220 e 272 nm.

v' As analises por difracdo de raios-X (DRX) foram realizadas no Departamento de
Fisica e Informética da Universidade de Sdo Paulo - Sdo Carlos sob colaboracédo
do Prof. Dr. Javier Ellena, e no Departamento de fisica da UFMG sob orientagdo

do Prof. Dr. Carlos Alberto Lombardi Filgueiras.
5.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Os frutos de G. brasiliensis foram coletados em fevereiro de 2010 na regido de
Vicosa, Minas Gerais, Brasil (latitude 20° 45" 14 "sul e longitude 42° 52" 55" oeste). A
identificacdo botanica foi realizada no horto botanico da Universidade Federal de
Vicosa pelo Dr. Jodo Augusto Alves Meira Neto. A espécie encontra-se catalogada pela
exsicata sob o niumero VIC2604, depositada no herbario da Universidade Federal de

Vigosa.
5.3 ESTUDO FITOQUIMICO
5.3.1 Preparo dos extratos
Os epicarpos de G. brasiliensis foram secos em estufa com circulagdo de ar a

uma temperatura de 40°C durante 8 dias com monitoramento de umidade. Apés a
secagem completa, o material foi pulverizado em moinho de facas, fornecendo 1052g e
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submetido a extracdo exaustiva em extrator Soxhlet, com hexano, acetato de etila e
etanol como solventes. A seguir os extratos foram filtrados a pressdo reduzida,
obtendo-se 93,25 g de extrato hexanico (EHE), 51,61 g de extrato acetato de etila
(EAEE) e 30,60 g de extrato etandico (EEE). O procedimento adotado na elaboracao
dos extratos estd esquematizado na FIGURA 15.

Epicarpo dos frutos

Extracao por Soxhlet |J
Extrato Hexanico Extrato Acetato de Extrato Etanolico
(EHE) etila (EAEE) (EEE)
! LFOM-105
I LFOM-106 |

| LFQM-109 (Fukugetina)

| LFOM-107 |

| LFQM-108

FIGURA 15 - Esquema da obtengdo dos extratos a partir do epicarpo de G. brasiliensis

5.3.2 Isolamento dos constituintes quimicos do EAEE

O EAEE (34,90 g) foi submetido a CC em coluna de vidro de 8 x 100 cm e
eluida com misturas de hexano/acetato de etila/acido acético em ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas 143 fracdes de 250 mL cada e analisadas por CCD
(eluente: hexano/acetato de etila em diferentes proporcdes) e solucdo de vanilina em
acido sulfarico e sob luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm) como reveladores (FIGURA 16).
As fragdes foram reunidas por similaridade em 6 grupos.

Grupo 1 (Fracdes 1 - 11)

O material deste grupo apresentou-se como um o6leo viscoso e de cor escura.
Anélise por CCD mostrou que o grupo 1 tratava-se de uma mistura complexa. Este
material, portanto, ndo foi trabalhado.
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Grupo 2 (Fragdes 12 e 13)-Obtencéo da 1,3,6,7-tetraidroxixantona (LEQM-105)

As fracBes 12 e 13 (grupo 2) forneceram um po cristalino de coloracdo amarela
(76 mg — rendimento de 0,22 %) aparentemente pura em CCD. A analise por IV e RMN
de *H, COSY, gHMQC e gHMBC indicou que a substancia se tratava da 1,3,6,7-
tetraidroxixantona, que foi codificada como LEQM-105.

Grupo 3 (Fracdes 26-38) — Obtenc&o do Acido Kéjico (LEQM-106)

As fragOes 26-38 (grupo 3) forneceram um solido cristalino em forma de agulhas
de coloracdo alaranjado (395,65 mg — rendimento de 1,13%) aparentemente pura em
CCD. A anélise por dados cristalograficos (DRX) indicou que tratava-se do acido
Kojico, que foi codificada como LEQM-106.

Grupo 4 (Fragdes 39 — 56) — Obtencéo da Fukugetina (LEQM-109)

As fracdes 39-56 (grupo 4) foram submetidas a uma nova cromatografia em
coluna (CC) utilizando- se Sephadex LH-20, coluna de vidro de 40 cm de altura por
2,2cm e como eluente metanol. Foram obtidas 19 fragbes de 15 mL cada. O
fracionamento foi acompanhado por CCD, utilizando-se hexano: acetato de etila: acido
acetico (6:3:1) como eluentes e como revelador luz ultravioleta (A= 254 ¢ 365 nm). As
fracbes 9-19 desta purificagdo mostraram-se como sendo constituida por um Unico
componente de coloragdo amarelo cristalino (1 g - rendimento de 2,86%), com faixa de
ponto de fusdo 255,4 — 257,8°C. A analise por IV e RMN de 'H, 33C, COSY, gHMQC,
gHMBC e DRX indicou que a substancia tratava-se do biflavonoide fukugetina, que foi
codificada como LEQM-109.

Grupo 5 (Fragdes 78-93) — Obtenc¢do da Fukugetina-4™""-O-g-D-glicosideo (LEQM-
107

As fragdes 78-93 (grupo 5) forneceram um sdlido amarelo (192 mg — rendimento
de 0,55%) aparentemente pura em CCD. A analise por IV e RMN de tH, COSY,
gHMQC e gHMBC indicou que a substancia se tratava da Fukugetina-4""-O-f-D-
glicosideo, que foi codificada como LEQM-107.
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Grupo 6 (Fracbes 106-127) — Obtencdo da Fukugetina-7 "-O-B-D-glicosideo
(LEQM-108)

As fragBes 106-127 (grupo 6) forneceram um solido amarelo cristalino (130 mg
— rendimento de 0,37%) aparentemente pura em CCD. A analise por IV e RMN de H,
COSY, gHMQC e gHMBC indicou que a substancia se tratava da Fukugetina-7""-O-4-
D-glicosideo,que foi codificada como LEQM-108.

EAEE 34,9 g

- CC silica gel (230 — 400 mesh) silica gel 60
-Eluentes: Hexano, acetate de etila, etanol e acido

acético.-  Fragdes de 250 mL
Hexano/acetato de Hexano/acetato Hexano/acetato Hexano/acetato Hexano/acetato de Etanol absoluto
etila/acido acético. de de etila/acido de etila/acido etila/acido 100%
79,5:19,5::1)Fragdes:1 etila/acidoacét(5 acét(.39,559,5:1) acét(29,5:69,5:1) acét(9,5:89,5:1) FracBes:: 128 - 143
2el3 9,5:39,5:1) Fracoes:39 - 56 Fragdes:78 - 93 Fragdes:106 - 127
Fracdes:26 - 38

LFQM-105 LFQM-106 LFQM-109 LFQM-107 LFQM-108
(0,076 9) (0,39565 g) (Fukugetina) (0,192 g) (0,130 g)
(1,000 g)

FIGURA 16 - Fracionamento do EAEE

5.4 OBTENCAO DE DERIVADOS DA FUKUGETINA

Por ser o metabdlito mais abundante no EAEE, a fukugetina (LEQM-109) foi
eleita como material de partida para a preparacdo de uma série de derivados
modificados nos grupos hidroxilicos fendlicos. Estas modificacfes foram planejadas
visando-se um estudo de relagdo-estrutura atividade, a partir da sugestdo de que
derivados mais lipofilicos poderiam ter sua atividade leishmanicida potencializada e
uma acao inibitdria enzimatica. Para a obtencdo dos derivados, planejou-se a série a
partir da fukugetina — LEQM-109 (FIGURA 17).
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LFQOM-109 »R1 =R2=R3=R4=R5=H

LFQM-110 — R1 =R2=R3 =R4 = R5 = COCH,
LFQM-111 — R1 =R2=R3 =R4 =R5 = CHj,

LFQM-112 —R1=R2 =R3 = R4 = R5 = COCH,CH,CHj
LFQM-109/A — R1 =R2 =R3 = R4 = R5 = COO(CHj);
LFQM-109/B —R1 = R2 = R3 = R4 = R5 = CH,CH,CH,CHj

LFQM-109/C —R1 =R2 =R3 =R4 =R5 = COOCCH;3CH;COOH

OH o

FIGURA 17 - Proposta de derivados semissintéticos

5.4.1 Derivado semissintético: 7,4°,7°,3 " ,4 " -penta-O-acetil-fukugetina LEQM-
110 (HANSEN et al, 1998)

Solido amarelo cristalino
T¢: 120 — 121,3 °C (decomposicao)
Formula molecular: C4H30016
Massa Molar: 766,65 g/mol

Em um bal&o monotubulado de 50 mL de fundo redondo foram adicionados 100
mg (0,1798 mmol) de LEQM-109, dissolvidos em 5 mL de acetona, 0,4 mL (0,385 g;
3,77 mmol) de anidrido acético e 0,5 g (3,77 mmol) de 4-DMAP. O sistema foi mantido
em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 6 horas e monitoramento por CCD
(hexano/acetato de etila 7:3). Ao final, o material reacional foi transferido para um funil
de separacdo e extraido com acetato de etila (3 x 10 mL). As fases organicas
combinadas foram neutralizadas com solucdo saturada de NaHCO3, seca em sulfato de
sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado
por CCD semipreparativa, fornecendo 0,0728 g (0,107 mmol) do produto esperado
LFOM-110, na forma de um solido amarelo cristalino, com 53% de rendimento.
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5.4.2 Derivado semissintético: 7,4°,7 ,3°,4" -penta-O-metil-fukugetina LEQM-
111 (HANSEN et al, 1998)

Sélido amarelo cristalino
Tr: 289,9 — 290,1°C (decomposigao)
Formula molecular C3sHz0011
Massa Molar: 626,60 g/mol

Para a obtencdo do derivado acetilado, adicionou-se em um baldo monotubulado
de 50 mL, 100 mg (0,1798 mmol) de LEQM-109 o qual foi dissolvido em 5 mL de
acetona, com 0,04 mL (0,052 g; 0,415 mmol) de sulfato de dimetila (Me),SO,4 e 0,041 g
(0,415 mmol) de K,COs. O sistema foi mantido em agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 1h40min e monitoramento por CCD (hexano/acetato de etila 7:3). Ao
final, o material reacional foi transferido para um funil de separacdo e extraido com
acetato de etila (3 x 10 mL). As fases organicas combinadas foram secas em sulfato de
sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado
por CCD semipreparativa, fornecendo 0,0298 g (0,047 mmol) do produto esperado
LFQM-111, na forma de um sélido amarelo cristalino, com 27% de rendimento.

5.4.3 Derivado semissintético: 7,4°,7°,3 7,4 -penta-O-butanoil-fukugetina
LFOM-112 (HANSEN et al, 1998)

Aspecto: 6leo amarelo claro
Formula molecular: CsoHsoO16

Massa Molecular: 906,92 g/mol

e o o o e e
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O produto LEQM-112 foi obtido por reacdo de acilagdo, no qual em um bal&o
monotubulado de 50 mL de fundo redondo foram adicionados 100 mg (0,1798 mmol)
de LEQM-109 dissolvidos em 5 mL de acetona, com 0,4 mL (0,4024 g; 3,77 mmol) de
cloreto de butanoila (C4H;CIO) e 0,4 g (3,77 mmol) de K,COj3. O sistema foi mantido
em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 3 horas e monitoramento por CCD
(hexano/acetato de etila 7:3). Ao final, o material reacional foi transferido para um funil
de separacdo e extraido com acetato de etila (3 x 10 mL). As fases organicas
combinadas foram secas em sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por CCD semipreparativa, fornecendo 0,1122 g
(0,224 mmol) do produto esperado LEQM-112, na forma de um 6leo amarelo claro,

com 70 % de rendimento.

5.4.4 Derivado semissintético: 7,4°,7 4 -tetra-O-terc-butilcarbonil-fukugetina
LFOM-109/A (HANSEN et al, 1998)

Como tentativa de obtencdo do produto acilado LFOQM-109/A foram
adicionados 100 mg (0,1798 mmol) de LEQM-109,dissolvidos em 5 mL de acetona,
com 0,81 mL (0,824 g; 3,77 mmol) de anidrido de di-terc-butoxicarbonila (BOC,0) e
0,5 g (3,77 mmol) de 4-DMAP, em um baldo monotubulado de 50 mL de fundo
redondo. O sistema foi mantido em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 5
horas e monitoramento por CCD (hexano/acetato de etila 7:3). Ao final, o material
reacional foi transferido para um funil de separagdo e extraido com acetato de etila (3 x
10 mL). As fases organicas combinadas foram neutralizadas com solucdo saturada de

NaHCOg, seca em sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida.
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O produto bruto foi submetido a purificagdo por CC e CLAE semipreparativa, mas ndo

foi possivel a separacdo da mistura.

5.4.5 Derivado semissintético: 7,4°,7 "4 " -tetra-O-butoxil-fukugetina LEQM-109/B
(HANSEN et al, 1998)

Na tentativa de obtencgdo do derivado LEQM-109/B adicionou-se em um bal&o
monotubulado de 50 mL de fundo redondo foram adicionados 100 mg (0,1798 mmol)
de LEQM-109 dissolvidos em 5 mL de acetona, com 0,41 mL (0,52 g; 3,77 mmol) 1-
bromobutano (C4HqBr) e 0,4 g (3,77 mmol) de K,COs. O sistema foi mantido em
agitacdo magnética a temperatura ambiente por 3 horas e monitoramento por CCD
(hexano/acetato de etila 7:3). Ao final, o0 material reacional foi transferido para um funil
de separacdo e extraido com acetato de etila (3 x 10 mL). As fases organicas
combinadas foram secas em sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada a pressao
reduzida. O produto bruto foi submetido a purificagdo por CC e CLAE semipreparativa,

mas nao foi possivel a separacdo da mistura.

5.4.6 Derivado semissintético: 4,4 -di-O-succinil-fukugetina LEQM-109/C
(HANSEN et al, 1998)
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O derivado LEQM-109/C teve sua tentativa de obtencdo empregando em um
baldo monotubulado de 50 mL de fundo redondo 100 mg (0,1798 mmol) de LEQM-109
dissolvidos em 5 mL de acetona, com 0,81 mL (0,824 g; 3,77 mmol) de anidrido
succinico e 0,5 g (3,77 mmol) de 4-DMAP. O sistema foi mantido em agitacdo
magnética a temperatura ambiente por 2 horas e monitoramento por CCD
(hexano/acetato de etila 7:3). Ao final, o material reacional foi transferido para um funil
de separacdo e extraido com acetato de etila (3 x 10 mL). As fases orgénicas
combinadas foram neutralizadas com solucdo saturada de NaHCO3, seca em sulfato de
sodio anidro, filtrada e concentrada a pressao reduzida. O produto bruto foi submetido a
purificacdo por CC e CLAE semipreparativa, mas ndo foi possivel a separacdo da

mistura.

5.5 ENSAIOS DE ATIVIDADE
5.5.1 Avaliacdo da Atividade Antioxidante in vitro
5.5.1.1 Avaliacdo do Poder Sequestrante de Radicais DPPH

A medida da atividade sequestrante de radicais DPPH foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Yen et al. (2005) com modificacdes. Adicionou-se 4,0 mL da
solugdo das amostras (nas concentragdes de 400, 200, 100, 50, 25 ¢ 12,5 pmol.L™") em
etanol, a serem testadas a 1,0 mL de solugcdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila) (0,5 mM). A mistura foi agitada vigorosamente e mantida em repouso,
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sob protecdo de luz, por 30 minutos. Logo apds, foram lidas as absorbancias a 517 nm
em espectrofotdmetro UV/vis. (em triplicata).

O DPPH ¢é um radical estavel, de cor purpura quando em solucdo etandlica
apresenta uma banda de absorcdo a 517nm. Quando misturado a uma substancia capaz
de doar um hidrogénio e sequestrar o seu radical, o DPPH passa a 1,1-difenil-2-
picrilidrazina (DPPH-H) de cor amarela. Quanto menor a absorbancia maior o potencial
sequestrante. Para avaliar a atividade captadora do radical, foi obtida a porcentagem de
inibicdo, de acordo com a equacdo: % de inibicdo = [(absorbancia do controle -
absorbancia da amostra)/absorbancia do controle)] x 100.

A determinacdo da concentracdo de amostra ou padrdo que causa 50% de
inibicdo da concentracdo (CEsg) inicial de DPPH foi obtida por regressdo linear dos
pontos plotados graficamente. Para a plotagem dos pontos, foram utilizados os valores

das médias obtidas de triplicatas realizadas para cada uma das substancias.

5.5.1.2 Avaliacdo do Poder Redutor dos Constituintes Quimicos

A avaliacdo do poder de redugdo das amostras foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Yen e Chen (2005) com modificacoes.

As amostras foram diluidas (nas concentra¢@es de 400, 200, 100, 50, 25 e 12,5
umol.L'Y) e de cada uma foi retirada uma aliquota de 1,0 mL para tubos de ensaio de
25,0 mL. A esta aliquota foram adicionados misturas de 2,5 mL de tampéo fosfato 0,2
M (pH 6,6); 2,5 mL de Ks[Fe(CN)g] (1%). A mistura foi mantida em banho-Maria a
45°C por 20 minutos. Uma porcdo de 2,5 mL de &cido tricloroacético (10%) foi
adicionada a solucdo no tubo de ensaio, com posterior agitacdo. Uma quantidade de 2,5
mL da mistura foi pipetada e transferida para outro tubo de ensaio, no qual foram
adicionados 2,5 mL de &gua destilada e 0,5 mL de FeCl; (0,1%). A leitura da
absorbancia foi realizada a 700 nm em espectrofotometro UV/Vis. Uma elevada
absorbancia indicando grande poder redutor. As amostras forma analisadas em
triplicata.

A determinagdo de percentual inibitério maximo foi obtida por regressao linear
dos pontos plotados graficamente. Para a plotagem dos pontos, foram utilizados os

valores das médias obtidas de triplicatas realizadas para cada uma das substancias.
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5.5.2 Testes Antiparasitarios

5.5.2.1 Ensaio da atividade antipromastigota

Formas promastigotas de L.L. amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269) foram
mantidas em meio Schneider’s suplementado com 10% de soro fetal bovino em estufa a
25°C. Para a realizacdo dos testes foram transferidas cerca de 1 X 10° células/mL para
placas de 24 pogos, onde entdo foram adicionadas as substancias a serem avaliadas em
varias concentragdes (40, 20, 10 e 5 pg/mL). Apo6s 72 horas de incubagdo a 25°C os
protozoarios foram contados em cémara de Neubauer para a determinacdo do Clsg
(concentracdo inibitéria de 50% do crescimento celular), tendo como controles
protozoarios em meio de cultura sem a adicdo dos compostos. Este Clsy foi entdo
comparado ao Clsp do padrdo pentamidina nas mesmas concentragdes empregadas paras
as amostras (PEREIRA et al, 2010).

5.5.2.2 Ensaio da atividade antiamastigota

Macrofagos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos, sendo estes
sacrificados por deslocamento da coluna cervical, e as células contadas em camera de
Neubauer. Os macréfagos peritoneais murinos foram mantidos em meio RPMI1640 a
37°C e 5% de CO,, em placas de 24 pocos, os quais foram infectados com
promastigotas de L.L. amazonensis na fase log de crescimento na razdo de 10:1. A cada
poc¢o foram adicionadas as substancias a serem avaliadas em vérias concentragdes (40,
20, 10 e 5 pg/mL), e incubadas a 37°C e 5% de CO, por 72 horas, quando entdo foram
fixadas com metanol e coradas com Giensa a 10% para posterior analise por
microscopia 6tica e determinacdo da razdo entre macréfagos infectados e ndo infectados
para determinagdo do Clsp em relacdo ao controle sem adicdo dos compostos. O
resultado foi comparado ao Clsg do padrdo pentamidinanas nas mesmas concentracoes
empregadas paras as amostras, e como controle foram utilizados macréfagos infectados
sem a adi¢cdo dos compostos (PEREIRA et al, 2010).

5.5.2.3 Avaliacéo Citotoxica
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Para avaliar o efeito de citotoxicidade das substancias sobre os macrofagos néo
infectados o cultivo foi feito como descrito acima (Ensaio da atividade antiamastigota),
com o diferencial de se ter empregado azul de tripan para avaliar a viabilidade celular.
Foi determinada a concentracdo citotdxica de 50% (CCsg). O controle foi “macréofago

nédo infectado sem adicé@o das substancias” e os testes foram feitos em duplicatas.

5.5.3 Ensaios Enzimaticos Fluorimetricos

A hidrdlise (FIGURA 18) do substrato peptidico fluorogénico (Z-FR-MCA) foi
monitorada no A = 380 nm e Aem = 460 nm (comprimento de onda de excitagdo e
emissdo para 0 MCA) e o espectrofluorimetro foi calibrado com solucdes padrdo de
MCA. A solucdo estoque desses substratos (1Img/mL, em agua: DMF/1:1) foi diluida

diversas vezes no tampdo especifico para cada enzima.

T-arving-4-metil-cumarina (MCA)
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FIGURA 18 — Esquema geral dos ensaios enzimaticos com o substrato fluorogénico Z-FR-MCA,
mostrando o ponto de clivagem pelas proteases.

5.5.3.1. Determinacdo do tempo necessario para a inibicdo enzimatica

Para a determinacdo do tempo necessario para a inibicdo, as enzimas foram

diluidas no tampdo de ensaio respectivo a cada enzima. Solugdes estoques dos
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compostos foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSQO) os quais foram diluidos no
mesmo tampéo de forma a obter uma concentracdo fixa de inibidor no ensaio. O inicio
da contagem do tempo procedeu-se no momento em que a enzima entrou em contato
com o inibidor. Uma aliquota desse pré-incubado foi entdo diluida no tampao em cubeta
(volume final de 1 mL) e a dosagem da atividade enzimatica foi iniciada pela adicéo de

substrato.
5.5.3.2 Papaina

Papafna (0,025 pmol.L™) foi pré-ativada com ditiotreitol (DTT) 10 mmol.L™e
incubada com as solucBes, em concentracGes pré-determinadas, dos compostos em
tampdo fosfato de sédio 50 mmol.L™" (pH 6,8) contendo 1,0 mmol.L™ de A&cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), a 25°C. Uma aliquota desse pré-incubado foi
diluida em cubeta no tampdo (volume final de 1 mL). A dosagem da atividade
enzimética foi iniciada pela adicao do substrato Z-Phe-Arg-MCA (3,1 pmol.L™Y).

5.5.3.3 Tripsina

Tripsina (0,025 pmol.L™) foi incubada com os compostos em tamp&o Tris-HCI
50 mmol.L™* (pH 8,0) contendo CaCl, 10 mmol.L™, & 25°C. Uma aliquota desse pré-
incubado foi diluida no tampdo. A dosagem da atividade enzimatica foi iniciada pela
adicao de Z-Phe-Arg-MCA (10 pmol.L™).

5.5.3.4 Atividade inibitéria contra as isoformas r-CPB2.8 e r-CPB3 de L. mexicana

As enzimas r-CPB2.8 e sua isoforma r-CPB3 de L. mexicana foram expressas,
purificadas e ativados como descrito anteriormente (SANDERSON et al, 2000;. ALVES
et al, 2001). A concentracdo da solucdo enzimatica foi determinada por titulacdo com
cistatina C humana, que foi uma generosa doacdo de M. Abrahamson (Universidade de
Lund, Suécia), utilizando Z-Phe-Arg-MCA como substrato. A hidrolise do substrato
peptideo fluorogénico pelas enzimas foi realizada em acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5, a
37°C, contendo 5 pmol.L™ de DTT para ativacéo enzimética por 10 min. A hidrélise do

substrato foi monitorada através das medidas da fluorescéncia em Aex = 380 nm com
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excitagdo de Aem = 460 nm usando um F-2500 espectrofluorimetro Hitachi. Os valores

dos CI50 foram determinados usando o software Grafit 5,0 (Erithacus Software Ltda).
5.5.3.5 Ensaio da atividade leishmanicida em lisados de L. amazonensis

A partir da obtencdo das formas promastigota e amastigota descrita nos itens
5.5.2.1 e 5.5.2.2 estas foram usadas na determinacdo da atividade intracelular. Para a
preparacdo dos lisados, realizou-se o procedimento descrito a seguir.

