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RESUMO

Os extratos das sementes de Vircia sebifera foi fracionado através de técnicas
cromatogrdficas conduzindo ao isolamento de quatro neolignanas ariltetralénicas
(7'R.8'5,85)-7-hidroxi-3,4,3".4'-dimetilenodioxi-7-oxo-2,7'-8.8"-neolignana(1a); (7'R.8'S,8S)-
3,4,3' 4'-dimetilenodioxi-7-oxo-2,7',8,8'-neclignana (1b); (8R.7'S.8'R)-4,5-dimetoxi-3',4'-
metilenodioxi-7-oxo-2,7',8.8’-neoclignana (2a) e (8R,7'S.8'R)-7'-hidroxi-4,5-dimetoxi-3',4'-
metilenodioxi-7-oxo-2,7',8.8’-neclignana  (2b} e ‘uma neoclignana diarilbutanica
(8S,7'S.8'S)-7-acetoxi-3.4-dimetoxi-3’,4'-metilenodioxi-7.1-seco-6.7',8.8"-neclignana  (4).
previamente descritas na literatura. SGo descritos ainda dois novos produtos naturais
com esqueleto ariltetraldnico e secotetralinico, respectivamente: (7'R.8'S.85)-2'-hidroxi-
3.4.4'.5'-dimetilenodioxi-7-oxo-2,7'-8,8’-neoclignana (1c) e (8R.8'R)-3,4,3'4",7.7"-
dioxo,8.8'-neolignana (3). As neolignanas isoladas em quantidade foram derivatizadas
e avaliadas quanto ao seu potencial bioldgico. No ensaio antitumoral com leveduras
mutantes de Saccharomyces cerevisiae, as neolignanas e os derivados testados foram
inativos. No ensaio antifingico com Cladosporium cladosporiocides apenas 1b e 1¢
demonstraram discreta atividade. No ensaio com desovas de Biomphalaria glabrata, a
Clso para 1b e 1c foi 11,7 e 8.5 ng/mL, respectivamente. No ensaio antioxidante, as
neolignanas mais ativas apresentaram hidroxilas fendlicas livres 1¢, Cat-1a, Cat-2a

demonstrando atividade, em média. quarenta vezes maior que © a - tocoferol.



ABSTRACT

Ethyl acetate extract of Virola sebifera seeds was fractionated by
chromatographic techniques vyielding four aryltetralonic neolignans previously
described: (7'R,8'S.85)-7-hydroxy-3,4,3".4'-dimethylenedioxy-7-oxo-2,7'-8,8'-neolignan
(1a); (7'R.8'S.85)-3.4,3',4’-dimethylenedioxy-7-oxo-2.7',8,8'-neolignan {1b); (8R,7'S.8'R)-
4,5-dimethoxy-3',4'-methylenedioxy-7-oxo-2,7',8.8'-neoclighan {2a) e (7'S.8’R)-7'-hydroxy-
4,5-dimethoxy-3',4'-methylenedioxy-7-oxo-2,7'.8.8"-neolignan (2b) and one
diarylbutanic neolignan (8S,7'S.8'S)-7-acetoxy-3,4-dimethoxy-3'.4'-methylenedioxy-7.1-
seco-6.7',8.8’-neolignan (4). Furthermore, a new aryltetralonic and a diarylbutanic
neolignans were described: (7'R.,8'S,85)-2'-hydroxy-3.4,4'5'-dimethoxy-7-oxo-2,7'-8,8'-
neolignan-{1¢) and (8R,8'R}-3,4,.3'.4",7.7'-diox0.8.8'-neolignan (3). None of the isolated
or derivatized neolignans showed antitumoral activity based on the low growth
inhibition effect on mutant strains of Saccharomyces cerevisiae. The antifungal assay
using Cladosporium cladosporioides showed slight activity for 1b and 1e. The
moluscicidal assay on Biomphalaria glabrata indicated high activity for 1b and 1¢ with
LCso of 11,7 and 8,5 ug/mL, respectively. As expected, the deprotection of 1a and 2a
neolignans, yielding the comresponding catechols, increased forty times the antioxidant
activity as compared to a-tocopherol. Similar activity was observed to the new

neolignan bearing one free hydroxy! group (1¢).
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INTRODUCAO



1.1 - ATIVIDADES BIOLOGICAS DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

A busca de substancias biologicamente ativas em extratos vegetais tem se
intensificado nos Gltimos anos, através do uso de ensaios bioldgicos paralelamente
a fitoquimica. Estes trabalhos de isciamento biomonitorados tém sido desenvolvidos
através do uso de ensaios preliminares e/ou especificos ao longo dos processos de
fracionamentos cromatograficos!2,

Para os constituintes bioativos de plantas importantes comelagdes com
funcdes ecoldgicas, fisiologicas e farmacolégicas tém sido realizadas. As
aplicagcdes mais tradicionais sdo enconiradas na medicina popular entre os povos
chineses e indianos. Drogas como o épio, ébano, mandragora e ginseng estdo
entre as mais antigas usadas na terapéutica humana e datam de
aproximadamente seis mil anos

Atualmente sdo utilizados cerca de 120 farmacos obtidos por extragdo direta
do vegetal, sendo em sua maioria antibidticos, vitaminas, hormdnios e substancias
ativas no sistema nervoso central ou anticancerigenas3.