As solucdes de promastigotas e amastigotas foram centrifugadas a 3500 rpm,
separadas em eppendorfs contendo 1 x 10° células/mL e congeladas a -20°C. Os pellets
foram ressuspendidos em 100 mL de tampdo NaCl (0,9 %), Triton X 100 (0,1%) e,
mantidos em gelo seguido de ultrassonicacdo. A solugdo foi completada para 200 mL e
centrifugada por 10 minutos. O sobrenadante foi separado do material depositado e
utilizado nos ensaios cinéticos. Apés este procedimento foi adicionado substrato Z-Phe-
Arg-MCA na concentragdo de 10 pmol.L™" para o acompanhamento da atividade
enzimatica. Os ensaios de inibicdo da atividade enzimatica foram realizados nos pHs 5 e
8, 0s quais sdo semelhantes ao ambiente aonde sdo encontradas as formas amastigota e

promastigota, respectivamente.
5.6 Analises Estatisticas

Os valores de CEsy para a atividade sequestrante e poder redutor, foram
calculados utilizando o software Grafit 5.0. e expressos como média + desvio padrdo. A
analise estatistica para a atividade leishmanicida foi realizada usando regresséo linear
para se obter os valores de Clsy (concentracdo que inibe o crescimento de 50% dos
microrganismos) e CCsy (concentracdo citotdxica para 50% de macrdfagos) através do
Teste de ANOVA. Os resultados foram mostrados em porcentagem de inibigdo em
relacdo ao controle. Os Clso da atividade inibitéria enzimatica foram demonstrados

utilizando o software Grafit 5.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Elucidacéo estrutural das substancias isoladas e dos derivados semissintéticos

6.1.1 Composto Natural: 1,3,6,7-tetraidroxixantona (LEQM-105)

FIGURA 19 — Composto natural 1,3,6,7-tetraidroxixantona (LEQM-105).

A substancia LEQM-105 (FIGURA 19), isolada de EAEE, apresentou
caracteristicas, de acordo com o perfil cromatografico, de xantona (SIMOES et al.,
2003) quando analisada por CCD e revelada sob luz ultravioleta e com solugdo sulfo-
vanilinica. Sua proposta estrutural foi baseada em dados de RMN de ‘H, gHMQC,
gHMBC e COSY(SILVERSTEIN et al., 2006).

O espectro de absorcdo na regido do IV (FIGURA 20) da LEQM-105 evidenciou
a natureza aromética do composto pelas bandas de absorcdo em 3373 cm™ caracteristica
de compostos arométicos hidroxilados, uma banda larga e intensa; 2967 cm™ referente a
deformacéo axial de C-H do anel aromatico; 1648, 1615, 1578 e 1480 cm™ deformagéo
axial de C=C do anel; 1371 cm™ deformacdo angular no plano de O-H, deformacéo
axial de C-O em 1300 e 1222 cm™, deformagcéo angular fora do plano de C-H em 1009 e
973 cm™, deformacao angular fora do plano de C=C em 785 e 706 cm™, deformacdo

angular fora do plano de O-H em 618 cm™.
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FIGURA 20- Espectro no IV (KBr) para o composto LEQIM-105.

O espectro de RMN de *H (SILVERSTEIN et al., 2006) (FIGURA 21 - TABELA 1)
para LEQM-105 foi obtido em DMSO-ds, 0 qual apresentou sinais compativeis para
uma xantona.

A regido entre 6 6,00-8,00 ppm — correspondente aos hidrogénios dos anéis
aromaticos - apresentou sinais duplos (dupletos) em ¢ 6,32 ppm (J = 2,00 Hz) e 6 6,17
ppm (J = 2,00 Hz), referente aos H-4 e H-2 respectivamente, com integracdo para um
hidrogénio cada um. As constantes de acoplamento observadas (entre 0-3 Hz) indicam
uma relacdo meta entre esses hidrogénios. Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios
H-4 e H-2 do anel com hidroxila substituida na posi¢do 1 (1-OH). Também observou-se
um singleto em ¢ 7,37 ppm referente ao H-8 do anel aromético 6,7-diidroxilado, o qual
possui acoplamento com o H-5 que € um singleto em ¢ 6,92 ppm. A regido em torno de

0 13 ppm corresponde aos hidrogénios da hidroxila quelatogénica presente no composto
LFQM-105, ou seja, OH-1.



74

~—13.1760

AL . _,h«_JULJ. _._JII II“\JJI | N

L |
A NAaA

A Aheh e

Intagral
0108

I T  RRRERERART] LRARRRRAR R,

Eaa T YT T T T
om 14 12

b= )

- 0.0001

10 a8 15} 4

e

FIGURA 21- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz para LEQM-105 (DMSO-dg).

No experimento de COSY (FIGURA 22 — TABELA 1), observou-se acoplamentos
entre H-8 — H-5 (6 7,37 ppm — ¢ 6,92 ppm) para o anel aromatico diidroxilado nas
posicOes 6 e 7 (-OH), alem da correlacdo entre H-4 — H-2 (0 6,32 ppm — ¢ 6,17 ppm)
para o anel aromatico diidroxilado nas posi¢cdes 1 e 3 (-OH) e que de acordo com a

constante de acoplamento (J = 2 Hz) encontram-se dispostos em meta um em relagdo ao
outro, o qual também foi evidenciado no espectro de RMN de *H.
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FIGURA 22— Mapa de contornos COSY — TH-'H a 400 MHz para LEQM-105 (DMSO-ds).

O mapa de contornos gHMQC (FIGURA 23 — TABELA 1), mostrou correlagoes
entre H-4 (6 6,32 ppm) e C-4 (0 94 ppm), H-8 (6 7,37 ppm) e C-8 (¢ 107,2 ppm), H-5 (6

6,92 ppm) e C-5 (0 112,6 ppm), H-2 (6 6,17 ppm) e C-2 (6 98,0 ppm).
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FIGURA 23 — Mapa de contornos gHMQC a 400 MHz para LEQM-105 (DMSO-d).

O mapa de contornos gHMBC (FIGURA 24 — TABELA 1) mostrou correlagdes
entre H-8 (6 7,37 ppm) e C-7 (5 143,0 ppm), C-9 (6 117,0 ppm) ambos com 2Jy.c, H-8
(6 7,37 ppm), C-10 (¢ 151,0 ppm), C-6 (¢ 157,0 ppm), C-13 (¢ 179,0 ppm), todos com
correlagdes *Jy.c. Correlacdes entre H-5 (6 6,92 ppm), C-10 (6 147,0 ppm), C-6 (6 154,0
ppm) com 2Jy.c, H-5 (5 6,92 ppm) e C-7 (6 143,0 ppm), C-9 (6 117,0 ppm) com
correlagOes 3Ju.c. Foram observados ainda correlagdes entre H-4 (0 6,32 ppm), C-11 (6
157,0 ppm), C-3 (6 164,0 ppm) ambos com 2Jy.c e H-4 (6 6,32 ppm), C-12 (5 103,0
ppm), C-2 (6 98,0 ppm) com correlagdo *Jy.c. Por sua vez, correlagdes entre H-2 (5 6,17
ppm), C-1 (6 163,0 ppm), C-3 (J 164,0 ppm) ambos com %Jy.c e H-2 (5 6,17 ppm), C-12
(6 103,0 ppm) e C-4 (6 94,0 ppm) com correlacio *Jy.c.

Sendo assim com estas correlagfes é possivel inferir que tratava-se de uma
Xantona, que neste caso é 1,3,6,7-tetraidroxixantona, LEQM-105 (FIGURA 19).
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FIGURA 24 — Mapa de contornos gHMBC a 400 MHz para LEQM-105 (DMSO-dg).

TABELA 1- Dados de RMN de *H e *C do LEQM-105 (DMSO-dg, 400 e 100 MHz)

o HMQC HMBC
Posigao e 0%, M. J o oy Clon
1 163,0 13,17 - H-2 -
2 98,0 6,17;: d; 2 H-2 - H-4
3 164,0 - - H-4/H-2 -
4 94,0 6,32;d; 2 H-4 - H-2
5 112,6 6,92; s H-5 - -
3] 154,0 - - H-5 H-8
7 143,0 - - H-8 H-5
8 107,2 7,37;s H-8 - -
9 117,0 - - H-8 H-5
10 147,0 - - H-5 H-8
11 157,0 - - H-4 H-4
12 103,0 - - - H-2
13 179,0 - - - H-8

o0* = valores expressos em ppm; J = constante de acoplamento, expressa em Hertz (Hz);
m = multiplicidade; dd = duplo dupleto, d = dupleto, m = multipleto, s = simpleto. **Os
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram obtidos dos mapas de contorno
gHMQC e gHMBC.
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6.1.3 Composto Natural: Acido kéjico (LEQIM-106)

FIGURA 25 — Composto natural acido kojico (LEQM-106).

O composto natural acido kéjico (LEQM-106) (FIGURA 25) foi isolado do EAEE
como um solido cristalino de coloracdo laranja. Sua estrutura cristalografica foi
determinada conforme os dados de difracdo de raios-X (DRX), cujo refinamento da
estrutura encontra-se na TABELA 2, além das absorcGes na regido do IV.

O espectro de absorcdo na regido do 1V (FIGURA 26) da LEQM-106 evidenciou
a presenca de bandas de absorcdo entre 3172 - 3000 cm™ caracteristica de deformacéo
axial de Csp?-H do anel; 1701 cm™ referente & deformagéo axial de C=0, a qual ocorre
na mesma regido de ésteres ndo conjugados de cadeia linear. Em 1660, 1627, 1610 e
1581 cm™ referente & deformacao axial de C=C do anel; 1346 cm™ deformacéo angular
no plano de O-H, deformacdo angular fora do plano de C-H em 1141 e 1074 cm™,
deformacéo angular fora do plano de C=C em 763 e 752 cm™, deformac&o angular fora

do plano de O-H em 636 cm™.



79

[

th

it Tl e

830

s

o

th

o

_________________

th

______________________

___________________

e T L

—T .
G000 32000 2800 2400 2000 18§00 1600 1400 1200 1000 oo G0a 400

FIGURA 26- Espectro no IV (KBr) para o composto LEQM-106.

As estruturas molecular e cristalina do &cido kojico — LEQM-106 (FIGURAS 27 e
28) foram analisadas com o auxilio dos softwares ORTEP-3 e Mercury, ambos de
licenca livre e amplamente utilizados para tal fim. Analisando a estrutura molecular,
pode-se verificar que o anel A (C1 — C2 — C3 - 01 — C4 — C5) é completamente planar.
E analisando a estrutura cristalina, observa-se a presenca de ligagfes de hidrogénio
intermoleculares estabilizando o empacotamento. Estas liga¢cdes arranjam as moléculas
bidimensionalmente ao longo das dire¢des [010] e [001]. O atomo O2 age como aceptor
e doador de ligacGes de hidrogénio, enquanto os &tomos O3 e O4 agem como doador e

aceptor respectivamente.
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FIGURA 27 — Estrutura molecular do acido Kojico — LEQIM-106 analisada com o auxilio dos softwares
ORTEP-3 e Mercury.

FIGURA 28 — Estrutura cristalina do acido kojico — LEQM-106 analisada com o auxilio dos softwares
ORTEP-3 e Mercury.



TABELA 2 - Dados cristalinos e refinamento de estrutura do Acido kéjico — LEQM-106.
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Férmula empirica
Peso molecular
Temperatura [K]
Comprimento de onda [A]
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
Dimens0es da célula unitaria

Volume [A%]
Z
Densidade (calculado) [Mg/m?]
Coeficiente de absortividade [mm™]
F(000)

Tamanho do cristal [mm]
6-Faixa de coleta de dados [°]
Indices
Reflexdes coletadas
Reflex6es independentes
Angulo complementar =28.12°
Método de refinamento
Dados/refinamentos/parametros
Goodness-of-fit on F?

Final R pra I=20(1)
indices R (todos os dados)
Maiores picos de difracdes [e.A”]

CsHs O,
142.11
293(2) K
0.71073 A
monoclinico
P21/n

a=23.8196(2) A alpha = 90 deg.
b = 18.3954(7) A. beta = 96.567(4) deg
c =8.5033(4) A gamma = 90 deg.

593.55(5)
4
1.590 Mg/m"3
0.137 mm~-1
296
?X?x?mm
3.27 t0 29.36 deg.
-b<=h<=5, -25<=k<=24, -9<=I<=11
4871 / 1428 [R(int) = 0.0288]

87.0 %
Total de matrizes em quadrado F2
1428710/ 94
1.098
R1 =0.0340, wR2 = 0.0906
R1=10.0470, wR2 = 0.0949
0.265e-0.179 e.A*-3

Os espectros no ultravioleta (UV) do acido kéjico — LEQM-106 (FIGURAS 29 e
30) mostroram bandas de absorgdes com Amax(log e{cm™.L.mol™}) em 217 nm (5,72) e
270 nm (5,52). A adicdo de solucdo de AICI; a solugdo provocou um deslocamento
batocrémico nas bandas com Amax(log e{cm™.L.mol™}) em 201 nm (5,73), 209 nm
(5,85), 253 nm (5,19) e 305 nm (5,32), 0o que sugere a existéncia de grupo
quelatogénico. A adicdo de solucdo de HCI ndo restaurou a banda para seu estado
inicial, confirmando assim presenca de grupo quelatogénico, com absor¢cdes com
Amax(log efcm™.L.mol™}) em 252 nm (5,20), 305 nm (5,30) e 360 nm (6,85). Com a
adi¢do de NaOAc foi observado um desvio batocromico nas bandas com Amax(log e{cm’
! L.mol™}) em 269 nm(5,27) e 315 nm (5,08), sugerindo a presenca de hidroxila 4cida.
Na presenca de NaOAc/H3;BO;3; observou-se um desvio batocromico em relacdo a
soluco inicial sem aditivos, com absor¢des com Amax(log e{cm™.L.mol™}) em 270 nm
(5,35) e 314 nm (4,91), indicando a presenca de hidroxila acida devido a ndo

restauracdo da banda para seu estado inicial.
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FIGURA 29 — Espectro no ultravioleta de LEFQM-106. Curva de cor preta (LFQM-106+ EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-106+ EtOH+AICI;); Curva de cor vermelha (LEQM-106+ EtOH+AICI;+HCI).
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FIGURA 30- Espectro no ultravioleta de LFQM-106. Curva de cor preta (LEQM-106+EtOH); Curva de
cor azul (LEQM-106+ EtOH+NaOAc); Curva de cor vermelha (LEQM-106+ EtOH+NaOAc+H3;BO3).
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6.1.4 Composto Natural: Fukugetina-4"""-O-f-D-glicosideo (LEQM-107)

Unidade |
(Flavanona)

Unidade I1
(Flavona)

FIGURA 31 — Composto natural Fukugetina-4" " -O-B-D-glicosideo (LEQM-107).

A substancia LEQOM-107 (FIGURA 31), isolada de EAEE, apresentou
caracteristicas de aromatica de acordo com o perfil cromatografico quando analisada
por CCD e revelada sob luz ultravioleta e com solucdo sulfo-vanilinica. Sua proposta
estrutural foi baseada em dados de RMN de 'H, gHMQC, gHMBC e COSY
(SILVERSTEIN et al., 2006).

O espectro de absorcdo na regido do IV (FIGURA 32) da LEQM-107 mostrou
caracteristicas de substancia aromética pelas bandas de absorcdo em 3405 cm™
caracteristica do grupo hidroxila com uma banda intensa, 1643 cm™ referente a
deformacéo axial de C=0 que € influenciada pela deslocalizacdo de elétrons pelo efeito
de conjugacdo com o anel aromético e ligacdo de hidrogénio intramolecular
(SILVERSTEIN et al., 2006); em 1601 e 1518 cm™, deformagéo axial de C=C do anel
aromatico devido a conjugacdo da carbonila com a ligacdo C=C que desloca os valores
para uma menor freqiiéncia; em 1261 cm™deformacdo axial de C-O; 1170 e 1085cm™
deformacéo angular fora do plano de C=C; 836 cm ™ deformacéo angular fora do plano
(DAFP) de C-H do anel aromatico e em 630 e 529 cm™ deformacao angular fora do
plano de O-H.
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FIGURA 32- Espectro no IV (KBr) para o composto LEQM-107.

Os espectros no ultravioleta (UV) da LEQM-107 (FIGURA 33 e 34) mostrou
bandas de absorcées com Amsx (log efecm™. L.mol™}) em 204 nm (6,37), 257 nm (5,96),
274 nm (5,98), 291 nm (5,99) e 343 nm (5,86). A adicédo de solucdo de AICI; a solugéo
provocou um deslocamento batocromico,com absor¢des com Ams (log efcm™.L.mol™})
em 207 nm (6,36), 221 nm (6,33), 281 nm (6,05), 358 nm (5,70) e 400 nm (5,72), o0 que
sugere a existéncia de hidroxilas em orto e/ou grupos quelatogénicos. A adigdo de
solucdo de HCI ndo restaurou a banda para seu estado inicial, confirmando assim
presenca de grupos quelatogénicos, com absor¢des com Amsx (Iog e{cm™.L. mol™}) em
206 nm (6,38), 220 nm (6,34), 282 nm (6,03), 297 nm (6,00), 355 nm (5,77) e 392 nm
(5,72). Com a adicdo de NaOAc foi observado um desvio batocromico nas bandas com
Amax (log efcm™.L.mol™}) em 204 nm (6,45), 254 nm (5,96), 274 nm (5,97), 289 nm
(5,95) e 338 nm (5,87), sugerindo a presenca de hidroxila acidas (C-7 e C-7""). Na
presenca de NaOAc/H3;BO3; observou-se um desvio batocromico em relagdo a solucéo
inicial sem aditivos, com absor¢des com Amax (Iog efcm™.L.mol™}) em 207 nm (6,45),
265 nm (6,01) e 375 nm (5,75), indicando a presenca do grupo orto-diidroxi devido a
ndo restauracdo da banda para seu estado inicial. Desta forma, através da analise por
ultravioleta verificou que se tratava de um esqueleto flavonoidico com hidroxilas

fendlicas.
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FIGURA 33 — Espectro no ultravioleta de LEFQM-107. Curva de cor preta (LFQM-107+ EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-107+ EtOH+AICIs); Curva de cor vermelha (LEQM-107+ EtOH+AICI;+HCI).
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FIGURA 34 — Espectro no ultravioleta de LFQM-107. Curva de cor preta (LEFQM-107+EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-107+ EtOH+NaOAc); Curva de cor vermelha (LEQM-107+
EtOH+NaOAc+H;BOs).
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Para confirmacgédo da massa molecular do composto LEQM-107 foi obtido um
perfil através das analises de espectrometria de massas em sistema MALDI-TOF. O
espectrograma (FIGURA 35) apresentou um pico com relacdo massa e carga (m/z) de
761,15, o qual é massa do composto LEQM-107 acrescido de um ion calcio e dois ions
hidrogénio. Confirmada a massa molecular do composto LEQM-107, iniciou-Se sua

caracterizagéo estrutural.
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FIGURA 35 - Espectrograma de massa do composto LEQM-107em sistema MALDI-TOF modo linear,
faixa de 200 a 2000 m/z.

Anélise dos espectros RMN de *H, gHMBC, gHMQC e COSY (SILVERSTEIN
et al., 2006) obtidos em DMSO-ds, apresentou sinais compativeis com um biflavonoide
de natureza osidica, com uma unidade flavanona (unidade 1) e outra flavona (unidade 1)
(FIGURA 31). Apesar das varias superposicdes encontradas nos espectros, a
discriminacdo da estrutura em relacdo aos sinais péde ser feito com base de técnicas
modernas de RMN-2D (gHMQC e gHMBC).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 36 - TABELA 3) tém-se sinais mais
deslocados, ou seja, mais desblindados, como dois simpletos, um em ¢ 13,08 ppm e
outro em ¢ 12,12 ppm correspondes aos hidrogénios das hidroxilas OH-5 e OH-5"

respectivamente, que se encontra em ligacdo de hidrogénio com o oxigénio da carbonila
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em C-4 e C-47", respectivaente. A regido entre § 6,00-8,00 ppm correspondente aos
hidrogénios dos anéis aromaticos - apresentou sinais duplos (dupletos) em ¢ 6,63 ppm
(J=7,6Hz)e s 7,15 ppm (J = 7,97 Hz), com integracao para dois hidrogénios cada um.
As constantes de acoplamento observadas (6-10 Hz) indicam uma relacdo orto entre
esses hidrogénios. Esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-2°/6* ¢ H-3’/5’,
caracteristicos de um anel aroméatico mono substituido na posi¢ao 4’ (OH-4"). Isso
ocorre devido a simetria apresentada por este anel, fazendo com que os hidrogénios das
posicbes H-2 e H-3’ apresentem equivaléncia em deslocamento quimico com o0s
hidrogénios das posi¢des H-6" ¢ H-5’, respectivamente.

Para o anel I-A foram observados dupletos em ¢ 5,94 ppm (H-6, J = 4,6 Hz) e 0
6,53 ppm (H-8, J = 5Hz). A constante de acoplamento observada (4-6 Hz) confirma um
acoplamento meta entre esses hidrogénios, mostrando tratar-se de um biflavonoide 5,7-
dissubstituido. Além de um sinal duplo em ¢ 5,89 ppm (H-2, J = 12,61 Hz) e outro em ¢
4,93 ppm (H-3, J = 11,21 Hz) sendo que a constante de acoplamento observada (entre
6-14 Hz) confirma um acoplamento trans-diaxial entre esses hidrogénios.

A regido entre ¢ 2,0-5,0 ppm do espectro de RMN de *H (FIGURA 33) mostrou
multipletos entre ¢ 3,28-4,37 ppm e um dubleto em ¢ 4,85 ppm (J = 7,13 Hz) atribuido a
hidrogénio anomérico H-1"""", sugerindo a presenca de uma unidade glicopiranosilica
com configuragdo . Esta unidade estrutural foi localizada no 4tomo de oxigénio ligado
ao carbono C-4° da aglicona baseado no deslocamento quimico do hidrogénio
anomeérico em ¢ 4,85 ppm (d, J = 7,13 Hz, H-1""") da unidade glicopiranose em
posicdo trans-diaxial),

Para o anel 11-A foram observados sinais simples (singleto) em ¢ 6,59 ppm (H-
6 ), em 6 6,76 ppm (H-37") para o anel I1-C e em ¢ 13,08 ppm referente a hidroxila da
posicdo C-7". Para o anel II-B verifica-se sinais simples em ¢ 7,48 ppm (H-6"") e 6
7,32 ppm (H-2"7), além de um sinal duplo em 6 6,97 ppm (H-5"", J = 8,1 Hz)
confirmando um acoplamento em orto entre estes hidrogénios, mostrando tratar-se de

um biflavonoide 37,4 -diidroxilado.
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FIGURA 36 — Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de LEQM-107 (DMSO-dg).

No experimento de COSY (FIGURA 37 — TABELA 3), observou-se acoplamentos
entre H-2—H-3 (0 5,89 ppm — J 4,93 ppm) confirmando o padrdo de centros
estereogénicos para o anel 1-C evidenciado no espectro de RMN de *H. Da mesma
forma observou-se a correlacdo entre H-2'/6'— H-3'/5" (6 6,63 ppm — ¢ 7,15 ppm),
confirmando o padrdo 4’ (OH-4") para o anel I-B que também foi evidenciado no
espectro de RMN de 'H. Correlagéo entre H-6"""— H-5""" (6 7,48 ppm — ¢ 6,97 ppm),
H-6""" — H-2"""(0 7,48 ppm — ¢ 7,32 ppm), confirmando o padrdo de substitui¢cdo 3™ -
OH para o anel I1-B. E os prétons da subunidade glicopiranosidica que correlacionam-
se fortemente com acoplamentos entre H-1"""" — H-2"""" (6 4,85 ppm — ¢ 3,41 ppm),
H-3"" — H-4"" (6 4,37 ppm — 6 4,1 ppm), H-5""" — H-6""" (6 4,1 ppm — 6 3,75

ppm).
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FIGURA 37 — Mapa de contornos de COSY a 400 MHz de LEQM-107 (DMSO-ds).

O mapa de contornos gHMQC (FIGURA 38 — TABELA 3) mostrou correlagdes
entre H-3 (6 4,93 ppm) e C-3 (0 49,9 ppm), H-2 (6 5,89 ppm) e C-2 (6 82,0 ppm), H-6
(6 5,94 ppm) e C-6 (6 97,9 ppm), H-8 (6 6,53 ppm)e C-8 (6 96,0 ppm), H-2"e H-6" (0
6,63 ppm) com C-2" e C-6"(0 116,2 ppm),H-3" e H-5"(6 7,15 ppm) com C-3" e C-5" (¢
127,0 ppm), H-3"°( 6,76 ppm) e C-3" (6 102,2 ppm), H-6" (0 6,59 ppm) e C-6"" (0
102,9 ppm), H-5""(0 6,97 ppm) e C-5 (¢ 118,4 ppm), H-2""" (6 7,32 ppm) e C-2""" (0
114,5 ppm) com H-6""" (6 7,48 ppm) e C-6" " (0 122,6 ppm).

Também observou-se correlagdes direta (‘Ji.c) entre os hidrogénios da
subunidade glicopiranosidica entre H-1"""" (¢ 4,85 ppm) e C-1""" (¢ 100,0 ppm), H-
277 (0341 ppm) e C-277 (0 63,0 ppm), H-3""" (6 4,4 ppm) e C-37"" (6 63,1 ppm),
H-4"" (64,1 ppm)e C-4" (6 62,0 ppm), H-5"" (0 3,75 ppm) e C-5"" (5 57,0 ppm),
H-6""" (63,28 ppm) e C-6 """ (6 70,0 ppm).
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FIGURA 38 — Mapa de contornos de gHMQC a 400 MHz de LEQM-107 (DMSO-dg).

No mapa de contornos gHMBC (FIGURA 39 — TABELA 3) verificou-se
correlaces a longa distancia com 3Jy.c entre H- 17" (6 4,85 ppm) da subunidade
glicopiranosidica e C-4""" (0 154,5 ppm) do composto LEQM-107, confirmando uma
O-glicosilacdo na posicdo 4 “deste composto. As diversas correlacbes para 0S
hidrogénios da subunidade glicopiranosidica ndo puderam ser estabelecidas devido a
faixa espectral demonstrada néo abranger os mesmos.

O espectro mostrou correlagdes a longa distancia entre H-2 (6 5,89 ppm), C- 3 (0
49,9 ppm) com 2Jyc e H-2 (6 5,89 ppm), C-9™ (6 153,6 ppm), C- 8™*(5 103,9 ppm), C-4
(6 195,6), C-9 (6 162,6 ppm) todos com correlagdes Jy.c. Foram observados ainda
correlagBes entre H-3 (6 4,93 ppm), C-2 (0 82,0 ppm), C-4 (6 195,6 ppm) e C-8 (0
103,9 ppm) com %Jy.c e H-3 (5 4,93 ppm), C-9™ (J 153,6 ppm), C-7"*(6 160,7 ppm)
com correlacdes *Ju.c. Por sua vez, observou-se as correlaces entre H-8 (5 6,53 ppm),
C-7 (9 165,8 ppm) e C-9 (5 162,6 ppm) ambos com %Ji.c e H-8 (5 6,53 ppm), C-6 (6
97,9 ppm) e C-10 (5 103,3 ppm) com correlacdes *Jy.c. Correlacdes entre H- 6 (5 5,94
ppm), C-5 (5 63,0 ppm), C-7 (6 165,8 ppm) ambos com 2Jy.c e H- 6 (6 5,94 ppm), C-8
(6 96,0 ppm), C-10 (6 103,3 ppm) com correlagdes *Jy.c. Além das correlaces entre H-
3(d 7,15 ppm), C-2'(d 116,2 ppm) e C-4°(5 158,7 ppm) com correlacdes 2Jy.c e H-3°(5
7,15 ppm), C-1'(5 128,9 ppm) e C-5'(5 127,0 ppm) com correlagdes *Jy.c. Sendo assim
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com estas correlagdes propostas € possivel inferir que trata-se da unidade | (Flavanona)
do biflavonoide LEQM-107.

Ja as correlacdes propostas para a unidade 11 (Flavona) do biflavonoide LEQM-
107 podem ser inferidas com as seguintes propostas: H-3 (6 6,76 ppm), C-4" (6 163,8
ppm) e C-2""(5 164,5 ppm) ambos com %Jy.c e H-3"*(6 6,76 ppm), C-10""(6 105,7 ppm)
e C-1"""(0 120,5 ppm) com correlacdes 3Ju.c. Foram observadas ainda correlagdes entre
H-6""(5 6,40 ppm), C-7"*(6 160,7 ppm) e C-5""(6 161,7 ppm) ambos com *Jy.c & H-6""(6
6,40 ppm), C-8"*(6 103,9 ppm) e C-10"*(6 105,7 ppm)com correlacdes ®J.c. Além das
correlag@es entre H-5"""(0 6,97 ppm), C-6"""(0 122,6 ppm) e C-4"""(6 154,5 ppm) ambos
com 2Jp.ce H-5"(6 6,97 ppm), C-1"""(6 120,5 ppm) e C-3"""(6 147,9 ppm).

Sendo assim com estas correlacbes é possivel inferir que trata-se de um

biflavonoide-O-glicosilado, que neste caso € Fukugetina-4 " -O-B-D-glicosideo,

LEQM-107(FIGURA 31).
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FIGURA 39 — Mapa de contornos de gHMBC a 400 MHz de LEQM-107 (DMSO-dg).
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TABELA 3: Dados de RMN de 'H e **C de LEQM-107 (DMSO-dg, 400 e 100 MHz)

- gHMQC gHMBC
Posicao o0**c 0*y,m, J LIen) (2Jcn) CJen)

2 82,0 5,89;d; 12,61 H-2 H-3 -

3 49,9 4,93;d; 11,21 H-3 H-2 -

4 195,6 - - H-3 H-2

5 63,0 13,08 - H-6 -

6 97,9 5,94; d; 4,6 H-6 - H-8

7 165,8 - - H-8; H-6 -

8 96,0 6,53;d; 5 H-8 - H-6

9 162,6 - - H-8 H-2
10 103,3 - - - H-8; H-6
1 128,9 - - - H-3
2 116,2 6,63; dd; 7,6 H-2°/6 H-3° -

3 127,0 7,15; dd; 7,97 H-3°/5 - -

4 158,7 - - H-3° -

5 127,0 7,15; dd; 7,97 H-3°/5 - H-3°
6 116,2 6,63; dd; 7,6 H-2°/6 - -

2" 164,5 - - H-3 -

3 102,2 6,76; s H-3 - -

4> 163,5 - - H-3 -

5° 161,7 12,12 - H-6 -

6 102,9 6,59; s H-6 - -

7 160,7 13,08 - H-6 H-3
8" 103,9 - - H-3 H-2; H-6™
9™ 153,6 - - - H-2, H-3
10~ 105,7 - - - H-37; H-6
1 120,5 - - - H-37; H-5
2 114,5 7,32;s H-2 - -
3 147,9 - - - H-5
4 1545 - - H-5 H-4
5% 118,4 6,97; d; 8,1 H-5 - -
6 122,6 7,48;d; 8,5 H-6"" H-5 -
1 100,0 4,85; d; 7,13 H-1"" - -
2 63,0 3,41; m H-2"" - -
3 63,0 4,37, m H-37 - -
4 62,0 4,1; m H-4"" - -

5 57,0 3,75;m H-5"" - -

6 70,0 3,28; m H-6"" - -

o* = valores expressos em ppm; J = constante de acoplamento, expressa em Hertz (Hz)
; m = multiplicidade; dd = duplo dupleto, d = dupleto, m = multipleto, s = simpleto.
**Qs deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram obtidos dos mapas de
contorno gHMQC e gHMBC.
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6.1.5 Composto Natural: Fukugetina-7""-O-g-D-glicosideo (LEQM-108) Unidade |

(Flavanona)

Unidade | |
(Flavona)

FIGURA 40 — Composto natural - Fukugetina-7"""-O-B-D-glicosideo (LEQM-108).

A substancia LEQOM-108 (FIGURA 40), isolada de EAEE, apresentou
caracteristicas de flavonoéide quando analisada por CCD e revelada sob luz ultravioleta e
com solugdo sulfo-vanilinica. Sua proposta estrutural foi baseada em dados de RMN de
'H, gHMQC, gHMBC e COSY (SILVERSTEIN et al., 2006).

O espectro de absorcdo na regido do IV (FIGURA 41) da LEQM-108 evidenciou
a natureza aromética do composto pelas bandas de absorcdo em 3374 cm™ caracteristica
do grupo hidroxila com uma banda larga e intensa; 1644 e 1600 cm™ duas bandas
caracteristicas de deformacdo axial de C=C; 1516, 1447 e 1300 cm™ deformacdo
angular no plano de O-H; 1261 e 1167 cm™ deformacéo axial de C-O; 1071 cm™
deformacéo angular fora do plano de C-H; 634 cm™ deformac&o angular fora do plano

de C=C; 605 a 429 cm™ deformacdo angular fora do plano de O-H.
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FIGURA 41- Espectro no IV (KBr) para o composto LEQIM-108.

O espectro no ultravioleta (UV) da LEQM-108 (FIGURA 42 e 343) mostrou
bandas de absorcées com Ams(log e{cm™.L.mol™}) em 223 nm (6,11), 280 nm (5,75),
331 nm (5,42) e 399 nm (5,34). A adicdo de solucdo de AICI; a solugdo provocou um
deslocamento batocromico, com absor¢des com Amax (Iog e{cm™.L. mol™}) em 224 nm
(6,18), 278 nm (5,79) e 423 nm (5,50), 0 que sugere a existéncia de hidroxilas em orto e
grupos quelatogénicos. A adicdo de solucdo de HCI ndo restaurou a banda para seu
estado inicial, confirmando assim presenca de grupos quelatogénicos, com absorcdes
com Amsx (log e{cm™.L.mol™}) em 224 nm (6,21), 279 nm (5,76) e 357 nm (5,48). Com
a adicdo de NaOAc foi observado bandas com absor¢des com Ama (log e{cm™.L.mol™})
em 223 nm (6,11), 277 nm (5,72) e 421 nm (5,48), sugerindo a presenca de hidroxila
acidas (C-7 e C-77) ou um percentual destas hidroxilas acidas. Na presenca de
NaOAc/H3BO3 observou-se um desvio batocrémico em relacdo a solugédo inicial sem
aditivos, com absor¢des com Ams (log e{cm™.L.mol™}) em 224 nm (6,18), 277 nm
(5,74) e 421 nm (5,48), indicando a presenca do grupo orto-diidroxi no anel B devido a
ndo restauracdo da banda para seu estado inicial. Desta forma, através da analise por
ultravioleta verificou que se tratava de um esqueleto flavonoidico com hidroxilas

fendlicas.



95

2,200

2,000

1,500

Abs.

1,000

o.,500

0,000

-0,221 1 1
200,00 =00,00 00,00 500,00
nrm

FIGURA 42— Espectro no ultravioleta de LFQM-108. Curva de cor preta (LEFQM-108+ EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-108+ EtOH+AICI;); Curva de cor vermelha (LEQM-108+ EtOH+AICI;+HCI).
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FIGURA 43 — Espectro no ultravioleta de LFQM-108. Curva de cor preta (LEQM-108+EtOH); Curva
de cor azul (LFQM-108+ EtOH+NaOACc); Curva de cor vermelha (LEQM-108+
EtOH+NaOAc+H3BO3).
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Para confirmacdo da massa molecular do composto LEQIM-108 foi obtido um
perfil através das analises de espectrometria de massas em sistema MALDI-TOF. O
espectrograma (FIGURA 44) apresentou um pico com relacdo massa e carga (m/z) de
719,15, a qual é massa do composto LEQM-108 acrescido de um ion hidrogénio.
Confirmada a massa molecular do composto LEQM-108, iniciou-Se sua caracterizagdo

estrutural.

Inten. 3

30.0 [LFQM-108 +H] ” OH
2151 () ©/
5
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FIGURA 44 - Espectrograma de massa do composto LEQM-108 em sistema MALDI-TOF modo linear,
faixa de 200 a 2000 m/z.

O espectro de RMN de *H (FIGURA 45 — TABELA 4) para LFQM-108, obtido em
DMSO-ds, no qual apresentou sinais compativeis para um biflavonoide de natureza
osidica. A regido entre ¢ 6,00-8,00 ppm — correspondente aos hidrogénios dos anéis
aromaticos - apresentou sinais duplos (duplo dupletos) em ¢ 7,19 ppm (J = 7,97 Hz) e ¢
6,58 ppm (J = 7,94 Hz), com integracdo para dois hidrogénios cada um. As constantes
de acoplamento observadas (6-10 Hz) indicam uma relagéo orto entre esses hidrogénios.
Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-2/6" e H-3"/5, caracteristicos de um
anel aromético substituido na posi¢do 4’ (padrao 4’-OH). Isso ocorre devido a simetria
apresentada por este anel, fazendo com que os hidrogénios das posigdes 2’ e 3’
apresentem equivaléncia em deslocamento quimico com os hidrogénios das posi¢des 6’

e 5’°, respectivamente.
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Para o anel I-A foram observados dupletos em ¢ 6,94 ppm (H-6, J = 6,48 Hz) e 0
6,04 ppm (H-8, J = 2,82 Hz). A constante de acoplamento observada (entre 2-6 Hz)
confirma um acoplamento meta entre esses hidrogénios, mostrando tratar-se de um
flavondide 5,7-diidroxilado no anel I-A. E para o anel I-C foi observado sinais duplos
(dupleto) em ¢ 5,89 ppm (H-2, J = 11,95 Hz) e 6 4,94 ppm (H-3, J = 11,96 Hz). A
constante de acoplamento observada (entre 6-14 Hz) confirma um acoplamento trans-
diaxial entre esses hidrogénios. Apresentou também mutipletos entre ¢ 2,0-5,5 ppm e
um dubleto em 6 4,81 ppm (J ~ 7,16 Hz) atribuido ao hidrogénio anomérico H-1"""",
sugerindo a presenca de uma unidade glicopiranosilica com configura¢do . Esta
unidade estrutural foi localizada no atomo de oxigénio ligado ao carbono C-7 'da
aglicona baseado no deslocamento quimico do hidrogénio em ¢ 4,81 (d, J = 7,13 Hz, H-
17" da unidade glicopiranose em posic¢éo trans-diaxial),

Para o anel II-A foi observado um sinal simples (simpleto) em J 6,55 ppm
referente ao H-6"". Para o0 anel 1I-C um unico sinal simples em ¢ 6,74 ppm referente ao
H-3"". E para o anel I1-B foram observados sinais simples em ¢ 7,27 ppm referente ao
H-2"""e sinais duplos em ¢ 6,93 ppm (H-5"", J = 8,28 Hz) e 0 7,46 ppm (H-6", J =
8,50 Hz), sendo que a constante observada (entre 6-10 Hz) confirma um acoplamento

AN AN

em orto entre esses hidrogénios, mostrando tratar-se de um biflavonoide 3,4 -

diidroxilado.
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No experimento de COSY (FIGURA 46), observou-se acoplamentos entre H-
2—H-3 (0 5,89 ppm — ¢ 4,94 ppm) confirmando o padrdo de centros estereogénicos
para o anel I-C evidenciado no espectro de RMN de *H. Da mesma forma observou-se a
correlacdo entre H-2'/6'— H-3'/5" (6 7,19 ppm — ¢ 6,58 ppm), confirmando o padréo
4> (OH-4)para 0 anel I-B que também foi evidenciado no espectro de RMN de 'H.
Correlacao entre H-6"""— H-5"" (6 7,46 ppm — ¢ 6,93 ppm), H-6""* — H-2"""(J 7,46
ppm — ¢ 7,27 ppm), confirmando o padrdo de substituicdo 3" "-OH e 4" "-OH para o
anel 11-B. Os prétons da subunidade glicopiranosidica correlacionam-se fortemente com
acoplamentos entre H-1""""— H-2"""" (0 4,81 ppm — ¢ 3,35 ppm), H-3""""— H-4""" (6
4,54 ppm — 6 3,72 ppm), H-5""""— H-6"""" (0 3,72 ppm — J 3,47 ppm).

J_l—,u,#_u. JJL ﬁ,_Jde«lLllﬂLLﬂLk#/u' \&#,{_LM

Eppm

FIGURA 46— Mapa de contornos de COSY do composto LEQM-108 (DMSO-d).

O mapa de contornos gHMQC (FIGURA 47- TABELA 4) mostrou correlagdes
entre H-3 (6 4,94 ppm) e C-3 (0 49,1 ppm), H-2 (6 5,89 ppm) e C-2 (6 82,6 ppm), H-6
(0 5,94 ppm) e C-6 (0 98,1 ppm), H-8 (0 6,04 ppm)e C-8 (6 97,6 ppm), H-2"/H-6" (0
7,19 ppm) com C-2°/C-6"(o 128,6 ppm),H-3'/H-5"(6 6,58 ppm) com C-3°/C-5" (6 115,9
ppm), H-3(6 6,74 ppm) e C-3" (6 104,1 ppm), H-6"" (6 6,55 ppm) e C-6" (6 98,2
ppm), H-5""(0 6,97 ppm) e C-5""(6 117,3 ppm), H-2""" (0 7,27 ppm) e C-2""" (0 114,6
ppm), H-6""" (0 7,46 ppm) e C-6" (¢ 121,0 ppm). Também observou-se correlagdes
direta ("Ju.c) entre os hidrogénios da glicose entre H-1""" (6 4,81 ppm) e C-1"" (9
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100,1 ppm), H-2""" (0 3,35 ppm) e C-2"""" (0 73,0 ppm), H-3"""" (0 4,54 ppm) e C-3"
(0 76,9 ppm), H-4""" (0 3,72 ppm) e C-4""" (6 70,9 ppm), H-5""" (6 3,47 ppm) e C-
57 (077,1ppm), H-6""" (0 3,09 ppm) e C-6 " (0 62,1 ppm).
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FIGURA 47— Mapa de contornos de gHMQC do composto LEQM-108(DMSO-dg).

O mapa de contornos gHMBC (FIGURA 48 — TABELA 4) verificou-se correlagdes
a longa distancia com 2J,.c entre H-1"""" (6 4,81 ppm) da subunidade glicopiranosidica e
C-7"(0 161,1 ppm) do composto LEQM-108, confirmando uma O-glicosilacdo na
posicdo 7 deste composto. As diversas correlacdes para os hidrogénios da subunidade
glicopiranosidica ndo puderam ser estabelecidas devido a faixa espectral demonstrada
ndo abranger 0S mesmos.

O espectro mostrou correlacdes a longa distancia, para hidrogénios do anel I- A
do nucleo biflavénico, entre 0 H-8 (¢ 6,04 ppm) com C-9 (6 166,0 ppm) e C-7 (6 164,0
ppm) ambos com %Jy.c e correlacdes entre H-8 (5 6,04 ppm), C-6 (6 98,1 ppm), C-10 (&
102,8 ppm) todos com *Jy.c. Foram observadas ainda correlaces entre H-6 (6 5,94
ppm) com C-5 (J 162,0 ppm) e C-7 ( 164,0 ppm), ambos com *Jy.c € correlagdes entre
H-6 (6 5,94 ppm), C-10 (6 102,8 ppm), C-8 (5 97,6 ppm) todos com Jy.c. Correlacdes &
longa distancia, para hidrogénios do anel I-B nucleo biflavonico, entre H-2°/6°(6 7,19
ppm), C-1'(5 129,8 ppm), C-3'/5"(6 115,9 ppm) ambos com 2Jy.c e correlaces entre H-
2'16"(5 7,19 ppm), C-4°(5 157,9 ppm), C-2 (6 82,6 ppm) ambos com *Jy.c. O anel I-C
apresenta correlacdo a longa distancia entre H-3 (6 4,94 ppm) com C-7"" (6 161,1 ppm)
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e C-1'(6 129,8 ppm) todos com 3J,.c. além da correlagdo entre H-3 (5 4,94 ppm) com
C-4 (0 198,0 ppm), C- 9" (0 153,3 ppm), C-8" (6 83,5 ppm), C-2 (¢ 82,6 ppm) todos
com Yuc.

Para os hidrogénios do anel I1-A do nucleo biflavonico observou-se correlagdes
entre H-6"" (0 6,55 ppm) com C-7"" (0 161,1 ppm) e C-5" (¢ 158,3 ppm) ambos com
2Juc e correlacdo entre H-6"> (6 6,55 ppm), C-10"" (104,6 ppm), C-8" (5 83,5 ppm)
ambos com 3J,.c. J& para os hidrogénios do anel 11-B temos correlacdes do H-2"""(5
7,27 ppm) com os carbonos C-3""*(6 145,4 ppm), C-1""(5 119,2 ppm) com %J,.c e entre
H-2">(6 7,27 ppm), C-4">*(6 149,7 ppm) e C- 2°(6 163,7 ppm) ambos com >Jy.c.
Correlacdes de H-6"""(0 7,43 ppm) foram observadas com os carbonos C-2 (¢ 163,7
ppm), C-4""*(5 149,7 ppm) e C-3"""(6 145,9 ppm) todos com 3J,.c . O hidrogénio H-
5°**( 7,23 ppm) apresentou correlagdo com C-4">*(5 148,7 ppm) com 2Ju.c. E para o
anel 11-C observou-se correlacdes entre H-3™" (6 6,74 ppm) com C-2"" (0 162,3 ppm) e
C-4"" (5 183,5 ppm) com 2Jy.c e entre H-3"" (6 6,74 ppm) com C-1"""(5 119,2 ppm), C-
10" (6 104,6 ppm) com 3Ji.c.

Sendo assim com estas correlacbes € possivel inferir que trata-se de um

biflavonoide-O-glicosilado, que neste caso €é Fukugetina-7 "-O-#-D-glicosideo,

LFQIM-108 (FIGURA 40).
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FIGURA 48 — Mapa de contornos de gHMBC a 300 MHz para LEQM-108 (DMSO-d).