As indicacdes de potenciais utilizagdes medicinais de plantas podem ser
obtidas a pariir de dados etnofarmacoldgicos comuns ou comparativost. Existem
inUmeros casos de drogas comerciais oriundas de tais informagdes®. Somente na
terapéutica do cdncer temos os alcaldides vinblastina e vincristina de
Catharanthus roseus {Apocynaceae), utilizadas na doenga de Hodgkin e leucemia
iinfocitdria; as lignanas obfidas da mandragora americana (Podophylum peltatum -
Berberidaceae) utilizadas no cancer da préstaia e pulmdo; os derivados da
colchicina de Colchicum autumnale (Liliaceae); o taxol e outros derivados de Taxus
brevifolia em triagem clinica, com promissor uso no cdncer ovariano, € ainda
inimeros outros antitumorais com utilidade restrita a patologias especificas (Tabela
1. p. 3).

1 Bastos, J.K. [1991) - Tese de Doutorado - instituto de Quimica [(USP) - Zanthoxylum naranjilo, Estudo
Fitoquimico e Afividade Biologica

2 grochini, C. B. {1997) - Tese de Doutoramento - Instituto de Quimica {USP) - Terpenos de Guarea
guidonia e Fracionamento Fitoquimico Biomonitorado com Linhagens Mutantes de Saccharomyces
cerevisieae,

3 Korolkovas. A., Burchkhailter, J. H. {1988) Quimica Farmacéutica, Ed. Guanabara Koogan. Rio de
Janeiro,

4 Gottlieb, O. R. &. Stetanelio, M. E. A {1991) Ann. Acad. bras, Ci. 43, (1)






.2- LIGNOIDES: Definicdes e atividades biolégicas.

O termo ligndide engloba importantes classes de metabdiitos secunddrios de
plantas. A nomenclatura utilizada para os esqueletos lignanoidicos foi introduzida
por Haworth?, revisada por Gottlieb (1972)%, e adotada pela IUPAC. Nesta definigdo
considera-se que lignanas sdo formadas por unidades fenilpropanoidicas ligadas
através dos carbonos p—p' (C8/C8’) e neolignanas sdo dimeros ligados por outras
posicoes.

Posteriormente, Gottlieb (1978)'° redefiniu esta nomenclatura segundo a
origem biogenética das substancias, estabelecendo que lignanas sdo dimeros
derivados da condensagdo por acoplamento oxidativo, cujo carbono y (C3) da
cadeia lateral encontra-se oxidado. As neolignanas, ao contrdrio sdo isentas de
oxidagdo neste carbono. Portanto, lignanas seriam dimeros de Acidos cindmicos
e/ou dlcoois cinamilicos e neolignanas os dimeros de propenilfendis e/ou
aliifendis'!. Nesta dissertacdo adota-se esta Ultima definigdo.

Na biossintese de ligndides, os substratos utilizados sdo os produtos finais
provenientes do metabolismo do chiquimato, ou seja, acidos cindmicos, alcoois
cinamilicos, propenil e alifendis. O mecanismo biogénico, atualmente aceito foi
proposto por Erdtmann!' e respaldado em vdrias sinteses biomiméticas atuais'213,
Tal mecanismo envolve acoplamentos oxidativos monoeletronicos e bieletrdonicos
de precurscres como fendis orto ou para substituidos, com hidroxila fendlica livre na
posicdo para das unidades fenilpropanoidicas, levando & formagdo de
quinonametideos. Estes, por interagdo com o carbdnion, oriundo da unidade
precursora ndo oxidada, resulta na maioria dos tipos de esqueletos encontrados
(Figura 1 p. 5). Para as metoxilagées ou metilenagdes, postula-se que estas ocoram
em etapa posterior via ataque aos grupamentos hidroxilicos e preferencialmente

nas posigoes 3 e 5 dos anéis aromaticos.

& Haworth, R. D. (1942} .. Chem. Soc., 448,

? Gottlieb. C. R. (1972) Phylochemistry 11, 1537.

10 Gottlieb, O. R. (1978) Prog. Chem. Org. Nat. Prod. 38, 1.

11 erdtmann. H. (1933) Liebigs. Ann. Chem 503, 283

12 Pelter, A.: Ward, R. S. & Watson, D, J. (1986} Rec. Adv. Phylochem. 20, 201
13 wWard. R. S. (1996) Naturai Product Reports 13. 43.












Figura 3: Ligndides com atividades biolégicas comprovadas.
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{8) Adjangba. M. S. (1963) Bull. Soc. Chim. France, 2344,

{?) Cnipolhliev, 1.; liieva, $t. (1967} Farmatsiya, 17, 56.

Volicer, L.; Sramka. M.: Janku, I.; Capek. R.; Smetana. R.: Ditteova, V. (1966) Arch. intemn. Pharmacodyn.
Ther. 163, 24%.

10)ak Cnipoihliev, 1.; iieva, St. (1967) Farmatsiya. 17, 56

(11} Le Quesne, P.W.; Larahonde, J. E.; Raffauf, R. F. {1980) LLoydia 43, 353.

(12) Kupchan, 5. M.; Stevens, K.L.; Rohlfing. E. A.: Sickles, B. R.: Sneden, A. T. Miller. R. W., Bryan, R. F.
{1978) J. Org. Chem:. 43, 586.

(13) Barata, L. E. 5, Baker, P. M., Gotilieb. O. R., ROveda, E. A. {1978) Phytochemisiry 17, 783.

(14) Watanabe. K.; Goto, Y.: Yoshitomi, K. {1973} Chem. Pharm. Buil. 21, 1700.

(15) Oliveto, E. P. (1977) Chem. ind., 677.

(15) Rao. K. V.; Alvarez, F. M. : (1983) Tetrahedron Lelt. 24, 4947.

(16) Fournet. A.; Bamios. A.: Muiioz. V.; Hocquemiiller, R.; Roblot, F.; Cavé, A (1994) Pianta Medica 60. 8.



1.3- A ESPECIE Virola sebifera 20

A espécie Virola sebifera pertence a ordem Magnoliales, a classe

Angiosperma, “a familia Myristicaceae e ao género Virola.

VIROLA Schultesii ice

Figura 4: Ramos floridos e detalhes das inflorescéncias de Virola schultessii, similar a

V. sebifera (Reprodugdo de Schultes & Holmsted, 1971)2,

Do ponto de vista filogenético, a familia Myristicaceae é considerada pelos
sistematas?22 como sendo uma das mais primitivas familias entre as Angiospermas
vivas. Segundo Hegnauer?, é composta por 15 géneros e cerca de 300 espécies,

distribuidos em trés blocos continentais principais:

2 Rodrigues, W.A {1980) Acta Amazdnica (10), 1-123

2t Schultes. R. E.& Holmstedt, B. {1971} Lihoydia 34, 61.

22 Smith, A. C., Wodehauser, R. P. {1937) Brittonia 2 (05), 313.

2 Hegnaver, R. (1969) Chemotaxonomie der Pflanzen, Band V Birkhauser-Verlag, Basel, p. 144-153.
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® Gymnacrantera, Horsfieldia, Knema e Myristica, no continente asidatico

® Brochoneura, Cephalosphaera, Coelocaryon, Pycnanthus, Scyphocephalalium e

Staudtia, na Africa e Madagascar;
® Compsoneura, Dialyanthera, iryanthera, Osteophloeum e Virola nas Américas.

Quanto ao nimero de espécies dos géneros americanos, Willis2¢ aponta a
existéncia de sessenta espécies de Virola, trinta de Iryanthera, onze de
Compsoneura, nove de Dillyanthera e uma de Osteophloeum.

O género Virola apresenta distribuicdo geografica ampla, ocorendo em
quase toda a América tropical, desde a Nicardgua até o Peru e Bolivia. No Brasil,
estd presente em todos os Estados, principalmente na bacia amazdnica com o
ntmero de espécies diminuindo abruptamente em direg¢do ao extremo meridional
do pais.

No género Virola, nome adotado por Aublet em 1775 em referéncia a uma
espécie utilizada pelos indios Sinemar da Guiana Francesa, encontram-se desde
arvores muito pequenas até elevadas, mas raramente arbustos.

Para esta espécie, o habitat preferencial sdo matas de temra fime, campos
cerrados, geralmente em baixas altitudes, mas pode ocorrer em elevagdes de até
1300 m, como na Serra dos Pirineus, em Goids.

Sua floragcdo acontece durante todos os meses do ano, mas destaca-se os
meses enfre fevereiro e maio; jad a frutificagdo ocomre entre os meses de maio e
outubro.

Dependendo da regido, pode ser identificada pelos nomes populares de
“arvore da cera”, "bicuiba vermelha”, "uculba-da-terra-frme" ou “uculiba-da-
folha-larga"” na regido amazdnica, e como *pindaiba-roxa™ em Goids, entre outros.

Outra importante caracteristica para reconhecimento da espécie é a
presenca de uma resina vermelha que exsuda da casca apds a incisdo, onde as
triptaminas estdo presentes em concentragdes de até 11%25.

A principal aplicacdo comercial desta espécie encontra-se na indUstria
madeireira para producdo de tdbuas de embalagem e construcdo civil e na

indUstria cosmética.