TABELA 4: Dados de RMN de 'H e **C de LEQM-108 (DMSO-dg, 400 e 100 MHz)
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- ox a % a gHMQC gHMBC
POSIQaO 0**c oc ) H,m,J OH (1JCH) (ZJCH) (3~]CH)
2 82,6 8284 589;d;11,95 574;d;11,6  H-2 H-3 H-2'/6"
3 49,1 51,01 4,94;d; 11,96 4,83 H-3

4 198,0 197,64 - - - H-3

5 162,0 164,82 12,09 - - H-6

6 98,1 9651 594;d;648  598;s H-6 H-8

7 164,0 165,72 - - - H-8/H-6

8 97,6 97,70 6,04;d;282  593;s H-8 H-6

9 166,0 168,33 - - - H-8

10 1029 10332 - - - H-8/H-6
i 129,8 130,39 - - - H-2'/6" H-3
2 128,6 129,40 7,19;dd; 7,97 7,10;dd;81  H-2°

3 1159 11546 658;dd;7,94 6,35;dd;81 H-3°  H-2'/6

4 157,9 - - - - H-2'/6"
5 1159 11546 7,06;dd; 827 6,35;dd;81 H-5  H-2'/6

6 128,6 129,40 6,58;dd; 7,94 7,10;dd;81 H-6

2" 1623 166,10 - - H-3"  H-6"
3 1041 10358  6,74;s 6,38; s -

4" 1835 183,90 - - - H-3"

5° 1583 16271 13,14 - - H-6"

6" 98,2 99,51 6,55; s 6,62; s H-6

7 1611 161,64 - - - H-6" H'13/ H-
8™ 835 104,13 - - - H-3 H-6"
9" 1533 156,65 - - - H-3

10" 1046 106,47 - - - H-6"/H-3"
1™ 1192 123,05 - - - H-2™ H-3"
2 1146 11448  727;s 731;s H-2 H-2
3" 1454 146,72 - - H-3"  H-2 H6
4 1487 15113 - - - H-5 H'%NH'
5% 1172 11687 6,93;d;828 6,87,d;83 H-5

6 1210 120,84 746;d;850 7,26;d;83 H-6

1™ 1001 10152 481;d;7,17 515d;75 H-17T

2™ 730 7519  335m 33-39;m H2"

3™ 769 7832  454m 33-39;m H3™

4 709 71,10  372;m 33-39;m  H4"

5 771 7852  347;m 33-39;m H-5

6 621 6247  3,09;m 33-39;m H6

0* = valores expressos em ppm; J = constante de acoplamento, expressa em Hertz (Hz)
; m = multiplicidade; dd = duplo dupleto, d = dupleto, m = multipleto, s = simpleto.
**Qs deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram obtidos dos mapas de
contorno gHMQC e gHMBC.? Dados da Literatura [Elfita et al., 2009].



102

6.1.6 Composto natural: Fukugetina (LEQM-109)

Unidade |
(Flavanona)

Unidade I1
(Flavona)

FIGURA 49 — Composto natural - Fukugetina (LEQM-109).

A substancia LEQOM-109 (FIGURA 49), isolada de EAEE, apresentou
caracteristicas de flavonoide quando analisada por CCD e revelada sob luz ultravioleta e
com solugdo sulfo-vanilinica. Sua proposta estrutural foi baseada em dados de RMN de
'H, °C, gHMQC, gHMBC (SILVERSTEIN et al., 2006) e difragdo de raios X.

O espectro de absorgdo na regido do IV (FIGURA 50) da LEQM-109 mostrou
caracteristicas de substancia aromatica pelas bandas de absorcéo entre 3288 - 3000 cm™
caracteristica do grupo hidroxila com uma banda intensa, 1641 cm™ referente a
deformacéo axial de C=0 que é influenciada pela ressonancia, em 1600 cm™ e 1577 cm’
' deformagéo axial de C=C do anel aromatico devido & conjugacéo da carbonila com a
ligacdo C=C que desloca os valores para uma menor freqiiéncia, em 1257 cm™
deformacéo axial de C-O e em 835 cm ™ deformaco angular fora do plano (DAFP) de

C-H do anel aromatico.
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FIGURA 50 - Espectro no 1V (KBr, cm'l) paraa Fukugetina — LEQM-109

O espectro no ultravioleta (UV) da fukugetina — LEQM-109 (FIGURAS 51 e 52)
mostrou bandas com absor¢des com Ams (Iog efecm™.L.mol™}) em 219 nm (5,69), 288
nm (5,45) e 347 nm (5,26). A adicdo de solucdo de AICI; a solugdo provocou um
deslocamento batocromico, com absorgdes com Amsx (log e{cm™.L.mol™}) em 225 nm
(6,16), 282 nm (5,65) e 360 nm (5,13), 0 que sugere a existéncia de hidroxilas em orto e
grupos quelatogénicos. A adicdo de solucdo de HCI ndo restaurou a banda para seu
estado inicial, confirmando assim presenca de grupos quelatogénicos, com absorcdes
com Amax (log e{cm™.L.mol™}) em 226 nm (6,27), 282 nm (5,69) e 355 nm (5,20). Com
a adicdo de NaOAc foi observado bandas com absor¢des com Amax (I0g efcm™.L.mol™})
em 222 nm (5,94), 275 nm (5,49) e 282 nm (5,48), sugerindo a presenca de hidroxila
acidas (C-7 e C-77). Na presenca de NaOAc/H3BO; observou-se um desvio
batocromico em relagdo a solugdo inicial sem aditivos, com absorgdes com Amax (l0g
efem™.L.mol™}) em 225 nm (6,19), 274 nm (5,63) e 327 nm (5,23), indicando a
presencga do grupo orto-diidroxi no anel B devido a ndo restauracdo da banda para seu
estado inicial. Desta forma, através da analise por ultravioleta verificou que se tratava

de um esqueleto flavonoidico com grupos fendlicos.
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FIGURA 51 — Espectro no ultravioleta de LEQM-109. Curva de cor preta (LEQM-109 + EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-109+FEtOH+AICI); Curva de cor vermelha (LEQM-109+EtOH+AICI;+HCI).
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FIGURA 52 — Espectro no ultravioleta de LFQM-109. Curva de cor preta (LEFQM-109 +EtOH); Curva
de cor azul (LFQM-109+ EtOH+NaOACc); Curva de cor vermelha (LEQM-109+
EtOH+NaOAc+H3BO3).
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Para confirmacdo da massa molecular do composto LEQIM-109 foi obtido um
perfil através das analises de espectrometria de massas em sistema MALDI-TOF. O
espectrograma (FIGURA 53) apresentou um pico com relacdo massa e carga (m/z) de
557,30; o qual é massa do composto LEQM-109 acrescido de um ion hidrogénio.
Confirmada a massa molecular do composto LEQM-109, iniciou-Se sua caracterizagdo

estrutural.
Inten.(x100,000 - .
nen(<100.000) [LEQM-109+H] 5
] N
3.04
110145 25730 ©5/
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2.0]
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FIGURA 53 - Espectrograma de massa do composto LEQM-109 em sistema MALDI-TOF modo linear,
faixa de 200 a 2000 m/z.

Andlise dos espectros RMN de **C e 'H, gHMBC e gHMQC, obtidos em
DMSO-dg, apresentou sinais compativeis com um biflavonoide, com uma unidade
flavanona (unidade 1) e outra flavona (unidade Il) (FIGURA 49). Apesar das varias
superposicdes encontradas nos espectros, a discriminagdo da estrutura em relagdo aos
sinais pode ser feito com base de técnicas modernas de RMN-2D (gHMQC e gHMBC).

No espectro de RMN de *H (FIGURA 54 — TABELA 5) observam-se sinais mais
deslocados, ou seja, mais desblindados, como dois simpletos, um em ¢ 12,60 ppm e
outro em ¢ 12,03 ppm que corresponde aos hidrogénios das hidroxilas OH-5 e OH-5""
respectivamente, que se encontra em ligacdo de hidrogénio com o oxigénio da carbonila
em C-4 e C-4". A regido entre ¢ 6,00-8,00 ppm correspondente aos hidrogénios dos

aneéis aromaticos - apresentou sinais duplos (dupletos) em ¢ 6,53 ppm (J = 8,09 Hz) e
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7,23 ppm (J = 7,00 Hz), com integracéo para dois hidrogénios cada um. As constantes
de acoplamento observadas (6-10 Hz) indicam uma relacdo orto entre esses hidrogénios.
Esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-2’/6 ¢ H-3’/5’ do anel I-B do
biflavonoide, respectivamente, caracteristicos de um anel aromatico mono substituido
na posigdo 4’ (padrao I-OH-4"). Isso ocorre devido a simetria apresentada por este anel,
fazendo com que os hidrogénios das posi¢des H-2’ e H-3” apresentem equivaléncia em
deslocamento quimico com os hidrogénios das posi¢cdes H-6" e H-5’, respectivamente.
Para o anel I-A foram observados dupletos em ¢ 6,03 ppm (H-6, J =5 Hz) e 6 6,47 ppm
(H-8, J = 5 Hz). A constante de acoplamento observada (4 - 6 Hz) confirma um
acoplamento meta entre esses hidrogénios, mostrando tratar-se de um biflavonoide 5,7-
diidroxilado no anel I-A. Além de um sinal duplo em ¢ 5,87 ppm (H-2, J = 12,4 Hz). A
constante de acoplamento observada (entre 6-14 Hz) confirma um acoplamento trans-
diaxial entre esses hidrogénios.

Para o anel II-A foram observados sinais simples (singleto) em ¢ 6,40 ppm (H-
6 ) e em ¢ 13,08 ppm referente a hidroxila da posicdo C-7 e em ¢ 6,35 ppm (H-37)
para o anel 11-C. Para o anel II-B verificou-se sinais simples em 7,49 ppm (H-6"") e 0
7,48 ppm (H-2"7), além de um sinal duplo em ¢ 7,02 ppm (H-5", J = 7,9 Hz)
confirmando um acoplamento em orto entre estes hidrogénios, mostrando tratar-se de
um biflavonoide 3"",4" " -diidroxilado.

No espectro de RMN de *C (FIGURA 55 - TABELA 5) pode-se constatar a
presenca de 30 sinais de carbonos, sendo os valores de deslocamentos quimicos (o)
dobrados e muito préximos, devido ao atropoisomerismo (é atribuido a um tipo de
estereoisdmerismo caracteristico de sistemas onde a rotagdo livre em torno de uma
ligacdo simples € impedida, produzindo uma barreira energética suficientemente
elevada, de modo a permitir o isolamento ou simplesmente a detec¢do dos diferentes
rotameros, chamados atropoisdmeros) existente para este composto, complicando a
interpretacdo dos espectros (SANTOS, et al., 2007). Os sinais observados em ¢ 197,2
ppm (C-4) e ¢ 183,1 ppm (C-4") sdo caracteristicos de carbonilas conjugadas,
sugerindo assim a presenca de duas unidades deste flavonoide. Além disso, os dados
também indicaram a presenca de dois anéis aromaticos dissubstituido, mostrando a
presenca de dois carbonos em ¢ 94,4 ppm (C-8) e 101,8 ppm mais blindados, referentes
aos anéis A das unidades | e Il, respectivamente. Foi possivel observar também dois

outros carbonos sp? ndo hidrogenados presentes em & 163,3 ppm (C-9) e § 155,8 ppm
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(C-97). Os deslocamentos destes carbonos mostraram que esta substancia ndo era uma

mistura de flavondides, mas um dimero cujas unidades encontravam-se ligadas entre as
posicdes C-3e C-8.
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FIGURA 54 — Espectro de RMN de *H a 400 MHz de LEQM-109 (DMSO-ds).
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FIGURA 55 — Espectro de RMN de °C a 100 MHz de LEQM-109 (DMSO-ds).
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O mapa de contornos gHMQC (FIGURA 56 — TABELA 5) mostrou correlagdes
entre H-3 (0 4,98 ppm) e C-3 (0 50,1 ppm), H-2 (¢ 5,87 ppm) e C-2 (6 82,2 ppm), H-6
(0 6,03 ppm) e C-6 (6 97,5 ppm), H-8 (0 6,47 ppm) e C-8 (o 94,4 ppm), H-2°/6" (0 6,53
ppm) com C-2°/6(6 115,7 ppm),H-3'/5"(6 7,23 ppm) com C-3°/5" (6 129,7 ppm), H-
37(0 6,35 ppm) e C-3" (0 103,6 ppm), H-6"" (¢ 6,40 ppm) e C-6"" (0 99,2 ppm), H-
57(0 7,02 ppm) e C-5""(0 116,5 ppm), H-2""" (0 7,48 ppm) e C-2"" (6 114,8 ppm)
comH-6""" (6 7,49 ppm) e C-6"" (6 119,4 ppm).
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FIGURA 56 — Mapa de contornos gHMQC a 400 MHz de LEQM-109 (DMSO-d).

O mapa de contornos gHMBC (FIGURA 57 — TABELA 5) mostrou correlagdes
entre H-2 (6 5,87 ppm), C-1" (5 128,7 ppm) e C-3 (J 4,98 ppm) ambos com “Jy.c € H-2
(6 5,87 ppm), C-2" (¢ 115,7 ppm), C-6" (¢ 115,7 ppm), C-4 (¢ 197,2 ppm) e C-8 (o
101,8 ppm) todos com correlagdes >Jy.c. Foram observados ainda correlacdes entre H-3
(6 4,98 ppm), C-2 (6 5,9 ppm), C-4 (5 197,2 ppm) e C-8"*(6 101,8 ppm) com “Jy.c e H-3
(6 4,98 ppm), C-10 (6 102,8 ppm), C-7 (¢ 164,1 ppm), C-9" (¢ 155,8 ppm) e C-1'(o
128,7 ppm) com correlacdes *Jy.c. Por sua vez, observou-se as correlacdes entre H-8 (6
6,47 ppm), C-7 (6 168,6 ppm) e C-9 (5 163,3 ppm) ambos com %Jy.c e H-8 (6 6,47
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ppm), C-6 (6 97,5 ppm) e C-10 (5 102,8 ppm) com correlacdes 3Jy.c. Além das
correlagdes entre H-3(6 7,23 ppm), C-2°(0 115,7 ppm) e C-4'(6 159,0 ppm) com
correlagdes “Ju.c e H-3'(6 7,23 ppm), C-1°(5 128,7 ppm) e C-5'(5 129,7 ppm) com
correlagdes *Jy.c. Sendo assim com estas correlagdes propostas é possivel inferir que
trata-se da unidade I (Flavanona) do biflavonoide fukugetina LEQM-109.

J& as correlagdes propostas para a unidade Il (Flavona) do biflavonoide LEQM-
109 podem ser inferidas com as seguintes propostas: H-3"" (0 6,35 ppm), C-4" (6 183,1
ppm) e C-2""(5 164,1 ppm) ambos com 2Jy.c e H-3"*(6 6,35 ppm), C-10""(6 104,6 ppm)
e C-1""(d 122,8 ppm) com correlaces 3J,.c. Foram observadas ainda correlagdes entre
H-6""(5 6,40 ppm), C-7""(6 164,1 ppm) e C-5"( 161,1 ppm) ambos com 2Jy.c e H-6""(6
6,40 ppm), C-8"*(5 101,8 ppm) e C-10""(6 104,6 ppm)com correlacdes *Jn.c. Além das
correlagdes entre H-5"""(0 7,02 ppm), C-6"" (6 119,4 ppm) e C-4"""(6 151,4 ppm) ambos
com “Jy.ce H-5""(6 7,02 ppm), C-1""(d 122,8 ppm) e C-3"(d 147,4 ppm).
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FIGURA 57 — Mapa de contornos gHMBC a 400 MHz de LEQM-109 (DMSO-d).
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TABELA 5 - Dados de RMN de *H e *C de LEQM-109 (DMSO-ds, 400 e 100 MHz)

gHMQC gHMBC

Posicdo  o** oc? o*w,m,J O
Q C C H H (l\]CH) (ZJCH) (3JCH)

2 82,2 810 587;d;124 571;d;12 H-2 H-3

3 501 484 498 d;124 489,d;12  H3  H=2
4 1978 1972 : . . H-3 H-2

5 1652 1618 12,6 12,25; 5 .

6 975 954  603d;5 5,97; s H-6 H-8

7 1686 1636 - . - H-8

8 944 963  647;d;5 5,97; s H-8

9 1633 1666 : . . H-8

10 1028 1016 - . - H-3/H-8
1 1287 1282 : . . H-2 H-3"
2 1157 1286 653;dd;8,09 7,15dd;83 H-2/6" H-3 H-2
3 1297 1145 7,23;dd;7  639;dd;83 H-3/5 H-3

4 1590 1574 : . . H-3"

5 1297 1145 7,23;dd;7  639;dd;83 H-3/5 H-3°

6 1157 1286 6,53;dd;8,09 7,15dd;83 H-2'/6" H-2
2" 1641 1638 : . . H-3"

3" 1037 1023 635 . H-3"

4" 1831 1817 - . . H-3"

5" 1619 1606 12,03 13,07; s . H-6"

6° 992 987  640;s 6,23; s H-6"

7 1641 1629 : . . H-6" H-3
8" 1018 1006 : . . H-3  H-2/H6"
9" 1558 1553 - . - H-3
10 1046 1032 - - . H-3"/H-6"
1 1228 1211 : . . H-3"/H5™
2 1148 1134 748;s 742s  H2O

3 1474 1457 : . . H-5™
4" 1514 1498 - - - H5™

5 1165 1162  7,02;d  691;d;81 HS5

6 1194 1194  749s  743,d;80 H-6T  HS5

* = valores expressos em ppm; J = constante de acoplamento, expressa em Hertz (Hz)
; m = multiplicidade; dd = duplo dupleto, d = dupleto, m = multipleto, s = simpleto.
**Qs deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram obtidos pelos mapas de
contorno gHMQC e gHMBC.? Dados da Literatura (Li et al., 2002).
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Comparando-se os valores obtidos no RMN de *H e **C em DMSO-ds com
dados da literatura (Li et al., 2002), temos que estes sdo semelhantes, podendo assim
inferir que o composto natural LEQM-109, isolado do epicarpo de G. brasiliensis, trata-
se do biflavonoide natural conhecido como fukugetina (FIGURA 49).

A estrutura também foi confirmada com a realizag&o de difracdo de RX, do qual
pode-se obter alguns par&metros para sua confirmacdo estrutural. Os pardmetros
geométricos principais da fukugetina com os seus atomos numerados (FIGURA 58) foram
determinados com o emprego dos programas ORTEP-3 e Mercury. Os anéis I-A, I-C,
I1-A", 11-B"e 11-C e seus respectivos vizinhos sdo, como esperados, planares. O anel I-B
apresenta uma conformacdo de envelope com o &tomo C1. A subunidade da molécula,
considerando somente os atomos dos anéis A, B'e C" é quase planar. Entdo ha trés
subunidades da molécula que podem ser consideradas individualmente quase planar; a
subunidade 1 contendo o0s atomos presentes nos anéis I-A e I-B; a subunidade 2
contendo o anel I-C e a subunidade 3 contendo os &tomos presentes nos anéis 1-A’, I-
B'e I-C’. Outra importante informacéo relevante das analises cristalograficas de raio-X
é a presenca de duas aguas de cristalizacdo e uma molécula de metanol na estrutura do
cristal (FIGURA 59). Desde entdo nédo foi possivel determinar a estrutura absoluta por
difracdo de radiografia usando radiacdo de MoK para estruturas contendo somente
atomos leves como na fukugetina, a esterioquimica dos carbonos C1 e C2 ndo pode ser

atribuida as analises cristalograficas.
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FIGURA 58 - Visdo da fukugetina (ORTEP) LEQM-109que mostra 0 atomo rotulando arbitrario.
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FIGURA 59 - Visdo da fukugetina (MERCURY) LEQM-109 e as moléculas de solvente da unidade
assimétrica.

6.1.7 Derivado semissintético: 7,4°,7 °,3 4 " -penta-O-acetil-fukugetina (LEQM-
110)

Para obtencdo do derivado LEQM-110 foi realizado a reacdo da fukugetina
LFOM-109 e anidrido acético em presenca de dimetilaminopiridina (4-DMAP)
(FIGURA 55). O produto obtido resultou em um sélido amarelo e apresentou rendimento
médio de 53%. Sua proposta estrutural foi baseada em dados de RMN de *H e *C,
COSY, gHMBC e gHMQC (SILVERSTEIN et al., 2006).
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FIGURA 60 - Reacdo de obtencdo do derivado LEQM-110

O espectro de absorcdo na regido do IV (FIGURA 61) da LEQM-110 evidenciou
banda 2935 cm™ referente & deformagao axial de Csp®-H do anel aromético, 1770 cm™
banda caracteristica de ésteres que é bastante intensa referindo-se a deformacéao axial de
C=0 no qual a constante de forca da ligacdo carbonila é aumentada pela tendéncia do
atomo de oxigénio adjacente de atrair elétrons (efeito indutivo). 1645 e 1614 cm™

deformacéo axial de C=C arématico, 1504 cm™ deformacéo axial da ligagdo C=C do
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anel, 1425 cm™ de deformagdo axial assimétrica CH3, 1369 cm™ deformacio axial
simétrica CHs, 1259 cm™ deformacdo axial de C(=0)-O de acetato, 1193 cm™
deformacéo axial assimétrica de O-C=C e em 846 cm™ deformacéo angular fora do
plano (DAFP) de C-H do anel aromatico (SILVERSTEIN et al., 2006).
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FIGURA 61- Espectro no IV (KBr) para o composto LEQM-110

Os espectros no ultravioleta (UV) do LEQM-110 (FIGURAS 62 e 63) mostraram
bandas com absor¢des com Ama (log e{cm™. L.mol™}) em 202 nm (6,56), 262 nm
(6,09) e 302 nm (5,98). A adicdo de solucdo de AICI; a solugdo provocou um
deslocamento batocrdémico, com absorgdes com Amsx (l0g S{Cm'l.L.moI'l}) em 200 nm
(6,58), 262 nm (6,07) e 302 nm (6,00), o que sugere a existéncia de hidroxilas em orto
e/ou grupos quelatogénicos. A adicdo de solugdo de HCI ndo restaurou a banda para seu
estado inicial, com absor¢des com Amsx (I0g efcm™.L.mol™}) em 200 nm (6,58), 262 nm
(6,07) e 283 nm (5,98), porem ficou semelhante a curva com o aditivo AICl;
confirmando assim presenca de grupos quelatogénicos. Com a adi¢do de NaOAc ndo foi
observado um desvio batocrémico, com absor¢des com Ams (log efcm™.L.mol™}) em
215 nm (6,58) e 263 nm (6,18), sugerindo que as hidroxila acidas (C-7 e C-7") foram
substituidas pelos os grupamentos acetila. Na presenca de NaOAc/H3;BO3; ndo observou

novamente desvio batocrébmico em relacdo a solugédo inicial sem aditivos, com
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absor¢des com Ama (Iog e{cm™.L.mol™}) em 263 nm (6,17) e 497 nm (6,58), indicando
que o grupo orto-diidroxi no anel B encontra-se substituido pelo mesmo grupamento
(MABRY, 1970).
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FIGURA 62 — Espectro no ultravioleta de LEQM-110. Curva de cor preta (LEQM-110 + EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-110+FtOH+AICIs); Curva de cor vermelha (LEQM-110+EtOH+AICI;+HCI).
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FIGURA 63 — Espectro no ultravioleta de LEQIM-110. Curva de cor preta (LEQM-110 +EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-110+ EtOH+NaOAc); Curva de cor vermelha (LEQM-110+FtOH+NaOAc+H;BO3).