24 Willis, J. C. {1973) A Dictionary of the Flowering Plants and Fems. Cambridge University Press,
Cambridge. p.771.

25 Agurell, §.: Holmsted.,t, B.; Lindgren, J-E.; Schultes, R. E. (1969) Acta Chem. Scand. 23, 903.
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1.3.1- METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS DE Virola sebifera

A “ucuuba" ou "“drvore de gordura”, assim denominada pelos indigenas da
amazdonia, apresenta em suas sementes ésteres de acidos graxos saturados como
laurico, miristico, palmitico e estedrico, e insaturados como o oleico e o linoleico e
ainda metabdlitos do tipo acilflorogiucindis?, tidos como inibidores da oxidagdo
destes dcidos graxos insaturados. Observa-se ainda, a presenga abundante de
neolignanas ariltetralinicas (Fig. 7, p.12), as quais tém sido atrbuidos efeito
antifingico?. Os usos populares das Myristicaceae? apontam para eficdcia do
tratamento de afecgdes reumaticas, tumores artriticos, cdlicas, erisipelas e feridas.

Os dados etnofarmacolégicos apontam as cascas e folhas? (Figura 5 p.12)
desta espécie como alucinogénica, devido a presenga de alcaldides
triptaminicos® e B-carbolinicos?!, como a N.N-dimefil-triptamina (l1e) e 2-
metiltetrahidro-p-carbolina (2¢)32. Nas cascas, observa-se ainda a presenga de
alguns terpendides®. As folhas adultas de V. sebifera apresentam neolignanas
diarilbutanicas e lignanas dibenzilbutirolactdnicas como seus metabdlitos mais
abundantes, cujos teores sdo dependentes de variagdes sazonais®. Ja as folhas de
plantulas (Figura 9, p. 13) apresentam neolighanas ariltetraldnicas e policetideos
como seus componentes principais.?® Os frutos galhados, geraimente oriundos do
ataque por Agrobacterium tumefaciens, também apresentam neolignanas
ariltetralinicas em elevada concentragdo (Figura 10, p. 13).

Do fronco de Virola sebifera exsuda uma resina, cuja cor vermelha deve-se
a presenca de biflavondides¥, flavondides, flavanas e 1,3-diariipropandides¥,

utilizados contra aftas, anginas e erisipelas na forma de gargarejos ou logdes.

26 Kato. M. J., Lopes, L. M. X. Paulino fe, H. F.; Yoshida, M. & Gottlieb, O. R. (1985) Phytochemistry 24.
533.

27 Adjangba, M. S. (1973) Bull. Soc. Chim. france, 2344

2 Kistler, L. L. {1970) Biology 207, 35.

¥ McKeenaq, D. J.;: Towers, G. H. N.; Abbott, f. S. (1984} J. Ethnopharm. 12, 179

¥ Kawanishi, K. & Hashimoto, Y. (1987} Phytochemistry 25,279.

31 schultes, R. E.& Holmstedt. B. (1968) Rhodora 70, 113, .

32 Lindgren. comunicagdo pessoal a Schultes. R. E.& Holmstedt, B. {1968] Rhodora 70, 113

3 Corothie, E. & Nakano, T. {196%) Planta Medica 17,184

3 Fraga.,, R. L. (1987) Dissertagdo de Mestrado -~ Departamento de Quimica do Centro de
Tecnologia da Universidade de $ao Carlos.

35 Danelutte, A. P. (1996} Tese de Mestrado - Departamento de Quimica da Universidade de Sao
Pavlo.

3 Gottlieb, O. (1979) - 1. Ethnopharmacol. 1, 309

37 Gofttlieb. O. R.; Loureiro. A. A.; Carneiro, M. dos §.. da Rocha, A. L. {1973) Phytochemistry 12, 1830.
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Figura §: Metabdlitos secunddrios das cascas e folhas de V. sebifera

1a: R1=H, R2=R3=H

1b:; R1=R2=H, R3=Me
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1e:R1=0OMe, R2= RI=Me
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Figura 6: Metabdlitos secundarios dos tegumentos de V. sebifera.
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Figura 8: Metabdlitos secunddrios de sementes de V. sebifera.
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1.4- ENSAIOS BIOLOGICOS

Um dos aspectos mais fundamentais na descoberta e no desenvolvimento
de farmacos, seja de origem natural ou sintética é a utilizacdo de ensaios
bioldgicos adequados e confidveis. De acordo com a literatura®, os alvos dos
bioensaios podem ser do tipo pré-seletivos para simples deteccdo da atividade
citotdxica, ou especificos na deteccdo de um alvo direto.