Para confirmagdo da massa molecular do composto LEQM-110 foi obtido um
perfil através das andlises de espectrometria de massas em sistema MALDI-TOF. O
espectrograma (FIGURA 64) apresentou um pico com relacdo massa e carga (m/z) de
767,20, o qual é massa do composto LEQM-110 acrescido de um ion hidrogénio.
Confirmada a massa molecular do composto LEQM-110, iniciou-se sua caracterizagcdo

estrutural.
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FIGURA 64 - Espectrograma de massa do composto LEQM-110 em sistema MALDI-TOF modo linear,
faixa de 200 a 2000 m/z.

O espectro de RMN de *H (FIGURA 65 - TABELA 6) para LEQM-110, obtido em
CDCls, apresentou sinais compativeis para um biflavonoide. Com base nesse espectro
foi possivel verificar a presenca de sinais do biflavonoide fukugetina LEQM-109
(TABELA 5, p. 110), no qual foi submetido a modificacGes estruturais, além do sinal dos
grupamentos acetila.

A regido entre ¢ 2,0-3,0 ppm, apresentou sinais simples (singletos) em ¢ 2,28
ppm (H-12), 6 2,33 ppm (H-8), ¢ 2,31 ppm (H-127"), 6 2,34 ppm (H-8 ) e em ¢ 2,31
ppm (H-10").
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FIGURA 65 - Espectro de RMN de "H a 400 MHz para o composto LEQM-110 (CDCly).

No experimento de COSY(FIGURA 66), observou-se acoplamentos entre H-
2—H-3 (6 5,78 ppm — ¢ 4,79 ppm) confirmando o padrdo de centros estereogénicos
para o anel I-C evidenciado no espectro de RMN de *H. Da mesma forma observou-se a
correlacdo entre H-2'/6'— H-3'/5" (6 7,12 ppm — ¢ 6,77 ppm), confirmando o padréo
4°-O-(acetil) para o anel I-B que também foi evidenciado no espectro de RMN de H.
Os protons dos grupamentos acetila ndo correlacionam-se fortemente devido os mesmos

ndo encontrarem-se em acoplamento.
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FIGURA 66 - Mapa de contornos COSY a 400 MHz para LEQM-110 (CDCIs).

O mapa de contornos gHMQC (FIGURA 67 — TABELA 6) mostrou correlagdes do
biflavonoide fukugetina LEQM-109 como j& citado anteriormente (p. 108) e as
correlagdes referentes ao grupamento acetila inserido em sua estrutura. Assim, as
correlagdes referentes ao grupamento foram: H-12 (6 2,28 ppm) e C-12 (¢ 20,8 ppm)
que sdo semelhantes aos demais grupamentos do composto H-8" (¢ 2,3 ppm) e C-8" (6
20,2 ppm), H-12"" (6 2,3 ppm) e C-12" (0 21,4 ppm), H-8""" (6 2,3 ppm) e C-8 " (6
20,8 ppm), além de H-10""" (2,3 ppm) e C-10""" (6 21,6 ppm).
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FIGURA 67 - Espectro de gHMQC a 400 MHz para LEQM-110 (CDCls).

Com o mapa de contornos gHMBC (FIGURA 68) foi possivel estabelecer as
correlagdes existentes do biflavonoide fukugetina LEQM-109 (p. 109) e as correlacdes
do grupamento acetila. As correlacdes para o grupamento foram: H-12 (6 2,28 ppm) e
C-11 (6 168,8 ppm) que sdo semelhantes aos demais grupamentos do composto H-8" (o
2,33 ppm) e C-7" (0 169,1 ppm), H-12"" (6 2,31 ppm) e C-11"" (¢ 168,4 ppm), H-8""" (0
2,34 ppm) e C-7""" (6 168,8 ppm), além de H-10""" (6 2,31 ppm) e C-9"" (6 168,3 ppm).

Todas as correla¢des foram 2Jhc.
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FIGURA 68 - Espectro de gHMBC a 400 MHz para LEQM-110 (CDCly).

TABELA 6 - Dados de RMN de *H e *C para LEQM-110 (CDCl,, 400 e 100 MHz)

- - - gHMQC gHMBC
Posicao 0**c 0*y, m,J ({Icn) (2Jc)

2 81,5 5,56; d; 12

3 46,4 4,82; d; 12

4 195,9

5 167,9 9,96; s

6 108,7 6,51; d; 4

7 168,7

8 100,3 6,08; s

9 160,6 -

10 114,4 -

11 168,8 - H-12

12 20,8 2,28; s H-12

1 137,7 -

2 128,3 6,85; dd; 8

3 1215 7,03; dd; 8

4 147,8 -

5 121,5 7,03; dd; 8

6 128,3 6,85; dd; 8

7 169,1 - H-8

8 20,2 2,33; s H-8
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. o N gHMQC gHMBC
POSIQaO 0**¢c o*y, m, J (1JCH) (ZJCH)
2" 163,6 -
3 103,6 6,66; s
4 1849 -
5" 156,1 9,96; s
6 109,1 6,62; s
7 159,3 -
8" 108,7 -
9" 161,7 -
10 111,8 -
11 163,4 - H-12
12 214 2,31; s H-12"
1 127,3 -
2 123,4 7,72;s
3 1447 -
4 145,3 -
5 126,7 7,62;d;8
6 127,3 7,73;d; 8
7 168,8 - H-8
8 20,8 2,34;s H-8
9 168,3 - H-10"
10 21,6 2,31;s H-10"

* = valores expressos em ppm; J = constante de acoplamento, expressa em Hertz (Hz)
; m = multiplicidade; dd = duplo dupleto, d = dupleto, m = multipleto, s = simpleto.
**Qs deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram obtidos pelos mapas de

contorno gHMQC e gHMBC.

6.1.8 Derivado semissintético: 7,4°,7 °,3" " ,4 -penta-O-metil-fukugetina (LFQM-

111)

Para obtencdo do derivado LEQM-111 foi realizado a reacdo de fukugetina
LFOM-109 e sulfato de dimetila em presenca de carbonato de potassio (FIGURA 69). O

produto obtido resultou em um sélido amarelo e apresentou rendimento médio de 27%.

O derivado apresentou caracteristicas de flavondide quando analisada por CCD e

revelada sob luz ultravioleta e com solucdo sulfo-vanilinica. Sua proposta estrutural foi
baseada em dados de RMN de *H e *C, COSY, gHMBC e gHMQC (SILVERSTEIN, et

al., 2006).
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FIGURA 69 - Reacéo de obtencdo do derivado LEQM-111

O espectro de absorcdo na regido do 1V (FIGURA 70) da LEQM-111 evidenciou
a natureza aromatica do composto pelas bandas de absorcdo em 3454 cm™ caracteristica
do grupo hidroxila com uma banda larga; 2962, 2929 e 2839 cm™ referente a
deformacéo axial da metila. 1645 cm™ referente deformacéo axial de C=0, 1612 e 1591
cm™ deformacéo axial da ligacdo C=C do anel, 1498-1440 cm™ de deformacéo axial
assimétrica CHa, 1375-1327 cm™ deformacdo axial simétrica CHz e em 823-744 cm?

deformacéo angular fora do plano (DAFP) de C-H do anel aromatico.

20
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FIGURA 70 - Espectro no IV (KBr) para o composto LEQM-111
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Os espectros no ultravioleta (UV) do LEQM-111 (FIGURAS 71 e 72) mostraram
bandas com absor¢des com Ama (log e{cm™.L.mol™}) em 229 nm (6,42), 252 nm (6,02)
e 286 nm (6,20). A adicdo de solucdo de AICI; a solucdo provocou um deslocamento
batocrémico, com absor¢des com Amax (I0g efcm™.L.mol™}) em 227 nm (6,49), 284 nm
(6,25) e 346 nm (5,96), 0 que sugere a existéncia de hidroxilas em orto e/ou grupos
quelatogénicos. A adicdo de solucdo de HCI ndo restaurou a banda para seu estado
inicial, com absor¢des com Amax (Iog e{cm™.L.mol™}) em 226 nm (6,49), 283 nm (6,25)
e 346 nm (5,96), porém ficou semelhante a curva com o aditivo AICl; confirmando
assim presenca de grupos quelatogénicos. Com a adicdo de NaOAc néo foi observado
um desvio batocrémico, com absor¢des com Amsx (log efcm™.L.mol™}) em 229 nm
(6,49), 285 nm (6,22) e 340 nm (5,96), sugerindo que as hidroxila acidas (C-7 e C-7°)
foram substituidas pelos grupamentos metila. Na presenca de NaOAc/H3;BO3; nédo
observou novamente desvio batocromico em relagdo a solucéo inicial sem aditivos, com
absor¢des com Amax (log e{cm™.L.mol™}) em 228 nm (6,48), 285 nm (6,20) e 339 nm
(5,95), indicando que o grupo orto-diidroxi no anel B encontra-se substituido pelo

mesmo grupamento ja supracitado.
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FIGURA 71 — Espectro no ultravioleta de LEQM-111. Curva de cor preta (LEQM-111 + EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-111+ EtOH+AICI3); Curva de cor vermelha (LEQM-111+ EtOH+AICI;+HCI).
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FIGURA 72 — Espectro no ultravioleta de LEQM-111. Curva de cor preta (LEQM-111 + EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-111+ EtOH+NaOAc); Curva de cor vermelha (LEQM-111+
EtOH+NaOAc+H;BO3).

Para confirmacgdo da massa molecular do composto LEQM-111 foi obtido um
perfil através das analises de espectrometria de massas em sistema MALDI-TOF. O
espectrograma (FIGURA 73) apresentou um pico com relacdo massa e carga (m/z) de
627,30, o qual é massa do composto LEQM-111 acrescido de um ion hidrogénio.
Confirmada a massa molecular do composto LEFOM-111, inicializou-se sua

caracterizacgéo estrutural.
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FIGURA 73 - Espectrograma de massa do composto LEQM-111 em sistema MALDI-TOF modo linear,

faixa de 200 a 2000 m/z.

O espectro de RMN de *H (FIGURA 74 — TABELA 7) para LEQM-111, obtido em
CDClg3, apresentou sinais compativeis para um biflavonoide. Com base nesse espectro
foi possivel verificar a presenca de sinais do biflavonoide fukugetina LEQM-109
(TABELA 5, p. 110), 0 qual foi submetido a modificagdes estruturais. Além dos sinais dos
grupamentos metila.

A regido entre ¢ 3,0-4,0 ppm, apresentou sinais simples (singletos) em ¢ 3,75
ppm (H-77), 0 3,64 ppm (H-11), 6 3,77 ppm (H-11""), 6 3,82 ppm (H-7""") e em ¢ 3,87
ppm (H-8").
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FIGURA 74 - Espectro de RMN de "H a 400 MHz para LEQM-111 (CDCly).

No experimento de COSY (FIGURA 75), observou-se acoplamentos entre H-
2—H-3 (0 5,78 ppm — ¢ 4,79 ppm) confirmando o padrdo de centros estereogénicos
para o anel I-C evidenciado no espectro de RMN de *H. Da mesma forma observou-se a
correlagédo entre H-2'/6'— H-3'/5" (6 7,12 ppm — ¢ 6,77 ppm), confirmando o padréo
4°-O-(metil) para o anel I-B que também foi evidenciado no espectro de RMN de *H. Os
prétons dos grupamentos metila ndo se correlacionam fortemente, devido 0os mesmos

ndo encontrarem-se em acoplamento.
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FIGURA 75 - Mapa de contornos COSY a 400 MHz do composto LEQM-111 (CDCly).

O mapa de contornos gHMQC (FIGURA 76 — TABELA 7) mostrou correlagdes do
biflavonoide fukugetina LEQM-109 como ja citado anteriormente (p. 108) e as
correlagcdes referentes ao grupamento metila inserido em sua estrutura. Assim, as
correlagBes referentes ao grupamento foram: H-7" (6 3,75 ppm) e C-7" (6 55,2 ppm)
que sdo semelhantes para os demais grupamentos do composto H-11 (6 3,64 ppm) e C-
11 (0 55,8 ppm), H-11"" (6 3,77 ppm) e C-11"" (6 55,0 ppm), H-7""" (6 3,82 ppm) e C-
7" (6 55,4 ppm), H-8""" (6 3,87 ppm) e C-8" " (0 55,9 ppm).
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FIGURA 76 — Mapa de contornos gHMQC a 400 MHz para LEQM-111 em (CDCls).

O mapa de contornos gHMBC (FIGURA 77) foi possivel estabelecer as
correlagdes existentes do biflavonoide fukugetina LEQM-109 (p. 109) e as correlagdes
do grupamento metila. As correlacbes para o grupamento observadas no gHMBC
foram: H-11 (6 3,64 ppm) com C-7 (¢ 167,9 ppm), H-7" (6 3,75 ppm) com C-4'- (6
159,3), H-11"" (6 3,77 ppm) com C-7"" (¢ 164,8), H-7""" (¢ 3,82 ppm) com C-3"" (o
161,4), H-8""" (9 3,87 ppm) com C-4>> (6 162,2). Todos com correlacdes *Jy.c.
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FIGURA 77 — Mapa de contornos gHMBC a 400 MHz para LEQM-111 em (CDCly).

TABELA 7: Dados de RMN de *H e **C para LEQM-111(CDCl,, 400 e 100 MHz)

. HMQC HMBC
Posicao o*c o*n,m,J g(lJCH) g(3JCH)

2 81,7 5,78; d; 12

3 54,9 4,79; d; 12

4 189,9 -

5 158,1 12,28

6 95,0 6,17;d; 4

7 167,9 - H-11

8 94,3 6,12; s

9 167,7 -

10 109,8 -

11 55,8 3,64 H-11

1 132,8 -

2 128,3 7,12; dd; 8

3 113,6 6,77; dd; 8

4 159,3 - H-7°

5 113,6 6,77; dd; 8

6 128,3 7,12; dd; 8 H-7°

7 55,2 3,75

2" 164,2 -
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_— HMQC HMBC

Posicao o*c o*n, m, J g (1 Jen) 9 (3 Jen)

3 113,4 6,8; s

4 175,9 -

5" 149,2 12,14

6" 91,6 6,42; s

7 164,8 - H-11"

8" 104,4 -

9" 108,8 -

10~ 105,1 -

11 165,0 3,77 H-11"

1 1215 -

2 1144 7,4;s

3 161,4 - H-7

4 162,2 - H-8

5 110,9 7,02;d; 8

6 120,3 7,41;d; 12

7 148,1 3,82 H-7""

8" 55,9 3,87 H-8

0* = valores expressos em ppm; J = constante de acoplamento, expressa em Hertz (Hz)
; m = multiplicidade; dd = duplo dupleto, d = dupleto, m = multipleto, s = simpleto.
**Qs deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram obtidos pelos mapas de
contorno gHMQC e gHMBC.

6.1.9 Derivado semissintético: 7,4°,7 7,3 ,4 " -penta-O-butanoil-fukugetina
(LEQM-112)

Para obtencdo do derivado LEQM-112 foi realizado a reacdo de fukugetina
LFOM-109 e cloreto de butanoila (C4H;CIO) em presenca de carbonato de potassio
(FIGURA 78). O produto obtido resultou em um sélido amarelo e apresentou rendimento
médio de 69%. Sua proposta estrutural foi baseada em dados de RMN de *H e *C,
COSY, gHMBC e gHMQC (SILVERSTEIN, et al., 2006).
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FIGURA 78 - Reagdo de obtencédo do derivado LEQM-112

O espectro de absorcao na regido do 1V (FIGURA 79) da LEQM-112 evidenciou
a natureza aromatica do composto no qual os hidrogénios fendlicos sdo quelados pela
carbonila na posicdo peri o que gera banda fraca entre 3300 — 3400 cm™; observou-se
bandas de absorcdo entre 3091 cm™ caracteristica de deformacdo axial de C-H
aromatico; 2964, 2929 e 2875 cm™ referente & deformacdo axial de Csp®-H do anel
aromatico, banda de absorcdo intensa em 1770 cm™ referente a deformacéo axial de
C=0, a frequéncia é mais elevada do que em ésteres normais devido a conjugacéo do
grupo fenila com o oxigénio do grupo substituinte; 1689 cm™ deformacdo axial de
C=0, 1616 cm™ deformacéo axial da ligacdo C=C do anel, 1426 cm™ de deformacdo
axial assimétrica CHs, 1363 cm™ deformacdo axial simétrica CHs, 1257 cm™
deformacao axial de C(=0)-O de butila, 1126 cm™ deformacao axial assimétrica de O-
C=C e em 842 cm™ deformacdo angular fora do plano (DAFP) de C-H do anel

aromatico.



132

T LB B I e L B e e B B B B LI B B e e B
300 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 G500 400

FIGURA 79 - Espectro no 1V (KBr) para o composto LEQM-112.

O espectro no ultravioleta (UV) do LEQM-112 (FIGURAS 80 e 81) mostrou
bandas com absor¢des com Ams(log e{cm™.L.mol™}) em 204 nm (5,86), 224 nm (5,95),
277 nm (5,71) e 328 nm (5,28). A adicdo de solugdo de AICI; a solucdo provocou um
deslocamento batocromico, com absor¢des com Amax(log efcm™.L.mol™}) em 206 nm
(5,98), 224 nm (6,09), 281 nm (5,76) e 331 nm (5,40), 0 que sugere a existéncia de
hidroxilas em orto e/ou grupos quelatogénicos. A adicdo de solucdo de HCI néo
restaurou a banda para seu estado inicial, com absorgdes com Ams(log e{cm™.L.mol™})
em 204 nm (6,05), 225 nm (6,11), 281 nm (5,76) e 331 nm (5,39), porém ficou
semelhante a curva com o aditivo AICIl; confirmando assim presenca de grupos
quelatogénicos. Com a adi¢cdo de NaOAc ndo foi observado um desvio batocrémico,
com absor¢des com Ams(log efcm™.L.mol™}) em 206 nm (5,94), 223 nm (6,00), 276
nm (5,72) e 330 nm (5,32), sugerindo que as hidroxila acidas (C-7 e C-7°) foram
substituidas pelos grupamentos butanoila. Na presenga de NaOAc/H3;BO3 ndo observou
novamente desvio batocrébmico em relacdo a solucdo inicial sem aditivos, com
absor¢des com Amsx(log efecm™.L.mol™}) em 205 nm (6,03), 224 nm (6,08), 275 nm
(5,75) e 332 nm (5,29), indicando que o grupo orto-diidroxi no anel B encontra-se

substituido pelo mesmo grupamento j& supracitado.
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FIGURA 80 — Espectro no ultravioleta de LEQM-112. Curva de cor preta (LEQM-112+ EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-112+ EtOH+AICI3); Curva de cor vermelha (LEQM-112+ EtOH+AICI;+HCI).
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FIGURA 81 — Espectro no ultravioleta de LEQM-112. Curva de cor preta (LEQM-112 + EtOH); Curva
de cor azul (LEQM-112+EtOH+NaOAc); Curva de cor vermelha (LEQM-112+ EtOH+NaOAc+H;BO3).
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Para confirmacdo da massa molecular do composto LEQM-112 foi obtido um
perfil através das analises de espectrometria de massas em sistema MALDI-TOF. O
espectrograma (FIGURA 82) apresentou um pico com relacdo massa e carga (m/z) de
907,25, o qual é massa do composto LEQM-112 acrescido de um ion hidrogénio.
Confirmada a massa molecular do composto LEQM-112, iniciou-Se sua caracterizagdo

estrutural.

[LFQM-112 + H]

FIGURA 82 - Espectrograma de massa do composto LEQM-112 em sistema MALDI-TOF modo linear,
faixa de 200 a 2000 m/z.

O espectro de RMN de *H (FIGURA 83 - TABELA 8) para LEQM-112, obtido em
CDCls, apresentou sinais compativeis para um biflavonoide. Com base nesse espectro
foi possivel verificar a presenca de sinais do biflavonoide LEQM-109 (TABELA 5, p.
110), no qual foi submetido a modificagdes estruturais. Além dos sinais dos
grupamentos butanoila.

A regido entre 6 0,5-3,0 ppm, apresentou sinais triplos (tripleto) referente a
metilas (-CH3) terminal em 6 0,89 ppm (H-10", H-14"", H-10""e H-14"") e em ¢ 0,84
ppm (H-14). Sinais sextos (sextetos) referente a carbonos metilinicos (-CH,) em ¢ 1,61
ppm (H-9" e H-97), ¢ 1,71 ppm (H-13), 6 1,56 ppm (H-13"") e 6 1,58 ppm (H-13"").
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Sinais triplos (tripleto) referente a carbonos metilénicos (-CH,) préximos a carbonila do
grupamento butanoila em ¢ 2,25 ppm (H-12), 6 2,48 ppm (H-8" e H-8"), 6 2,24 ppm
(H-1277, e H-12"™).

. . . . . . . . . . . . . . . . . .
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0
f1 (ppm)

FIGURA 83 - Espectro de RMN de"Ha 500 MHz para LEQM-112 (CDCl).

O espectro de RMN de *3C forneceu 50 sinais (FIGURA 84 — TABELA 8). Trinta
destes sinais foram atribuidos aos carbonos do biflavonoide fukugetina LEQM-109
(TABELA 5, p. 110) e 0s vinte restantes aos carbonos das cinco unidades de butanoila.
Sinais observados entre 6 158-172 ppm referente a carbonila de éster (C-11, C-7°, C-
1177, C-77" e C-11""") bem como aqueles em ¢ 13,5 ppm referente aos carbonos das
metilas terminal (C-14, C-10°, C-14"", C-10""", C-14""), além de em ¢ 18,3 ppm e §
32,22 ppm referente a carbonos metilénicos (C-13, C-9°, C-13"°, C-9"", C-13") e (C-
12, C-8", C-12°7, C-8"", C-12 ), correspondem aos deslocamentos quimicos para 0s
carbonos do grupo butanoila. De acordo com os valores dos deslocamentos quimicos
dos carbonos C-7, C-4°, C-7°, C-3°"" e C-4", estes apresentam valores em uma
frequéncia mais baixa, portanto, menos desblindado o que confirma que os carbonos C-

7,C-4°,C-7",C-3 e C-4" possuem substituicdes por uma unidade de butanoila que é

possivel de visualizar no espectro.
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FIGURA 84 - Espectro de RMN de *°C a 500 MHz para LEQM-112 (CDCly).

No experimento de COSY (FIGURA 85 — TABELA 8), observou-se acoplamentos
entre H-2—H-3 (0 5,21 ppm — o 4,57 ppm) confirmando o padrdo de centros
estereogénicos para o anel I-C evidenciado no espectro de RMN de ‘H. Da mesma
forma observou-se a correlacdo entre H-2'/6'— H-3°/5" (6 6,71 ppm — ¢ 6,11 ppm),
confirmando o padrdo 4 -O-(butanoila) para o anel 1-B que também foi evidenciado no
espectro de RMN de 'H. Os prétons dos grupamentos butanoila correlacionam-se
fortemente como os acoplamentos entre H-13 — H-12 (6 1,71 ppm — ¢ 2,25ppm) e H-
13 —» H-14 (0 1,71 ppm — ¢ 0,89 ppm), que sdo semelhantes para os demais
grupamento do composto (C-9° — C-8 e C-8° — C-7°), (C-13"" - C-12 e C-13"" —
C-147), (C-8" - C9 7 e C9" - C-10) e (C-137" — C-1277e C-14"— C-
13,
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FIGURA 85 - Mapa de contornos COSY do composto LEQM-112 (CDCls).