O prmeiro tipe utiiza organismos inferiores como invertebrados,
microorganismos, plantas e aigas para bicensaios de bancada. O segundo é
vtilizado apds a detecgdo de atividade prévia, sendo redlizado através de
bicensaios frente a bactérias e fungos, sistemas subcelulares isolados como
enzimas, receptores ou organelas; células vegetais ou animais produzidas por
cultura de tecidos, érgdos isciados de vertebrados, ou ainda através da utiizagdo
de animais superiores inteiros.

O inconveniente dos ensaios especificos estd na necessidade de
especidlistas, na exigéncia de condicdes estéreis e no sacrificio de animais de
laboratdrioc. A quantidade de material vegetal purificado, a estabilidade quimica e
a solubilidade da substdincia isolada sdo também outros fatores que muitas vezes
dificultam a realizagdo de tais testes.

Nos bicensaios de bancada, muitas dessas dificuldades sdo eliminadas,
exceto pelo fator solubilidade do material a ser testado. Destacam-se importantes
vantagens como a obtengd@o de resultados rapidos, com baixe indice de falsos
negativos e positivos; baixo custo aliados a simplicidade, sensibilidade e elevada
reprodutibilidade na detecgdo de compostos ativos. A importancia de tais ensaios
pré-seletivos eleva-se ainda mais, quando observa-se que estes apresentam
excelentes comelacdes estatisticas para determinadas atividades especificas®.

No presente trabalho sdo realizados ensaios de ambos os tipos. A justificativa
para a escolha e a descricdo de cada um destes, é abordada de maneira a situd-
los dentro de um contexto global. através de um breve histérico e pela

apresentacdo de métodos alternativos aqueles desenvolvidos neste trabalho.

38 Hamburguer & Hostettman et al (1991) Phytochemistry 30. 3864
¥ Anderson, J. E.: Goetz, C. M. Suffness. M. and Mclaughlin, J. L. {1991) Phyto. Anal. 2, 107.
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1.4.1- Ensaio antifingico

Agentes antifingicos sdo utilizados tanto na clinica humana e veterindria,
quanto para protegdo de plantas, sementes, solos e pinturas. Podem ser protetores
foliares, conservantes de produtos industriais e madeira. Para a avaliagdo desta
atividade, reaiiza-se um ensaio para visualizagdo do efeito inibitério da substancia
sobre o crescimento dos fungos. Optou-se pela utilizagdo de um representante dos
fungos superiores, Ordem Eumycota, pois estes sGo responsaveis por varias doengas
de dificil tratamento, como a alergia causada pelo fungo Trichophyfon
mentfagrophytes (“pé-de-atleta”), a paracoccidioidomicose, a blastomicose sul-
americana causada pelo Paracoccidioides brasiliensis entre outras doengas, ainda
sem tratamento.

Estes fungos apresentam micélio, esporos aéreos e ciclos de vida complexos,
podendo desenvolver coldénias do tipo leveduriformes, associadas das fungdes
vegetativas / reprodutivas, ou filamentosas. Este dimorfismo presente nas coldnias
pode ser reproduzido em laboratério, variando-se o pH do meic de cultura
{favorecido entre 5-7), a temperatura de incubagdo, a tensGo de Oz e & prdpria
composicdo do meioc de cultura. Os fungos apresentam crescimento mais lento
que bactérias necessitando, geralmente de sete a quinze dias de incubag&o. Para
inibir o desenvolvimento de bactérias que podem se sobrepor ao crescimento do
fungo, é necessdria incorporagcdo de antibidticos de amplo espectro, como o
cloranfenicol. Muitas espécies de fungos exigem luz para seu desenvolvimento,
outras sdo inibidas ou indiferentes. Em geral, sdo sensiveis a incidéncia direta da luz,
devido a agdo fungicida da radiagdo ultravioleta.

O fungo Cladosporium cladosporioides, utilizado no ensaio desenvolvido
nesta Dissertagdo, é patogénico para plantas, e um resultado positivo neste ensaio
pode ser considerado um indicador para uma possivel atividade contra fungos
patogénicos humanos. Deve-se lembrar ainda, que outras espécies do género
Cladosporium causam cromoblastocitose, uma micose crénica de pele e tecidos
subcutaneos.

Pelas razdes anteriormente citadas e devido & dificuldade no combate as

micoses sistémicas associadas a doengas imunodeficientes, tal como a AIDS, faz-se
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1.4.2- Ensaio antitumoral

O cancer constitui-se na segunda maior causa de morte nos paises
industrializados. De cada cinco individuos acometidos, um chega ao dbito. Como
o cdancer € uma doenga de etiologia mdltipla, ou seja, vdarios mecanismos
biolégicos sdo atuantes, € imprescindivel o entendimento dos diversos mecanismos
existentes. Entretanto, a indistria farmacéutica investe apenas 3% de seus lucros em
pesquisas na drea novas drogas antitumoraiss'. Este fato refiete o desinteresse
comercial na exploragdo de tais substancias, e a importancia do papel da
pesquisa académica.