O mapa de contornos gHMQC (FIGURA 86 — TABELA 8) mostrou correlagdes do
biflavonoide LEQM-109 como ja citado anteriormente (p. 108) e as correlagdes
referentes ao grupamento butanoila inserido em sua estrutura. Assim, as correlages
referentes ao grupamento foram: H-14 (¢ 0,84 ppm) e C-14 (6 13,5 ppm), H-13 (6 1,7
ppm) e C-13 (6 18,8 ppm), H-12 (6 2,50 ppm) e C-12 (0 36,3 ppm) que sdo semelhantes
para 0s demais grupamentos do composto H-10" (6 0,89 ppm) e C-10" (¢ 13,5 ppm), H-
9" (01,61 ppm) e C-9" (0 18,3 ppm), H-8" (0 2,48 ppm) e C-8" (4 36,2 ppm), H-14""(6
0,89 ppm) e C-14""(¢ 13,5 ppm), H-13""(0 1,56 ppm) e C-13 (6 18,3 ppm), H-12""(6
2,24 ppm) e C-12" (¢ 36,2 ppm), H-10"""(6 0,89 ppm) e C-10"""(6 13,5 ppm), H-9" (6
1,61 ppm) e C-9" (o 18,3 ppm), H-8 (6 2,48 ppm) e C-8 (¢ 36,2 ppm), H-14"""(o
0,89 ppm) e C-14"""(0 13,5 ppm), H-13"""(5 1,58 ppm) e C-13""" (0 18,3 ppm), H-12" (o
2,24 ppm) e C-12"""(0 36,3 ppm).
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FIGURA 86 — Mapa de contornos gHMQC a 500 MHz para LEQM-112 (CDCl,).

Com o mapa de contornos gHMBC (FIGURA 87 — TABELA 8) foi possivel
estabelecer as correlagdes existentes do biflavonoide LEQM-109 (p. 109) e as
correlagcdes do grupamento butanoila. As correlaces para o0 grupamento observadas no
gHMBC foram: H-14 (6 0,84 ppm) e C-13 (¢ 18,8 ppm), H-13 (1,56 ppm) com C-14 (6
13,5 ppm) e C-12 (¢ 36,3 ppm), H-12 (6 2,25 ppm) com C-13 (¢ 18,8 ppm)e C-11 (¢
158,8 ppm) todos com 2Jy.c. H-14 (50,84 ppm) e C-12 (5 36,3 ppm), H-13(5 1,56 ppm)
e C-11 (6 158,8 ppm), H-12 (5 2,25 ppm) e C-14 (5 13,5 ppm) todos com 3Ju.c.
CorrelagGes entre H-10"(0 0,89 ppm) e C-9" (¢ 18,3 ppm), H-9" (1,61 ppm) com C-8" (0
36,2 ppm) e C-10" (6 13,5 ppm), H-8"(6 2,25 ppm) com C-7" (¢ 158,8 ppm)e C-9" (o
18,3 ppm) todos com 2Jy.c. H-10" (6 0,89 ppm) e C-8" (d 36,2 ppm), H-9°(5 1,61 ppm) e
C-7° (5 158,8 ppm), H-8" (6 2,25 ppm) e C-10" (5 13,5 ppm) todos com 3J..c.
CorrelagGes entre H-14""(5 0,89 ppm) e C-13" (¢ 18,3 ppm), H-13"" (1,56 ppm) com C-
14" (0 13,5 ppm) e C-12" (0 36,2 ppm), H-12" (6 2,24 ppm) com C-11"" (¢ 170,7 ppm)
e C-13" (6 18,3 ppm) todos com *Jy.c. H-14"" (5 0,89 ppm) e C-12"" (5 36,2 ppm), H-
137°(0 1,56 ppm) e C-11"" (0 170,7 ppm), H-12"" (6 2,24 ppm) e C-14"" (6 13,5 ppm)

todos com *Juc.
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FIGURA 87 — Mapa de contornos gHMBC a 500 MHz para LEQM-112 (CDCly).

TABELA 8: Dados de RMN de 'H e **C para LEQM-112 (CDCl;, 500 e 125 MHz)

. gHMQC gHMBC
Posn;ao 0**c o*y, m,J (1JCH) (ZJCH) (SJCH)

2 82,1 521;d; 15

3 50,8 4,57;d; 10

4 196,4 -

5 163,8 12,58

6 122,8 6,81;d; 5

7 171,4 -

8 106,6 6,3; s

9 163,9 -

10 107,3 -

11 158,8 - H-12 H-13

12 36,3 2,25;t H-12 H-13/H-12 H-14

13 18,3 1,71; sex H-13 H-14

14 13,5 0,84;t H-14 H-13 H-12
1 134,3 -

2 128,7 6,71; dd; 5

3 1251 6,11; dd; 10

4 150,9 -
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Continuacao

. gHMQC gHMBC
Posicao i " m, J @) @) @)

5 1251 611 dd; 10

. 128,7 6,71: dd: 5

7 158,8 i H-8 H-9

g 36.2 2.48: t H-8" H-9° H-10°

9 18,3 1,61; sex H-9" H-10"/H-8"

10° 135 0,89: t H-10° H-9 H-8
n 170,7 :

3 103,9 7.46: s

2 1025 :

5 156.4 11,87

6" 1056 6.98: s

™ 156,7 :

8" 114.4 i

o 152,9 i

10™ 123.3 i

17" 170,7 i H-12" H-13"
12" 36.2 2.24: 1 H-12° H-A3 Y /H-12" H-14»
13" 18,3 1.56: sex H-13" H-14"

14> 135 0,89: t H-14 H-13" H-12"
1 127.7 :

o 124.4 7.46: s

3 142.3 i

4 138,3 i

5 125,3 7,03: d

6 1275 74:d

7 170,9 i H-8™ H-9™
g 36,2 2.48: t H-g™ H-O Y /H-8™  H-10
o 18,3 1,61; sex H-9™ H-10"

10™ 135 0,89: t H-10" H-9™ H-8
17" 182,6 i H-12" H-13"
12 36,2 2.24: 1 H-12" H-13 H-14"
13" 18,3 1,58; sex HA3S HA14™YH-12»

14 135 0,89: t H-14" H-13 H-12"

o0* = valores expressos em ppm; J = constante de acoplamento, expressa em Hertz (Hz);
m = multiplicidade; dd = duplo dupleto, d = dupleto, m = multipleto, s = simpleto. **Os
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram obtidos pelos mapas de contorno

gHMQC e gHMBC.
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AN

6.1.10 Derivado semissintético: 7,4°,7 4
(LFOM-109/A)

-tetra-O-terc-butilcarbonil-fukugetina

FIGURA 88 - Reacéo de obtencédo do derivado LEQM-109/A

Na tentativa de obtencdo do derivado LFQM-109/A foi realizado a reacdo do
composto LEQM-109 e anidrido di-terc-butoxicarbonila (BOC,0) em presenca de 4-
DMAP (FIGURA 84). Entretanto, a anélise por CCD deixou evidente a formacao de mais
de um produto de reacdo com valores de Rf (fator de retencdo) muito proximos, e por
este motivo ndo foi possivel a separacdo e obtencéo do produto, (a tentativa se deu por
trés métodos: cromatografia em coluna, CLAE semipreparativa e cromatografia em

camada delgada preparativa).

6.1.11 Derivado semissintético: 7,4°,7 ,4  -tetra-O-butoxil-fukugetina (LEQM-
109/B)

OH  c,HeBr

Acetona K,CO5
3 horas

ta

(o]
FIGURA 89 - Reacéo de obtencdo do derivado LEQM-109/B

Na tentativa de obtencdo do derivado LEQM-109/B foi realizado a reacdo do
composto LEFQM-109 e 1-bromobutano (C4HgBr) em presenca de carbonato de potassio
(FIGURA 85). Entretanto, a anélise por CCD deixou evidente a formacéo de mais de um
produto de reacdo com valores de Rf muito proximos, e por este motivo nao foi possivel
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a separacdo e obtencdo do produto, (a tentativa pelos métodos: cromatografia em

coluna, CLAE semipreparativa e cromatografia em camada delgada preparativa).

6.1.12 Derivado semissintético: 4,4 " -di-O-succinil-fukugetina (LEQM-109/C)

o
OH o
OH
ﬁ&“ HO
5 Acetona © DMAP

ta 2 horas

OH o

OH [¢]

FIGURA 90 - Reacéo de obtencdo do derivado LEQM-109/C

Na tentativa de obtencdo do derivado LEQM-109/C foi realizado a reacdo do
composto LEQM-109 e anidrido succinico em presenca de 4-DMAP (FIGURA 86).
Entretanto, a anélise por CCD deixou evidente a formacdo de mais de um produto de
reacdo com valores de Rf muito préximos, e por este motivo ndo foi possivel a
separacao e obtencdo do produto, (a tentativa pelos métodos: cromatografia em coluna e

cromatografia em camada delgada preparativa).
6.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE

Foram realizados ensaios antioxidantes in vitro empregando as técnicas de
avaliacdo do poder sequestrante de radicais DPPH e avaliagdo do poder redutor dos
constituintes quimicos. Os resultados foram expressos em valores de CEsq (ug.L™) para
a capacidade sequestrante e em percentual de inibicdo méaxima para o poder redutor. Os
derivados semissintéticos obtidos a partir do biflavonoide LEQM-109 foram
comparados com os dados obtidos para os antioxidantes de referéncia, acido ascdrbico
(AA) e butilhidroxitolueno (BHT). Estes valores de CEs (ug.L™) foram comparados
estatisticamente ao nivel de significancia de 5% utilizando uma analise de variancia
(ANOVA).

A realizacdo de ensaios antiparasitarios nos quais os resultados expressos em
valores de Clsg (urnol.L'l) para os derivados semissintéticos obtidos a partir do
biflavonoide LEQM-109 e para os dois compostos biflavonicos glicosilados (LEQM-
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107 e LEQM-108) (TABELA 9), foram comparados com os dados obtidos com o
farmaco de referéncia pentamidina. Estes valores de Clso (umol.L™*) foram comparados
estatisticamente ao nivel de significancia de 5% utilizando uma analise de variancia
(ANOVA). Os compostos foram testados in vitro contra as formas extracelulares e
intracelulares (promastigota e amastigota) de L. amazonensis e em macréfagos que
determinam a atividade seletiva sobre o parasita (citotoxicidade), além de também ser
avaliada a atividade em lisados de L. amazonensis (TABELA 12) em pHs 5 e 8, que
simulam situacdo mais proxima do ambiente do parasita e nas isoformas enzimaticas r-
CPB3 e r-CPB2.8 de L. mexicana.

Os ensaios enzimaticos tiveram seus resultados comparados com inibidores
classicos: E-64  (Trans-Epoxisuccinil-L-Leucilamida(4-guanidino)-butano)  para

papaina, TLCK (tosila-L-lisina clorometil cetona) para tripsina.

NH,

(0]
COOH

| , o

A | |

w0, NH /\/\
O\\ i o] ( NH NH NH,
NH ‘
d 0 CH,
CHy
E64

TLCK

FIGURA 91 — Estruturas dos inibidores classicos: TLCK (tosila-L-lisina clorometil cetona) e E-64
(Trans-Epoxisuccinil-L-Leucilamida(4-guanidino)-butano)

6.2.1 Atividade Antioxidante

A atividade sequestrante de radicais pelo método de DPPH" é considerada um
método classico, simples e rapido de avaliacdo da atividade antioxidante e esta baseado
na reducdo do radical DPPH" (roxo) na hidrazina (amarelo) correspondente (Glilgin et
al., 2005), o que é identificado pelo decréscimo na absorbancia determinada
espectrofotometricamente em A = 515-528 nm. J& 0 método de poder redutor é baseado
na reducédo de Fe** do ferricianeto de potassio a Fe?*, que é identificado pela formagao
um complexo azul. Quanto maior o poder redutor, maior a concentracdo do complexo

formado, consequentemente, maior sera a absorbancia determinada em A = 700 nm.
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De acordo com os resultados obtidos, expressos em CEsp (ug/mL) da capacidade
sequestrante de radicais livres — DPPH (TABELA 9) e em percentual da absorbancia do
Poder Redutor dos Constituintes Quimicos (FIGURA 92 — TABELA 9), tem-se que 0S
derivados LEQM-110, LEQM-111 e LEQM-112 tiveram menores atividades
antioxidantes comparados ao composto de partida LEQM-109 e aos antioxidantes de
referéncia, AA e BHT. Esta menor atividade esta associada & reducdo do numero de
hidroxilas fendlicas disponiveis quando comparadas a LEQM-109, j& que estas foram
substituidas por grupamentos lipofilicos que reduzem a atividade, no entanto confere
maior apolaridade que facilita sua permeabilidade em membranas celulares. Dentre os
derivados semissintéticos propostos 0 que apresentou maior atividade sequestrante de
radicais livres — DPPH foi o derivado LEQM-111 (CEso = 37,07 pg.mL™), seguido dos
derivados LEQM-110 (CEso = 77,18 pg.mL™) e LEQM-112 (CEso > 400 pg.mL™).
Sendo que o derivado LEQM-111 foi 2,1 e 10,8 vezes mais ativo que 0s derivados
LFOM-110 e LEQM-112, respectivamente. Entre os compostos naturais verificou-se
que o composto LEQM-109 (CEsy = 12,25 pg.mL™) apresentou melhor atividade
quando comparado aos compostos LEQM-107 (CEso = 26,08 pg.mL™) e LEQM-108
(CEso = 24,49 pug.mL™). No entanto esses compostos naturais ndo foram superiores na
atividade do padrdo AA (CEsp = 5,51 pg.mL™) e, portanto superiores a0 BHT (CEsg =
47,02 pg.mL™).

Ja na avaliacdo do poder de reducdo dos constituintes quimicos, comparando-se
0 composto protétipo e derivados semissintéticos o que apresentou maior atividade
expresso em absorbancia considerando-se a maior concentragdo (400 pg.mL™), foi o
composto natural LEQM-109 com 0,71 de absorbancia, seguido dos compostos
LFOM-111 com 0,477, LEQM-110 com 0,43 e LEQOM-112 com 0,38. Sendo que o
derivado LEOM-111 foi 1,11 e 1,2 vezes mais ativo que os derivados LEQM-110 e
LFOM-112, respectivamente. Entre 0s compostos naturais verificou-se que o composto
LFOM-109 com 0,71 de absorbancia apresentou melhor atividade quando comparado
aos compostos LEQM-108 com 0,41 e LEQM-107 com 0,56. Sendo que o composto
LFOM-109 foi 1,7 vezes menos ativo que o composto LEFQOM-108 e 1,3 vezes mais
ativo que os compostos LEQM-107. Sendo assim, ordenando-se as atividades
antioxidantes do composto natural LEQM-109 e seus derivados tém-se: LEQM-

109> FOM-111>1 FOM-110>LFOM-112.
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Os CEsp dos compostos LEFQM-108, LEQM-109, LEFQOM-110, LFOM-111 e
LFOM-112 foram estatisticamente ao nivel de significancia de 5% significativos

utilizando uma analise de variancia (ANOVA) na capacidade sequestrante de radicais

livres e todos sobre o poder de reducdo dos intermediarios oxidativos. Sendo que esta
significancia foi comparada aos valores de CEs; de 5,51 e 47,02 ug.mL ' de AA e BHT,

controles positivos em relacdo a capacidade sequestrante.

B I [ I [ I [ I [
2 — —]
B 1 —w— LFQM107
E 16 1 —o— LFom108
o C i
IS B 71 —e— LFQM-109
c;s 12 — —
3 L - —@— LFQM110
e L i
<« - -
S 08 J —o— Lromi11
2 L =
2 - 5 —@— LFQM112
04— —
4 —{1— BHT
0 l l
0 100 200 300 400
Concentracao (ug/mL)

FIGURA 92 — Potencial inibitdrio maximo dos compostos LFQM-107/112 e do conhecido antioxidante
BHT pelo teste de poder de reducdo. Os resultados representam a média = D.P de trés experimentos
separados. Absorbancia a 700 nm.

TABELA 9-Atividade antioxidante dos compostos naturais e semissintéticos pelos testes de Sequestro de
Radical DPPH e Poder Redutor.

Capacidade Sequestrante Poder Redutor
CEs (ug/ml)? Absorbancia - [400ug/mL]

LFQM-107 26,08 £ 2,72 0,56 £ 0,19
LFQM-108 24,49 + 1,10* 0,41+0,08
LFQM-109 12,21 + 3,96* 0,71 +0,23
LFQM-110 77,18 + 3,39* 0,43+0,09
LFQM-111 37,07 +0,50* 0,48 +0,12
LFQM-112 > 400* 0,38 £ 0,09

AAP 5,51 + 12,54* -

BHT® 47,02 £1,19* 1,99 +0,70

#Cada valor de CEsq representa a média + desvio padrdo da triplicata determinado pelo software Grafit
5.0.” Padrbes Antioxidantes. *P< 0.05 (ANOVA)
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6.2.2 Testes Antiparasitarios

6.2.2.1 Atividade leishmanicida contra as formas promastigotas e amastigotas de L.(L.)

amazonensis

Os resultados (TABELA 10) mostram os valores de Clsy das trés substancias
sintetizadas (LEQM-110, LFOM-111 e LEQM-112) e dos compostos naturais LEQM-
107, LEQM-108 e LEQM-109 frente as formas promastigotas e amastigotas de L.(L.)
amazonensis. Todos os derivados semissintéticos mostraram alta atividade
leishmanicida contra as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, quando
comparados ao composto LEQM-109, no entanto, inferiores ao padrdo de referéncia,
pentamidina (Clso = 1,29 x 10™ pmol.L'Y). O derivado LEQM-110 (Clso = 0,01pmol.L’
1), apresentou melhor atividade contra as formas promastigotas, com uma atividade de
cerca de 1,28 e 2,74 vezes maior que os derivados LEQM-112 (Clso = 0,02 pmol.L'l,
segundo mais ativo)e LEQM-111 (Clso= 0,04 pmol.L™, terceiro mais ativo),
respectivamente. Os compostos naturais glicosilados LEQM-107 (Clso = 0,05 pmol.L™)
e LEQM-108 (Cls, = 0,04umol.L™?) foram mais ativos (2,71 e 3,12 vezes,
respectivamente) que o composto LEQM-109 (Clsp = 0,14umol.L™), no entanto menos
ativos que o padrao de referéncia, pentamidina.

Nos ensaios da atividade antiamastigotas, todos 0s compostos apresentaram
excelente atividade, pdrem menores que a do medicamento de referéncia pentamidina
(Clsg = 0,02 pmol.L'™"). A melhor atividade leishmanicida contra as formas amastigotas
de L.(L.) amazonensis foi mostrada pelo o derivado LEQM-110 (Clso = 0,04 pmol.L™),
sendo 1,4 e 1,5 vezes mais ativo que o derivado LEQM-112 (Clso = 0,06 pmol.L™,
segundo mais ativo) e LEQM-111 (Cls, = 0,06 pumol.L*, terceiro mais ativo),
respectivamente. Apesar dos compostos LEQM-107 e LEFOM-108 apresentarem
melhor atividade que o LEQM-109, ndo foi realizados ensaios em amastigotas destes
compostos, pois apresentaram menor atividade que a dos derivados (LEQM-110,
LFOM-111 e LEFOM-112). Além disso, pelo o fato de o LEQM-109 ser encontrado em
maior abundancia na espécie G. brasiliesnsis e apresentar em sua estrutura maior
numero de subunidades fenolicas passiveis de sofrerem modificagBes estruturais.

Devido a potente atividade, seletividade, auséncia de toxicidade, e simples
obtencdo, os compostos semissintéticos LEQM-110, LFOM-111 e LEFQM-112, sdo
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fortes candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da

leishamaniose.

TABELA 10 - Atividade do composto natural LEQM-109 e seus derivados contra as formas
promastigotas e amastigota de L.(L.) amazonensis

Promastigotas  Amastigotas® Macrofagos®

Compostos Cly (umolLY) Cle (umoLL") CCs (umol.L") Fator de Seguranca (FS)
LFQM-107 0,05* nd nd nd
LFQM-108 0,04* nd nd nd
LFQM-109 0,14* 0,29* 0,29* 1
LFQM-110 0,01* 0,04* > 0,38 9,05
LFQM-111 0,04* 0,07* > 0,38 6,03
LFQM-112 0,02* 0,06* > 0,38 6,44
Pentamidina 1,29 x 10°* 0,02* 0,011* 0,58

nd = ndo determinado
a- Concentracdo para decréscimo de 50% no tratamento dos macrofagos infectados vs células nédo tratadas
b- Concentracéo citotoxica para 50% dos macrdfagos. FS = Razéo entre CCse 1Csq. *P<0.05.

Os compostos LEQM-107, LEQOM-108, LEQOM-109, LEFOM-110, LFOM-111
e LEQM-112 mostraram-se significativos em promastigotas e os compostos LEQM-

109, LEQM-110, LEQOM-111 e LEQM-112 sobre as formas amastigotas de L.(L.)
amazonensis, quando comparados com valores de 1,29 x 10°umol.L* e 0,02umol.L™*
de pentamidina, controle positivo em relacdo as formas promastigotas e amastigotas,
respectivamente. Além disso, a toxicidade dos compostos naturais e semissintéticos
foram avaliadas em macrdfagos peritoneais murinos, obtendo-se o fator de seguranca
(FS) a partir da relacéo entre toxicidade em macrofagos e atividade leishmanicida sobre
formas amastigotas. Estes FS foram satisfatdrios, mostrando que o composto de partida
LFOM-109 e seus derivados semissintéticos LEQM-110, LEFQM-111 e LEFOM-112
exibiram seletividade para as amastigotas em relacdo as células de mamiferos (TABELA
10). Na auséncia de qualquer anuincio apropriado ou candidato a farmaco leishmanicida
eficaz originrio dos recursos naturais, os resultados do presente estudo apontam para o

possivel desenvolvimento de uma substancia leishmanicida de fonte natural.
6.2.3 Ensaios Enzimaticos Fluorimétricos

6.2.3.1 Determinacdo do tempo de inibicdo enzimatica pelos compostos naturais e
semissintéticos (MARTINS et al., 2009).
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A determinacdo de um candidato a inibidor exige que conhe¢camos o tempo ou
velocidade necessarios para que ocorra a inibicdo enzima-substrato, ou seja, quanto
tempo é necessario até que o inibidor consiga inibir a0 maximo essa enzima. Desta
forma, a incubacdo dos compostos com tripsina levou a uma répida inibigdo, ocorrendo
a inibicdo maxima em menos de 50 minutos de pré-incubacgdo e para papaina inibicao

méaxima de 30 minutos.

6.3.3.2 Proteases — Papaina e Tripsina (MARTINS et al., 2009)

Os resultados (TABELA 11) indicam os valores de Clsp em pmol.L?, para o0s
compostos naturais e semissintéticos (LEQM-109, LEFQM-110, LEFOM-111, LFQM-
112, LFOM-107 e LEQM-108) referente a inibicdo de serino e cisteino proteases.
Pode-se verificar que o composto LEQM-112 inibiu avidamente as enzimas ensaiadas
(tripsina e papaina) com diferentes graus de seletividade. E importante destacar que seu
valor de Clsp (0,04 pmol.L™) em papaina foi 14,36 vezes mais ativo que o inibidor
classico de cistefno-proteases, E-64 (Clso = 0,64 pumol.L™"). Em tripsina o composto
LEQM-112 (Clsp = 0,07 umol.L™") foi 21,12 vezes mais ativo que o inibidor classico de
serino-proteases, TLCK (Clso = 1,39 umol.L™). Portanto, com efeitos quantitativos
inibitorios que o potencializa como antiproteolitico.