Atualmente, os tratamentos disponiveis para o cdncer sGo a cirurgia, a
radioterapia, a quimioterapia e imunoterapia. Embora esta UJitima seja a mais
indicada, as pesquisas nesta drea sdo ainda muito incipientes, e portanto a
quimioterapia continua sendo a mais aplicada.

Os agentes quimioterdpicos sdo classificados de acordo com seus

mecanismos de agdo em:
e Agentes alquilantes de centros biolégicos essenciais como dcidos nucleicos.
Ex: Ciclofosfamida.

e Agentes intercalantes de pares de bases de acidos nucleicos. Ex: Elipticina {1)

® Antimetabdlitos de processos bioquimicos, por competicGo com metabdlito
natural. Ex: Metotrexato
e Antimitdticos, ou seja, inibidores da mitose celular seja através do inibigdo da

formacdo do fuso mitdtico (colchicina 2) ou enovelamento dos microtubuios
(taxol 3) ou qualquer outro evento que resuite no impedimento da divisGo
celular (Figura 11 p. 19). A enzima topoisomerase Il & responsavel peia
isomerizacdo da topoforma do DNA, através da formagdo de um intermedidrio
(Enzima-dupla fita DNA). A inibigdo da enzima topoisomerase Il impede a
quebra da dupla-hélice e sua consequente replicagdo, enguanto que a
enzima topoisomerase | estd associada d reparacdo da excisdo durante a

recombinagdo mitdtica. Drogas como o etoposideo e teniposideo estabilizam

51 Comréaq, A. C. {1995) Quimica Nova 18 {5), 460.
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topoisomerase |l resultando no aumento da quebra do DNA e faléncia na rejungdo
das partes{Fig. 2 p. 4).

O ensaio antitumoral descrito nesta Dissertagdo, utiliza leveduras mutantes
de Saccharomyces cerevisiae com deficiéncias nos mecanismos de recombinagdo
e/ou reparacdo do DNA. As células tumorais apresentam as mesmas deficiéncias
no reparo do DNA, ou seja, apresentam células incapazes de comigir emos que
ocomem normalmente durante as recombinagdes cromossdmicas das células
normais.

Como estratégias de avaliagdo da atividade antitumoral utiliza-se explorar
as diferengas morfoldgicas e metabdlicas entre céluias canceroras e normais
através de estudos histoldgicos e bioquimicos comparativos.

Para a selecdo de substdncias potencialmente Uteis no tratamento do
cAncer, desenvolveu-se algumas variedades mutantes {Rad+, rad 321N, rad52Y,
etc) com membrana citoplasmdatica mais permedvel & passagem de metabdiitos,

como um arificio "amplificador” da agdao antitumoral.

Figura 11: Quimioterdpicos intercalantes (1) e antimitéticos (2-3).






2]

A esquistossomose pode ser combatida através do exterminio do hospedeiro
intermedidrio (caramujo) ou pelo tratamento do ser humano infectado. Para tanto,
sdo utilizados farmacos sintéticos que possuem varias restri¢des de uso devido aos
severos efeitos tdxicos aos usudrios e/ou meio ambiente. Na Nigéria o
reflorestamento de dreas infectadas com espécies vegetais ativas® tem sido
aplicado com sucesso. Outros modos de combate d doenga continuam sendo
desenvolvidos e, dentre estes, o mais recente é a aplicagdo tépica de aerossdis
fitoterdpicosss, previamente a entrada em aguas estancadas.

No caso de vegetais, as familias Compositae, Euphorbiaceae, Leguminosae,
Phytolacaceae, Polygonaceae, Rubiaceae e Ruftaceae’®, concentram vdrias
espécies cujos extratos possuem elevada atividade moluscicida.

As classes de compostos quimicos naturais mais comumente
relacionadas®%85 q atividade moluscicida s@o as saponinas monodesmosidicas
com apenas uma unidade glicosidica. Tais compostos sdo ativos em doses
inferiores a 1,5 ug/mL, sendo equivalente ao atual moluscicida utilizado
comercialmente (Bayluscide = niclosamida). SGo também conhecidos muitos
sesquiterpenos e lactonas sesquiterpénicas potentes como warburganal e
ambrosina (2,0 ug/mL); algumas naftoquinonas ativas como a plumbagina; fendis
simples como o derivado do dacido salicilico (0,35 pg/mlL) e cumarinas.

Devido a falla de informagdo acerca da bioquimica, fisiologia e
metabolismo de substéncias dos moluscos, com excegdo aos insetficidas®, os
mecanismos de agdo sdo pouco conhecidos. Alguns atuam na osmoreguiagdo,
inibindo a atividade neurosecretora, como as organotinas e sulfato de cobre.
Ovutros afetam os sistemas enzimdtficos da cadeia respiratdriaé!, como a

niclosamina, pentaciorofenato e sulfato de cobre. Alguns autores ainda descrevem

33 Mott, K. E.(1984) Memorial do Instituto Osvaldo Cruz Supl. (1): 1-19, Rio de Janeiro.

54 Adewunmi, C. O {1984) International Journal of Crude Drug Research 22, 141.

55 Perrett, S.; W

hitfield, P. J.; Sanderson, L.; Bartlett, A.{1995) Journal of Ethnopharmacocilogy 47, 49.

s puncan, J. in: Mott, K.E., (1987) Plant Molluscicides, Ed John Willey, Chicester, p. 45-108.

57 Marston, A. & Hosttetmann, K. {1993) Journal of Ethnopharmacology 38 {2-3), 215.

88 Marston, A.; Dudan. G.; Gupta, M. P.; Solis, P. N.; Hostettmann, K.; (1994} inter. J. of Pharmacog. 34
{1).15

5 Kloos. H.; McCollough, F. S {1982) Planta Medica 46, 195.

% Sullivan, J. T. & Cheng. T. C.(1975) Heavy Metal Toxicity to B. glabrata Ann. N. Y. Acad. Sci.: 28é: 437
! Villers & Mackenzie {1943) Builettin of World Health Organization 2 (1), 424.






.4.4- Ensaio de avaliagao da atividade antioxidante

O estudo da capacidade antioxidante de vegetais, ervas e temperos tem
sido bastante difundido nas Ultimas décadas, com vistas a sua aplicagcdo na
industria alimenticia®, na prevengdo da rancificagdo e na indistria cosmética
como agente antienvelhecimento. De maneira geral, os antioxidantes tém sido
aplicados na prevencdo de danos gerados ao corpo humano por espécies
reativas de oxigénio.

O termo antioxidante engloba n&o apenas inibidores da peroxidagdo
lipidica como o a-tocoferol, mas refere-se ainda a inibidores de danos oxidativos
causados em proteinas, DNA e outras pequenas moléculas. Portanto, o agente
antioxidante representa qualquer substancia que, quando presente em pequenas
concentragdes, em relagdo ao substrato oxidavel, protege-o da agdo
degradativass,

Para avaliacdo da afividade antioxidante sdo conhecidas vdarias
metodologias com distintas finalidades (Tabela 3 p. 25).

Sabendo-se que os aldeidos presentes em muitos sistemas bioldgicos sGo
produtos do metabolismo de hidroperdxidos lipidicos, e o principal produto da
peroxidagdo lipidica é o malonildialdeido (MDA), a quantificagdo deste representa
um indice indireto da injuria oxidativa. O principio deste método baseia-se na
deteccdo de produtos de lipoperoxidagdo, resultantes da oxidagdo espdntanea
de lipidios (principalmente MDA) presentes nas células cerebrais. Estes radicais
perdxidos formados podem ser detectados pela medida da quimicluminescéncia
(QL) devido & emissdo dos fétons ou reagdo de produtos colorimétricos com dcido
tiobarbiturico (TBA)¢, detectdveis em 535 nm (Figura 13 p. 24).

Dentre as duas medidas, a primeira é a mais sensivel.

& Laliger, J. (1991) The use of antioxidants in food. in Free Radicals in Food Additives . Ed. Aruoma, O.
I. and Halliwell, B.. pp.121-150. Taylor and Francis. London.

4 Halliwell, B. (1990) Free Rad. Res. Comm. 9, 1-32.

$75tocks. J.; Gutteridge, J.M.C.; Sharp. R.J.; Dormandy, T.L {1974} Cli. Sci. Mol. Med., 47 215
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A medida da capacidade antioxidante através do MDA, é aplicada
geralmente a sistemas de membranas definidas, como microssomas e lipossomas,
naoc sendc aplicada para fluidos corporais e extratos de tecidos, pois a reagdo
com dcido tiobarbitirico ndo é especifica para aideidos, ocomrendo também
reagdes paralelas com carboidratos, pimidinas e hemoglobinas, gerando
substancias coloridas que absorvem em regido sobreponivel aos produtos

colorimétricos do malonildialdeido (MDA).

HS OH Sal N M Ho N SH
\r/ | +  oHc _cHo . \[/ = Y
2 Ny N e l 2N *2HO
H H
AC. TIOBARBITURICO MALONILDIALDEIDO PRODUTO COR-DE-ROSA
(TBA) {MDA) Vmax=532-535 nm

Figura 13: Reagdo colorimétrica com malonildialdeido.
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® Cromatdgrafo a gds, mod. HP- 5890 series |, com coluna capilar HP-5 de
silicone derivatizada com 5% de fenil em metilsilicone medindo 30 m x 0,32 mm x
0,25 mm utilizando N2como gds de amraste e detector FID.

® Cromatografo liquido de alta eficiéncia Mod. HP Series 1050 com
detector UV, integrador HP 3395 e injetor automdatico Shimadzu SIL-9A em coluna
analitica TAXSIL [ 250x4.6 mm ) com deteccd@o a 254 nm e fluxo de 0,6 mL / min.