Os derivados semissintéticos LEQM-110 e LEQOM-111 apresentaram menores
atividades inibitérias, com valores de Cls, para papaina de 1,20 pmol.L™ e 11,49
umol.L™, respectivamente. E para tripsina valores de 0,09 pmol.L™" e 2,34 pmol.L™?,
respectivamente. Sendo que as razdes de inibicdo aproximada entre LEQM-109 e
LFOM-110, LEQOM-109 e LEQM-111 foram respectivamente, 11,11: 1 e 1,16: 1 para
papaina; 60,18: 1 e 2,49: 1 para tripsina.

J& os compostos naturais LEQM-107 (Clsy = 10,94 pmol.L™") e LEQM-108
(Clso = 23,51 umol.L™) ndo foram ativos em papaina, comparado ao inibidor classico E-
64 (Clso = 0,64 umol.L™), ou seja, foram 17,20 e 36,97 vezes, respectivamente, menos
ativos. Sendo que entre eles, o0 composto LEQM-107 foi 2,15 vezes mais ativo que 0
composto LEQM-108. Em tripsina 0 composto LEQM-107 (Clsy = 0,86 pmol.L™) foi
mais ativo, 1,62 vezes, que o inibidor classico TLCK (Cls, = 1,39umol.L™), ja o
composto LEQM-108 (Cls, = 105,77 pumol.L™) foi menos ativo, 75,89 vezes. De modo,
que entre eles, o composto LEQM-107 foi 123,1 vezes mais ativo que 0 composto
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LFOM-108, confirmando que a posi¢cdo do grupo glicosil na estrutura do composto

influéncia na potencial inibitério dasproteases ensaiadas.

TABELA 11 — Efeito inibitorio dos compostos naturais e semissintéticos em cisteino protease (papaina) e
serino protease (tripsina).

COMPOSTOS VALORES DE Cls, (nmol.L™ + Desvio Padréo)?
Papaina Tripsina

LFQM-107 10,94 + 3,09 0,86 + 0,15

LFQM-108 23,51 + 4,46 105,77 + 7,28

LFQM-109 13,36 + 2,89 5,84 + 0,38

LFQM-110 3,04 +1,20 0,09 +0,31

LFQM-111 11,49 + 0,37 2,34 +0,83

LFQM-112 0,50 + 0,04 0,07 0,02
TLCKP - 1,39 + 0,65

E64° 0,64 +0,13 -

4cada valor de Cls, representa a média + desvio padrao da triplicata determinado pelo software Grafit 5.0.
Os compostos TLCK e E64 foram usados como inibidores de referéncia para as proteases
correspondentes que foram ensaiadas.

6.3.3.3 Atividade inibitéria nas enzimas r-CPB2.8 e a isoforma r-CPB3 de L.(L.)

mexicana e em lisados de L.(L.) amazonensis

Os resultados (TABELA 12) indicam os valores de Clsy para 0S compostos
naturais e semissinteticos na inibicdo da r-CPB2.8 e na isoforma r-CPB3 (cisteino-
protease) de L.(L.) mexicana. A cisteino-protease recombinante r-CPB2.8 e a isoforma
r-CPB3 de L.(L.) mexicana foram fortemente inibidas pelo composto LFQM-109 (Cls
~ 0,35 pmol.L'Y). Em geral, os compostos semissintéticos apresentaram atividade
inibitoria distinta em ambas as enzimas. Os compostos LFOM-107, LFQOM-109 e
LFOM-112 sdo mais eficazes para a cisteino-protease r-CPB3, por outro lado, o
composto LEQM-110 foi cerca de 2,33 vezes mais eficaz para r-CPB2.8 e 0 composto
LFOM-111 demostrou a mesma atividade para ambas as enzimas. O derivado LFQM-
110 foi o mais ativo (Clsy = 0,67umol.L™") em r-CPB2.8. A atividade dos derivados

LFOM-111 e LEFQOM-112 estdo muito préximos, quando levamos em conta 0s erros
padrdo, e os compostos LEFQM-107 (Clso ~ 2,4 umol.L™") e LEFQM-108 (Clsy ~ 4,5

umol.L'Y) demostraram as piores atividades inibitorias sobre r-CPB2.8, quase 6 e 11

vezes menos ativo que o composto natural LFQM-109. Os resultados implicam que o

grupo glicosil na estrutura dos compostos LFQM-107 e LFQM-108 influéncia no
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potencial inibitério sobre r-CPB2.8, diminuindo a inibi¢do, e também sobre r-CPB3.

De modo que este grupo glicosil nos compostos LEFQM-107 e LFQM-108 conferiram 3

e 2,5 vezes menos eficacia de inibicdo. Analisando o efeito inibitério sobre r-CPB3, 0
derivado LFQOM-112 é o melhor, mas apenas 1,21 vezes mais ativo que 0 composto
natural LEQM-109, e ambos sdo os melhores entre todos os compostos. Em geral,
quase todos os compostos sdo mais eficazes para inibir a isoforma r-CPB3 que o r-
CPB2.8. Assim tem-se que a ordem de atividade pode ser estabelecida como: LEQM-
109>L FOM-110>L FOM-107>LFQM-108>L FOM-112>L FOM-111, para r-CPB2.8e
LEQOM-112>1L FOM-109>L FOM-107>LFOM-111>L FOM-110>LFQM-108 para r-
CPB3 de L.(L.) mexicana.

Para a atividade leishmanicida em lisados de L.(L.) amazonensis (TABELA 12)

descobriu-se que os compostos LFOM-109 e LFOM-112 sdo os inibidores mais ativos

no lisado de amastigostas em pH 5 (pH préximo ao pH do ambiente que vive o
amastigota - vacuolo parasitéforo dentro do macrofago) com valores de Clsg proximos
guando levamos em consideragédo os erros padrdes. A mesma situacao pode-se verificar
em pH 8 (pH proximo ao ambiente dentro do mosquito - intestino do fleb6tomo, onde
esta a forma promastigota), onde Clsy estdo proximos para os compostos LFQM-109 e
LFQM-112, pérem a atividade inibitoria é cerca de 10 vezes menos eficaz do que em
pH 5. Os derivados LEQOM-110 e LEQOM-111 sdo menos ativos que 0S compostos
LFOM-109 e LFQOM-112 em pH 5, por outro lado ambos os compostos LEFQM-107 e
LFOM-108 sdo menos ativos em quase 70 e 56 vezes em pH 5, respectivamente, e

quase 4 e 6 vezes em pH 8 menos ativos, respectivamente, que 0s compostos LFQM-
109 e LFOM-112. Os valores de Clsy dos dois compostos em pH 5 e pH 8 sdo iguais

quando considerado o desvio padrdo. Em resumo, os compostos LFOM-109 e LFOM-
112 tem a mesma atividade em pH 5 (Clso ~ 0,75 uM) e pH 8 (Clso ~ 7,5 uM). De
modo que, para os derivados semissintéticos a ordem de atividade nos lisados em pH 5

e pH 8 foi, LEQM-112>L FOM-110>L FOM-111.
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TABELA 12 — Efeito inibitdrio dos compostos naturais e semissintéticos nas enzimas r-CPB2.8 e r-CPB3
de L.(L.) mexicana e em lisados de L. (L.) amazonensis.

Compostos Valores de Clsy (UM)?
r-CPB2.8 r-CPB3 LisadospH =5  Lisados pH =8

LFQM-107 2,44 +0,10 0,49 £ 0,01 59,08 £ 12,15 30,00 £ 5,77
LFQM-108 451 +0,22 1,87 +0,10 39,18 + 3,53 46,10 + 7,99
LFQM-109 0,42 + 0,03 0,35+ 0,04 0,84 £ 0,07 7,79 +1,03
LFQM-110 0,67 +0,04 1,57 +0,15 1,02 + 0,05 11,11 £1,97
LFQM-111 1,27 £ 0,09 1,35+0,17 1,09+ 0,04 23,90 £ 0,48
LFQM-112 1,01 +£0,02 0,28 + 0,03 0,69 + 0,05 8,10 + 1,40

4cada valor de Clso representa a média + desvio padrdo da triplicata determinados pelo software Grafit
5.0.

6.4 RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE (REA)

A atividade bioldgica dos farmacos esta intimamente ligada com a sua estrutura
quimica. Isto significa que, compostos com estruturas quimicas similares podem ter
atividades semelhantes. Desta afirmagdo surge o conceito de REA que consiste na
relacdo qualitativa entre a estrutura quimica e a atividade farmacoldgica de uma serie de
compostos.

O estudo das relacbes estrutura-atividade de um composto protdtipo e seus
analogos auxilia na determinacdo de quais partes da molécula sdo responsaveis pela
atividade biologica, ou seja, o grupo farmacoforico. As relagBes estrutura-atividade
geralmente sdo elaboradas alterando-se parte da estrutura quimica do protétipo e
observando-se qual influéncia na atividade sob o ponto de vista qualitativo e
quantitativo. Pode-se alterar a dimenséo e a conformacdo do esqueleto de carbono, a
natureza e o grau de substituicdo, ou ainda a estereoquimica (THOMAS, 2000).

As modificacGes estruturais realizadas na substancia de partida devem na
medida do possivel ser realizadas levando em consideracdo o efeito sobre a solubilidade
em agua (lipofilicidade ou hidrofilicidade), transportes através de membranas,
metabolismo, capacidade inibitdria e outras propriedades farmacocinéticas dos analogos
(THOMAS, 2000).
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6.4.1 REA: Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante esta altamente relacionada a capacidade de doacédo de
elétrons. A etapa de transferéncia do hidrogénio tem se destacado, mas a atividade
antioxidante ndo depende apenas da forca de energia da ligacdo O-H. A estabilizacdo
das espécies céation-radicalar e radicalar formadas também devem ser consideradas
(THOMAS, 2000).

Muitos fatores influenciam a atividade antioxidante dos compostos de natureza
fendlica, em especial a posicdo de substituicdo e o niumero de grupos hidroxila (OH), as
propriedades de outros grupos substituintes e a possibilidade de formacéo de ligacOes de
hidrogénio. A posicdo de substituicdo da hidroxila no anel fendlico, considerada em
relacdo a uma posicao fixa, influencia diretamente a atividade antioxidante.

Como os flavondides sdo os compostos de maior interesse cientifico entre os
fendlicos. Compostos com dois (mais comum) ou trés substituintes grupos hidroxilas no
anel benzénico possuem maior atividade antioxidante do que os monohidroxilados
(SCOTTI et al., 2007). Desta forma de acordo com os valores obtidos nos ensaios
antioxidantes, pode-se correlacionar tais atividades com a estrutura de cada derivado
semissintético, no qual foram oriundos de reagdes de acilacéo ou alquilacéo.

De acordo com os resultados obtidos pelos ensaios de Poder Sequestrante de
Radicais DPPH e do Poder Redutor dos Constituintes Quimicos, verificou-se que o
composto LEQM-109 é o que possui maior atividade, nas duas analises empregadas
com CEsp de 12,21 pg.mL™" e percentual de inibicdo méaxima 16,67%, respectivamente.
Sua atividade pode ser determinada estruturalmente pela presenca do grupo orto-
diidroxi ou grupo catecdlico que confere uma maior estabilidade a forma radicalar, pois
contribui para a deslocalizacdo dos elétrons e assim reduz os intermediarios oxidativos.
Verifica-se ainda insaturagéo «, f-carbonila no anel 11-B, a qual confere maior atividade
devido ao aumento da deslocalizacdo de elétrons a partir do anel B para o restante da
estrutura do composto. A presenca de hidroxilas nas posicdes C-5 e C-5 promovem
uma deslocalizacdo de elétrons com o grupo 4-oxo, aumentando assim a atividade
antioxidante por permitir a neutralizacdo das EROs, além de também estarem
envolvidas com o processo de quelacdo de metais, conhecido como “PERI”. J& as
hidroxilas C7 e C-7" sdo de menor importancia para a atividade, mas conferem

juntamente com as outras hidroxilas a atividade antioxidante. J& 0s compostos
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glicosilados LEQM-107, que ndo possui o sistema catecélico, e LEQM-108 que néo
possui hidroxila na posicdo C-7"", apresentaram menores atividades que o LEQM-109
em razdo do residuo glicosil reduzir a atividade, uma vez que ndo ird permitir que se
tenha alta deslocalizacéo de elétrons ao longo da estrutura destes compostos.

Dentre os compostos semissintéticos analisados tem-se que o composto LEQM-
111 foi o mais ativo na atividade sequestrante de radicais DPPH, seguido dos
compostos LEOM-110 e LEOM-112 respectivamente. Ja na atividade do Poder
Redutor o composto mais ativo foi o LEQM-111 seguido dos compostos LEQM-110 e
LFOM-112, respectivamente. Sendo que essas atividades estdo relacionadas com a
presenca remanescente de hidroxilas fendlicas na estrutura. Os compostos LEQM-110,
LFOM-111 e LEFOM-112 ainda apresentam duas hidroxilas remanescentes, conferindo
assim atividades antioxidantes de acordo com esse nimero de hidroxilas. Sendo que
estes compostos (LEQM-110, LEQM-111 e LEQM-112) apresentam a presenca das
hidroxilas quelatogénicas C-5 e C-5" que permite ter deslocalizacdo de elétrons com o
grupo 4-oxo (C-4 e C-47), além do fato do tamanho da cadeia carbbnica inserida na
estrutura do composto protétipo. Ou seja, com 0 aumento da cadeia carbdnica inserida
observou-se a diminuicdo da atividade antioxidante, possivelmente associado com o
aumento da estabilidade, reducéo da reatividade e aumento da lipofilicidade. Com isso,
a substituicdo da(s) hidroxila(s) fendlica por substituintes mais lipofilicos tornou a
atividade antioxidante destes compostos reduzida, o que fica evidente a importancia
destas hidroxilas na estrutura destes derivados para a atividade analisada.

O mesmo comportamento é observado para derivados da rutina
(VISKUPICOVA et al., 2010), no qual verificou-se decréscimo da atividade
antioxidante com o aumento da lipofilicidade e extensdo da cadeia carbénica em testes
in vitro. Em que os compostos analisados tiveram um aumento da concentracao
necessaria e periodo de inducdo (tempo que leva para ser completamente oxidado) para
estabilizar a oxidacdo, devido ao aumento da cadeia carbonica inserida na estrutura da

rutina.

6.4.2 REA: Atividade Antiparasitaria

Na elucidacdo da relacdo estrutura-atividade, associada a atividade

leishmanicida, lipofilia e carater estrutural, pode determinar que a atividade
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antiparasitaria seja maior naqueles compostos que possuem menor nimero de hidroxilas
em sua estrutura, ou seja, aqueles que possuem maior lipofilicidade e menor atividade
antioxidante. No qual, a lipofilicidade € uma variavel significativa que pode ser um
importante fator na atividade biologica (URZUA et al., 2008). Pode-se verificar que
todos os derivados semissintéticos apresentaram lipofilicidade maior e atividade
antioxidante menor que o LEQM-109, sugerindo-se que tenham melhor atividade
antiparasitaria.

E sabido que as formas amastigotas proliferam-se nos macrdfagos, as quais s3o
células responsaveis pelo controle da producdo de espécies radicalares, principalmente
derivados do oxigénio e nitrogénio, assim, algumas destas espécies radicalares vem
sendo estudadas pelo o seu potencial terapéutico no tratamento de leishmanioses
cutaneas. Uma vez que a membrana dos macrdfagos ird atuar como barreira fisica,
secretando  substdncias microbicidas contra agentes agressores (BOS &
KABSENBERG, 1986), ela reage aos estimulos antigénicos disparando o processo
inflamatorio e uma potente resposta de células T (LARREGINA et al., 2001). No qual,
aqueles compostos (natural ou semissintético) que possuirem menor atividade
antioxidante, possivelmente tera maior acdo parasitaria por agir similarmente aos NOs,
ja que estas espécies produzidas pela a membrana dos macréfagos ativados serdo
fundamentais no controle in situ de patdgenos intracelulares (BOGDAN, 2001),
controlando o crescimento das Leishmanias.

Assim, o composto LFOM-110, que é entre os derivados o de menor
lipofilicidade (QLogP = 1,893) (TABELA 13), foi 0 que apresentou a melhor atividade
em ambas as formas do protozoario L.(L.) amazonensis. Possivelmente a baixa lipofilia
confere ao composto melhor e maior facilidade de sofrer transporte e ser distribuido
pelo sistema biologico analisado, além dos grupamentos acetila conferirem um
gradiente de concentracdo entre lipideo/agua mais adequado para que sua atividade
fosse potencializada.

O composto LEQM-112 que possui grupamentos O-butanoila (quatro unidades
de carbono) em sua estrutura, com cadeia carbénica maior que a do composto LFQM-
110 foi o segundo melhor composto, o que é contraditério com o esperado de acordo
com o valor de QLogP (5,127) (TABELA 13). Pois acreditava-se que associado a uma
alta lipofilia e baixa atividade antioxidante fosse encontrada uma maior atividade

antiparasitaria, ou seja, fosse o melhor de todos os compostos analisados. De posse
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deste resultado, a possibilidade para que este composto ndo fosse o mais ativo
possivelmente esteja associado ao tamanho da cadeia carbbnica. Desta forma o
composto LEQM-112 possui menor capacidade de sofrer transporte e ser distribuido
pelo sistema bioldgico analisado. Associado a esse carater estrutural sugere-se ainda que
0 composto ndo possua capacidade adequada de sofrer transporte passivo através da
membrana celular, que possui caracteristicas anfipaticas (regides hidrofilicas como
hidrofébicas) (VALKO et al., 1998), devido ndo possuir um gradiente de concentracio
adequado entre lipideo/agua.

Ja o composto LEQM-111 no qual possui grupamentos metila (uma unidade de
carbono) em sua estrutura, apresentou lipofilicidade intermediaria QLogP (4,792)
(TABELA 13) e uma menor atividade biolégica nas duas formas (promastigota e
amastigota) do protozodrio Leishmania. Comparado aos demais compostos
semissintéticos o composto LEFQM-111 possui em sua estrutura a menor unidade
carbdnica (metila) inserida, o que leva a crer ainda, que a medida que aumentamos o
numero de unidade carbbnica inseridas em um composto, espera-se obter uma maior
atividade antiparasitaria. De acordo com os resultados obtidos estd coerente essa
afirmativa, ja que os derivados LEQM-110 (duas unidades de carbono) e LEQM-112
(quatro unidades de carbono) foram mais ativos nas duas formas do protozoario
Leishmania quando comparado ao derivado LEQM-111 (uma unidade de carbono) e ao
composto natural LEQM-109.

Em suma, todos os compostos agem por mecanismos diferentes no sistema
bioldgico proposto de acordo com a lipofilia e tamanho da cadeia carbénica inserida.
Assim, de acordo com os resultados obtidos 0 aumento da cadeia carbonica confere um
plateau de atividade, sendo que apés atingir esse apice o aumento da cadeia carbénica
ndo é favoravel para a atividade parasitaria. Possivelmente, essa caracteristica deve-se
ao desequilibrio do gradiente de concentracdo adequado entre lipideo/agua, que dificulta
a permeacdo membranar. E dentre todos os compostos analisados (natural ou
semissintético) o composto LEQM-110 podera torna-se um potencial farmaco de
tratamento leishmanicida, ja que possui alta atividade antiparasitaria, baixa

citotoxicidade, baixa atividade antioxidante e um alto valor de fator de seguranga.



156

TABELA 13 — Estrutura, nomenclatura e valores de QLog P octanol/dgua do composto natural LEQM-
109 e seus andlogos semissintéticos.

Valores de
Nome do QLog P
composto/Caédigo Estrutura molecular octanol/
agua*
Fukugetina / LEQM-
’ 1,734
100
7,477,374 -penta-
O-acetil-fukugetina / 1,893
LFOM-110
7,4 ,7°,3,4 -penta-
O-metil-fukugetina/ 4,792
LFOM-111
7,477,374 -penta-
O-butanoila-fukugetina 5,127

/ LEQM-112

*Calculado pelo o software Qikprop 3.2
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6.4.3 REA: Atividade Enzimatica

Ao analisar os compostos (semissintéticos e naturais) nas enzimas cisteinicas r-
CPB2.8 e na sua isoforma r-CPB3 de L.(L.) mexicana, em enzimas obtidas de lisado das
formas amastigota e promastigota de L.(L.) amazonensis nos pHs 5 e 8 e em proteases
cisteinicas e serinicas (papaina e tripsina), verificou-se que o derivado semissintético
LFOM-112 foi mais ativo que o composto LEQM-109 nos ensaios, excetuando-se em
r-CPB2.8, o qual foi o terceiro mais ativo. Possivelmente sua maior potencialidade
esteja relacionada a presenca de grupos carbonilicos (centros eletrofilicos), os quais sao
susceptiveis aos ataques pelos grupos nucleofilicos das serino e cisteino proteases, além
da presenca das cadeias carbonicas maiores que a dos demais derivados, que
proporciona melhor ancoragem no sitio catalitico enzimatico, consequentemente maior
atividade (efeito). De modo, que a acdo inibitdria esta associada a especificidade de
cada interacdo com 0s aminoacidos presentes nos sitios cataliticos de cada enzima, o
complexo enzima-inibidor formado pelo o composto LEQM-112 e a enzima, confere
maior estabilidade, interag&o e atividade inibitoria (HEDSTROM, 2002).

O derivado LEQM-110, que também foi obtido por reacdo de acilacdo, foi o
segundo mais ativo comparado ao composto LEQM-109, em tripsina e papaina, nos
lisados de L.(L.) amazonensis em pH 8 (pH do ambiente interno do mosquito, onde
encontra-se as formas promastigota) e em r-CPB2.8. Esta menor atividade, comparado
ao LEQM-112, possivelmente esteja associada ao tamanho da cadeia dos grupamentos
acetila (duas unidades de carbono) que acarreta uma perda de complementaridade
estrutural com o sitio enzimatico. Consequentemente, a ancoragem entre
enzima/substrato € restrita estruturalmente e de menor interacao intermolecular. Ja em r-
CPB3 de L.(L.) mexicana e no lisado de L.(L.) amazonensis em pH 5 (pH do vacuolo
parasitoforo dentro do macrdfago, onde encontra-se as formas amastigota) este derivado
foi o menos ativo dentre todos os derivados, possivelmente devido os sitios cataliticos
adotarem uma variedade de estados conformacionais especificos ao longo do caminho
da reacdo enzimatica, o que leva o composto ter dificuldade de interagir com o sitio
catalitico e assim inibir esta enzima e potencializar a atividade biol6gica proposta.

O derivado LEQM-111 obtido por reacdo de alquilacdo, como esperado foi o
menos ativo comparado ao composto LEQM-109 e os demais derivados, em todas as

enzimas (cisteino e serino proteases). Sabe-se que a presenca de carbonos carbonilicos
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favorece os ataques nucleofilicos devido ao seu maior carater eletrofilico, permitindo
assim aumento de polarizacdo da densidade eletrdnica na ligacdo dupla da carbonila.
Consequentemente, a polarizacdo aumenta as cargas negativas e positivas ao redor dos
atomos de oxigénio e do carbono formando dipolo eletrdnico, potencializando o ataque
nucleofilico nos carbonos parcialmente carregados (MARTINS et al., 2009). De modo
que esse conceito ndo pode ser aplicado ao derivado LEQM-111, devido auséncia de
carbono carbonilico susceptivel de sofrer ataque nucleofilico e realizar ligacdo entre
enzima-inibidor, além de possivelmente também ter uma perda de complementaridade
com o sitio enzimatico, dificultado a sua ancoragem.

Dentre os compostos naturais, LEQM-107 e LEQM-108, verificou-se que o
composto LEQM-107 foi mais ativo em todas as proteases ensaiadas; tripsina e
papaina, r-CPB3 e r-CPB2.8 de L.(L.) mexicana e no lisado de L.(L.) amazonensis em
pH 8. Essa maior atividade do composto LEQM-107 possivelmente esteja relacionado
com a posicdo do residuo de glicose que permite de forma mais favoravel a interacéo
com os residuos de aminoacido destas enzimas. E o composto LEQM-108 foi mais
ativo apenas em lisados de L.(L.) amazonensis em pH 5, possivelmente neste pH o
residuo de glicose na posi¢do C-7"" é mais favoravel para ocorrer a inibicéo.

A atividade dos compostos naturais e semissintéticos em lisados de L.(L.)
amazonensis ainda é controversa. Visto que a enzima que esta ativa em pH 8 podera ser
a mesma do pH 5, ou até mesmo ser duas enzimas diferentes atuando em pHs
especificos, as quais podem ser ativas com 0 mesmo substrato nas mesmas condicoes.
De acordo com os resultados obtidos pode-se verificar que ndo se trata da mesma
enzima, visto que o potencial de inibi¢do foi diferente nos dois pHs analisados. Além,
da origem das formas leishmanicas possivelmente propiciar que enzimas diferentes

estejam contidas nas formas promastigotas e amastigotas.
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7 CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos conclui-se que:

Do extrato acetato de etila obtido do epicarpo (EAEE) de G. brasiliensis, foi
possivel o isolamento e identificacdo de compostos conhecidos aqui denominados
LFOM-105, LFOM-106, LFOM-108 e LFQM-109, além do isolamento e
identificacdo do composto com estrutura inédita LFQM-107.

Os compostos semissintéticos LFOM-110, LFOM-111 e LFOM-112
apresentaram maior potencial quanto a atividade antiparasitaria (formas promastigota e
amastigotas), comparados ao composto de partida Fukugetina (LEQM-109).

Destacando-se o derivado LFQM-110, o qual se apresentou o mais ativo dentre 0s
derivados, tornando-o assim potencial candidato a farmaco leishmanicida.

Nos ensaios antiproteoliticos verificou-se que todos os derivados foram mais
ativos que o composto LEQM-109, destacando-se novamente grande potencial do
derivado LEQM-110, possivelmente pelo ganho de centros eletrofilicos que séo
passiveis de sofrerem ataques nucleofilicos pelos residuos de serino e cisteino protease,
além de permitir uma suposta ancoragem no sitio catalitico mais eficiente. Tornando-o
um possivel inibidor de proteases no tratamento de diversas doengas a elas associadas.

Observou-se também pequena atividade antioxidante para 0S compostos
semissintéticos em virtude da diminui¢do do numero de hidroxilas fendlicas na estrutura
dos compostos quando comparados ao da fukugetina. Além da reducdo da atividade
antioxidante dos derivados semissintéticos a medida que se aumentava a lipofilicidade,
0 que permitiu potencializar a atividade antiparasitaria.

Com base nestes resultados conclui-se que 0s compostos naturais obtidos a partir
do EAEE de G. brasiliensis e o0s compostos semissintéticos da fukugetina,
demonstraram significativo efeito leishmanicida nas concentrages testadas.

Em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que 0s compostos
obtidos de produtos naturais, especialmente aqueles obtidos de plantas medicinais,
ainda tém e continuardo tendo um lugar importante no processo de descoberta de novos
medicamentos, particularmente no desenvolvimento de farmacos com acédo

leishmanicida, antiproteolitica e antioxidante.
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ANEXOS

A — Dados Espectroscépicos

LFOM-105 — 1,3,6,7-tetraidroxixantona

FM: Cl3H806
MM: 260,199 g/mol

e o o -

RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz): 13,17 (s, 10H, OH-1); 6,17 (d, 1H, J = 2 Hz, H-2);
6,32 (d, 1H, J = 2 Hz); 6,92 (s, 1H, H-5); 7,37 (s, 1H, H-8).

RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz): 163 (OH, C-1); 98 (CH, C-2); 164 (OH, C-3); 94
(CH, C-4); 112,6 (CH, C-5); 154 (OH, C-6); 143 (OH, C-7); 107,2 (CH, C-8); 117 (C,
C-9); 147 (C, C-10); 157 (C, C-11); 103 (C,C-12).

IV(KBr) vpadcm™: 3373 (O-H); 2967(C-H); 1648, 1615, 1578 e 1480(C=C); 1300 e
1222(C-O).

LEQOM-106 — Acido Kojico

FM: C5H604
MM: 142,10 g/mol

e o o -

IV(KBr) vina/em™: 3172(0-H); 2945-2852(C-H); 1660, 1627, 1610 e 1581(C=C); 1701
(C=0).

UV(EtOH, 0.1 %) Amsx(log efcm™.L.mol™}): 217 nm (5,72), 270 nm (5,52), 201 nm
(5,73), 209 nm (5,85), 253 nm (5,19), 305 nm (5,32), 252 nm (5,20), 305 nm (5,30), 360
nm (6,85), 269 nm (5,27), 315 nm (5,08),270 nm (5,35) e 314 nm (4,91).
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LFQM-107 — Fukugetina-4"""-O-g-D-glicosideo

FM: 036H30016
MM: 718,61 g/mol

e o o -

RMN de *H (DMSO-dg, 400 MHz): 5,89 (d, 1H, J = 12,61 Hz, H-2); 4,93 (d, 1H, J =
11,21 Hz, H-3); 13,08 (s, 10H, OH-5); 5,94 (d, 1H, J = 4,6Hz, H-6); 6,53 (5, 1H, J =5
Hz, H-8); 6,63 (dd, 2H, J = 7,6 Hz, H-2/6"); 7,15 (dd, 2H, J = 7,97 Hz, H-3'/5"); 6,76
(s, 1H, H-3"); 12,12 (s, 10H, OH-5"); 6,59 (s, 1H, H-6"); 7,32 (s, 1H, H-2""); 6,97
(d, 1H, J = 8,1 Hz, H-5"""); 7,49 (d, 1H, J = 8,50 Hz,H-6""); 4,85 (d, 1H, J = 7,13 Hz,
H-1""); 3,41 (m, 1H, H-2"""); 4,37 (m, 1H, H-3""); 4,1 (m, 1H, H-4"""); 3,75 (m, 1H,
H-5"""):3,28 (M, 1H, H-6""""); 12,01 (m, OH, OH-7"")

RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz): 82,6 (CH, C-2); 49,1 (CH, C-3); 198,0 (C-OH, C-
4): 162,0 (C-OH, C-5); 98,1 (CH, C-6); 164,0 (C=0, C-7); 97,6 (CH, C-8); 166,0 (C, C-
9); 102,8 (C, C-10); 129,8 (C, C-1°); 128,6 (CH, C-2'/6"); 115,7 (CH, C-3'/5"); 170,6
(C,C-2"); 104,1 (CH, C-3™); 183,5 (C=0, C-4"); 158,3 (CH, C-5""); 98,2 (CH, C-6™);
161,1 (CO, C-7"); 83,5 (C, C-8"); 153,3 (C, C-97); 104,6 (C, C-10™); 119,2 (C, C-
1°); 114,6 (CH, C-2); 145,4 (CO, C-3™); 148,7 (CO, C-4™); 117,2 (CH, C-5™);
121,0 (CH, C-6""); 100,1 (CH, C-1"""); 73,0 (CH, C-2"""); 76,9 (CH, C-3""); 62,1
(CH, C-4>>); 77,1 (CH, C-5">); 70,9 (CH, C-6"").

IV(KBr)vpsdem™: 3405 (O-H); 1601 e 1518 (C=C); 1261 (C-O); 1725 e 1643 (C=0);
836 (C-H).

UV (EtOH, 0.1 %) Amax (log efcm™. L.mol™}): 204 nm (6,37), 257 nm (5,96), 274 nm
(5,98), 291 nm (5,99), 343 nm (5,86),207 nm (6,36), 221 nm (6,33), 281 nm (6,05), 358
nm (5,70), 400 nm (5,72), 206 nm (6,38), 220 nm (6,34), 282 nm (6,03), 297 nm (6,00),
355 nm (5,77), 392 nm (5,72), 204 nm (6,45), 254 nm (5,96), 274 nm (5,97), 289 nm
(5,95), 338 nm (5,87),207 nm (6,45), 265 nm (6,01) e 375 nm (5,75).
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LFOM-108 — Fukugetina-7 "-O-f-D-glicosideo

FM: C3sH10015
MM: 702,61 g/mol

e o o -

RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz): 5,89 (d, 1H, J = 11,95 Hz, H-2); 4,94 (d, 1H, J =
11,96 Hz, H-3); 12,09 (s, 10H, OH-5); 5,04 (d, 1H, J = 6,48 Hz, H-6); 6,04 (s, 1H, J =
2,82 Hz, H-8); 7,19 (dd, 2H, J = 7,97 Hz, H-2'/6"); 6,58 (dd, 2H, J=7,94 Hz, H-3'/5");
6,74 (s,H, H-37); 13,14 (s, 10H, OH-5); 6,55 (s,1H, H-67"); 7,27 (s, 1H, H-2"""); 6,93
(d, 1H, J = 8,28 Hz, H-5"); 7,46 (d, 1H, J = 8,50 Hz, H-6"""); 4,81 (d, 1H, J = 7,17 Hz,
H-1"); 3,35 (m, 1H, H-2"7); 4,54 (m, 1H, H-3"7); 3,72 (m, 1H, H-4"""); 3,47 (m, 1H,
H-577);3,09 (m, 1H, H-6"""); 10,12 (m, OH, OH-7""")

RMN de **C (DMSO-ds, 100 MHz): 82,6 (CH, C-2); 49,1 (CH, C-3); 198,0 (OH, C-4);
162,0 (OH, C-5); 98,1 (CH, C-6); 164,0 (CO, C-7); 97,6 (CH, C-8); 166,0 (C, C-9);
102,8 (C, C-10); 129,8 (C, I-17); 128,6 (CH, C-2'/6"); 115,7 (CH, C-3'/5"); 170,6 (C, C-
27);104,1 (CH, C-37); 183,5 (C=0, C-47); 158,3 (CH, C-57"); 98,2 (CH, C-6""); 161,1
(CO, C-77); 83,5 (C, C-87); 153,3 (C, C-97); 104,6 (C, C-107); 119,2 (C, C-17);
114,6 (CH, C-2"7); 1454 (CO, C-377); 148,7 (CO, C-4"7); 117,2 (CH, C-57); 121,0
(CH, C-6"); 100,1 (CH, C-1"7); 73,0 (CH, C-2"7); 76,9 (CH, C-3); 62,1 (CH, C-
47, 77,1 (CH,C-57); 70,9 (CH, C-6™).

IV(KBr)vpg/em™: 3374 (O-H); 2929 e 2858 (C-H); 1644 e 1600 (C=C); 1261 e 1167
(C-0); 1644 e 1600 (C=0); 1516, 1447 e 1300 (O-H).

UV(EtOH, 0.1 %)Amns (log efecm™. L.mol™}):223 nm (6,11), 280 nm (5,75), 331 nm
(5,42), 399 nm (5,34), 224 nm (6,18), 278 nm (5,79), 423 nm (5,50), 224 nm (6,21), 279
nm (5,76), 357 nm (5,48), 223 nm (6,11), 277 nm (5,72), 421 nm (5,48), 224 nm (6,18),
277 nm (5,74) e 421 nm (5,48).
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LFOM-109 — Fukugetina

FM: C30H20011
MM: 556,47 g/mol

e o o -

RMN de 'H (CDCls, 500 MHz): 5,87 (d, 1H, J =12,4 Hz, H-2); 4,98 (d, 1H, J =12,4 Hz,
H-3); 12,6 (s, 10H, OH-5); 6,03 (d, 1H, J = 5 Hz, H-6); 6,47 (d, 1H, J = 5 Hz, H-8);
6,53 (dd, 2H, J = 8,09 Hz, H-2'/6"); 7,23 (dd, 2H, J = 7 Hz, H-3'/5"); 6,35 (s,1H, H-
3™); 12,03 (s, 10H, OH-5"); 6,40 (s,1H, H-6>); 7,48 (s, 1H, H-2">); 7,02(s, 1H, H-
57); 7,49 (s, 1H, H-67).

RMN de **C (CDCIls, 125 MHz): 82,2 (CH, C-2); 50,1 (CH, C-3); 197,2 (OH, C-4);
165,2 (OH, C-5); 97,5 (CH, C-6); 168,6 (CO, C-7); 94,4 (CH, C-8); 163,3 (C, C-9);
102,8 (C, C-10); 128,7 (C, C-1"); 115,7 (CH, C-2'/6"); 129,7 (CH, C-3'/5); 164,1 (C,
C-2); 103,7 (CH, C-3™); 183,1 (C=0, C-4"); 161,9 (CH, C-57); 99,2 (CH, C-6");
164,1 (CO, C-7"%); 101,8 (C, C-8""); 155,8 (C, C-9™); 104,6 (C, C-10™"); 122,8 (C, C-
1°); 144,8 (CH, C-2); 147,4 (CO, C-3™); 151,4 (CO, C-4"); 116,5 (CH, C-5™);
119,4 (CH, C-6™").

IV(KBr) vig/em™: 3288 (O-H); 2929 e 2858 (C-H); 1641 (C=0); 1600 e 1577 (C=C);
1257 (C-0); 835 (C-H do anel).

UV(EtOH, 0.1 %)Ams(log efcm™. L.mol™}):219 nm (5,69), 288 nm (5,45), 347 nm
(5,26), 225 nm (6,16), 282 nm (5,65), 360 nm (5,13), 226 nm (6,27), 282 nm (5,69), 355
nm (5,20),222 nm (5,94), 275 nm (5,49), 282 nm (5,48),225 nm (6,19), 274 nm (5,63) e
327 nm (5,23).
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LFOM-110 — 7,4°, 7,3 ,4 " -penta-O-acetil-fukugetina

FM: CyoH30016
MM: 766,65 g/mol

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): 5,56 (d, 1H, J = 12 Hz, H-2); 4,82 (d, 1H, J = 12 Hz,
H-3); 9,96 (s, 10H, OH-5); 6,51 (d, 1H, J = 4 Hz, H-6); 6,08 (s, 1H, H-8); 6,85 (dd, 2H,
J =8 Hz, H-2'/6"); 7,03 (dd, 2H, J = 8 Hz, H-3'/5"); 6,66 (s,1H, H-37"); 9,96 (s, 10H,
OH-5"); 6,62 (5,1H, H-6"); 7,46 (s, 1H, H-2">); 7,62 (d, 1H, J = 8 Hz, H-5"); 7,73 (d,
1H, J = 8 Hz, H-6"""); 2,28 (s, 3H, H-12); 2,31 (s, 3H, H-12"); 2,33 (s, 3H, H-8'); 2,34
(s, 3H, H-8"); 2,31 (s, 3H, H-10"").

RMN de **C (CDCIls, 125 MHz): 81,5 (CH, C-2); 46,4 (CH, C-3); 195,9 (OH, C-4);
167,9 (OH, C-5); 108,7 (CH, C-6); 168,7 (CO, C-7); 100,3 (CH, C-8); 160,6 (C, C-9);
114,4 (C, C-10); 137,7 (C, C-1'); 128,3 (CH, C-2'/6"); 121,5 (CH, C-3/5); 168,8
(C=0, C-11); 20,8 (CHs, C-12); 163,6 (C, C-2); 103,6 (CH, C-3™"); 184,9 (C=0, C-
4); 156,1 (CH, C-57); 109,1 (CH, C-67); 159,3 (CO, C-77); 108,7 (C, C-87); 161,7
(C,C-9);111,8(C, C-107); 127,3 (C, C-17); 123,4 (CH, C-277); 144,7 (CO, C-3™);
145,3 (CO, C-4""); 126,7 (CH, C-5""); 127,3 (CH, C-6"""); 163,4 (CO, C-11""); 21,4
(CH3, C-127); 168,8 (CO, C-7"*"); 20,8 (CH3, C-8"""); 168,3 (CO, C-9); 21,3 (CHs,
C-10").

IV(KBr)vm_éD(/cm'lz 3022 e 2935 (C-H do anel); 1710 (C=0 de éster); 1645 e 1614
(C=0); 1504 (C=C); 1425 e 1369 (CHs); 1259 C(=0)-0; 1193 (O-C=C); 846 (C-H do
anel).

UV(EtOH, 0.1 %)Amns(log efcm™. L.mol™}): 202 nm (6,56), 262 nm (6,09), 302 nm
(5,98), 200 nm (6,58), 262 nm (6,07), 302 nm (6,00), 200 nm (6,58), 262 nm (6,07), 283
nm (5,98), 215 nm (6,58), 263 nm (6,18), 263 nm (6,17) e 497 nm (6,58).
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LFOM-111 — 7,4°,7°°, 37" 4" -penta-O-metil-fukugetina

FM: C35H30011
MM: 626,60 g/mol

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): 5,78 (d, 1H, J =12 Hz, H-2); 4,79 (d, 1H, J =12 Hz, H-
3): 12,28 (s, 10H, OH-5); 6,17 (d, 1H, J = 4 Hz, H-6); 6,12 (s, 1H, H-8); 7,12 (dd, 2H, J
=8 Hz, H-2'/6"); 6,77 (dd, 2H, J = 8 Hz, H-3'/5"); 3,77 (s, 3H, H-11); 6,8 (5,1H, H-3™);
12,14 (s, 10H, OH-5"); 6,42 (s,1H, H-6>); 7,4 (s, 1H, H-2">); 7,02 (d, 1H, J = 8, H-
5°): 7,41 (d, 1H, J = 12, H-6""); 3,77 (s, 3H, H-11"); 3,75 (s, 3H, H-7"); 3,82 (s, 3H,
H-7""); 3,87 (s, 2H, H-8™").

RMN de **C (CDCls, 125 MHz): 81,7 (CH, C-2); 54,9 (CH, C-3); 189,9 (OH, C-4);
158,1 (OH, C-5); 95,0 (CH, C-6); 167,9 (CO, C-7); 94,3 (CH, C-8); 167,7 (C, C-9);
109,8 (C, C-10); 132,1 (C, C-1°); 128,3 (CH, C-2'/6"); 113,6 (CH, C-3'/5"); 55,8 (CHs,
C-11); 164,2 (C, C-2); 113, (CH, C-3"); 175,9 (C=0, C-4"); 149,2 (CH, C-5);
91,6 (CH, C-6); 164,8 (CO, C-7); 104,4 (C, C-8"); 108,8 (C, C-9™); 105,1 (C, C-
10™); 121,5 (C, C-1""); 114,4 (CH, C-2""); 1614 (CO, C-3); 162,2 (CO, C-4™);
110,9 (CH, C-5"*); 120,3 (CH, C-6""); 55,2 (CHs, C-7°); 165,0 (CH3, IC-11""); 148,1
(CHs, C-7"); 55,9 (CH3, C-8).

IV(KBr) vingdem™: 3454 (OH); 2962, 2929 e 2839 (CHs); 1498 -1440 e 1375 - 1327
(CH3) 1645, 1612 e 1591 (C=C); 823 - 744 (CH do anel).

UV(EtOH, 0.1 %) Amadlog efcm™. L.mol™}): 229 nm (6,42), 252 nm (6,02), 286 nm
(6,20),227 nm (6,49), 284 nm (6,25), 346 nm (5,96), 226 nm (6,49), 283 nm (6,25), 346
nm (5,96), 229 nm (6,49), 285 nm (6,22), 340 nm (5,96), 228 nm (6,48), 285 nm (6,20)
e 339 nm (5,95).




178

LFOM-112 — 7,4°,7°,3 " ,4 " -penta-O-butanoil-fukugetina

FM: CsoH50016
MM: 906,92 g/mol

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): 5,21 (d, 1H, J =15 Hz, H-2); 4,57 (d, 1H, J = 10 Hz, H-
3); 12,58 (s, 1OH, OH-5); 6,81 (d, 1H, J = 5 Hz, H-6); 6,3 (s, 1H, H-8); 6,71 (dd, 2H, J
= 5 Hz, H-2'/6"); 6,11 (dd, 2H, J = 10 Hz, H-3'/5"); 2,25 (t, 2H, H-12); 1,71 (sex, 2H,
H-13); 0,84 (t, 3H, H-14); 2,48 (t, 2H, H-8"); 1,61 (sex, 2H, H-9°); 0,89 (t, 3H, H-10");
7,46 (s,1H, H-3"); 11,87 (s, 10H, OH-5"); 6,98 (s,1H, H-6"); 7,46 (s, 1H, H-2™):;
7,03 (s, 1H, H-5): 7,40 (s, 1H, H-6""); 2,24 (t, 2H, H-12"); 1,56 (sex, 2H, H-13");
0,89 (t, 3H, H-14"): 2,48 (t, 2H, H-8"); 1,61 (sex, 2H, H-9); 0,89 (t, 3H,H-10"");
2,24 (t, 2H, H-12""); 1,58 (sex, 2H, H-13"); 0,89 (t, 3H, H-14").

RMN de **C (CDCl,, 125 MHz): 82,1 (CH, C-2); 50,8 (CH, C-3); 196,4 (OH, C-4);
163,8 (OH, C-5); 122,8 (CH, C-6); 171,4 (CO, C-7); 106,6 (CH, C-8); 163,9 (C, C-9);
107,3 (C, C-10); 134,3 (C, C-1'); 128,7 (CH, C-2'/6"); 125,1 (CH, C-3'/5); 158,8
(C=0, C-11): 36,3 (CH,, C-12); 18,3 (CH,, C-13): 13,5 (CHs, C-14); 158,8 (C=0, C-
7); 36,2 (CH,, C-8Y); 18,3 (CHp, C-9°); 13,5 (CHs, C-10°); 170,6 (C, C-27); 103,9
(CH, C-3"); 192,5 (C=0, C-4"); 156,7 (CH, C-5"); 105,6 (CH, C-6"); 156,7 (CO, C-
77); 1144 (C, C-8V); 152,9 (C, C-9); 123,3 (C, C-10"); 127,7 (C, C-1V); 1244
(CH, C-2); 142,3 (CO, C-3"™); 138,3 (CO, C-4>"); 125,3 (CH, C-5™); 127,5 (CH,
C-6""); 170,7 (C=0, C-7"); 36,2 (CH,, C-11"); 18,3 (CH,; C-12); 13,5 (CHs, C-
13™); 142,9 (CO, C-3™); 170,9 (C=0, C-7""); 36,2 (CH,, C-8""); 18,3 (CH,, C-9™);
13,5 (CHs, C-10""); 138,8 (CO, C-11); 182,6 (C=0, C-12); 36,2 (CH,, C-13™);
18,3 (CH,, C-14""); 13,5 (CH3, C-15™).

IV(KBrvps/cm™: 3091 (C-H anel);2964, 2929 e 2875 (C-H); 1770 (C=0); 1689 - 1616
(C=C); 1426 e 1363 (CHs); 1257 (C(=0)-0); 1126 (O-C=C).
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UV(EtOH,0.1 %) Ang(log efcm™. L.mol™}): 204 nm (5,86), 224 nm (5,95), 277 nm
(5,71), 328 nm (5,28),206 nm (5,98), 224 nm (6,09), 281 nm (5,76), 331 nm (5,40), 204
nm (6,05), 225 nm (6,11), 281 nm (5,76), 331 nm (5,39), 206 nm (5,94), 223 nm (6,00),
276 nm (5,72), 330 nm (5,32), 205 nm (6,03), 224 nm (6,08), 275 nm (5,75) e 332 nm
(5,29).