Os espectros de RMN - 'H e 13C foram registrados em espectrémetros Bruker
mod. AC-200, 300 e 500 MHz utilizando como solvente CDCls (Aldrich). As
excegdes sdo adeqguadamente especificadas no texto. A referéncia interna
utilizada foi o sinal de TMS (0 8) ou CDClIs (7.25 §). Os dados sdo expressos em
deslocamento quimico & ( ppm )} e constante de acopiamento J em Hz.

Os espectros no infravermelho foram registrados em aparelhos FTI-IR 1750
Perkin-Elmer e FI-IR 510 Nicolet, utilizando pastilhas de KBr. Os dados sdo expressos
em numeros de onda v (cm ).

Os espectros de massa foram obtidos em espectrémetro HP 5988 A Hewlett
Packard ( CG / EM ), Mat 90 Finnigan e INCOS 50 Finnigan-Mat (injegdo direta),
acoplados a cromatégrafo Varian 3400, com ionizagdo por impacto eletrénico a
70 eV.

As medidas de rotagdo especifica [a]o foram realizadas em polarimetro
digital JASCO DIP-370 com lampada de Na em A = 589 nm.

I.1.1.2- Ensaio com desovas de Biomphalaria glabrata

As dilvicdes das amostras teste foram preparadas utilizando-se
micropipetas da marca Gilson modelo P100 e P1000 e balanga analitica Sartorius
modelo BP110S. As desovas foram adicionadas as solugdes preparadas em
placas de polietileno de alta densidade com doze orificios, marca “Costar” (12),
com volume final de 3 mL ou 10 mL. A temperatura de exposicdo dos
organismos teste foi controlada em estufa e incubadora BOD modelo 347 F
(Fanem). A observagdo dos organismos teste foi realizada em lupa Olympus
modeio BH2.
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Grupo il

A adigdo de éter etilico as fragdes 5 e 6 resultou na precipitacdo de um sdlido
amorfo branco-amarelado (985.0 mg) que submetido a cromatografia radial
preparativa (CRP) com Hex/MexCO/i-PrOH (80/20/1) como eluente, originou 20
fragSes/30 mL. Este procedimento resultou no isolamento da neolignana
secotetraldnica 3 (881,5 mg) e, em menor proporgcdo, da neclignana ariltetraldnica 1b
(87.0 mg).

O sobrenadante foi concentrado(8,0g) e fracionado em CC filtrante, sob
pressdo reduzida.

Dimensdes da coluna (dXh): 40 cm X 32,5cm

O gradiente eluotrépico utilizado foi

o Hex:DCM: Me2CO (17,4:81,3: 1,3) 800 mL
e Hex:DCM: Me2CO (10,0: 88,6: 1,4) 800 mL
e DCM:Me2CO (97,5:1,5) 400 mL
e CDCI3:AcOet:i-PrOH (80: 20: 1) 1000 mL

NUmero de fragdes: 51 fragdes reunidas apds andlise por C.G. em 4 grupos (1-2;

3-12; 13-25; 26-51) (Esquema 3, p. 34).

As neolignanas 1a (100.1 mg). 2a (352,5 mg} e 1b (264.5 mg) foram isoladas por
precipitagcdo direta, apds adicdo de éter etilico as fragdes 5/6.1-2; 5/6.3-12; 5/6.13-25,

respectivamente (Esquema 3, p. 34)

O sobrenadante obtido (400 mg) da fragGo 5/6.1-2 apds concentrado, foi
analisado por CC filtrante & vacuo, de dimensdes 5,0 X 20,0 cm; eluente isocrdtico de
Hex/AcOEt/i-PrOH (75/15/1) resultando em 51 fragdes/20 mL, e na purificagdo direta
das neolignanas 1a (58,9 mg) e 1b (20,0 mg). As fragdes intermedidrias (4-29} foram
isoladas por CPC utilizando-se Hex/A (30/70) (A= DCM:Me2CO 97.5:1,5) como fase

movel, obtendo-se as neoclignanas 3 (50,0 mg) e 1b (129,4 mg).
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Grupo IV

A fragdo 7 (8,0 g) foi precipitada em éter etilico produzindo um sélido (0.8 g)
constituido peia neolignana 1b e, em menor propor¢do a neolignana 2a,

identificadas com base no uso de padrées e cromatografia a gas (Esquema 4, p.
36)

O sobrenadante obtido (6,5 g) foi concentrado, e a seguir purificado por CC
filtrante a vacuo (32,5X4,0 cm) com mistura de solvente isocrdtica de
Hex/DCM:Me2CO  (8,3:82,5:9,2), obtendo-se 14 fragdes/20 mL. Estas foram
reagrupadas, apds andlise por CG, em trés grupos distintos: 7.1-5 (2,12 g); 7.6-9 (2,5
g) e 7.10-14 (0,50 g).

As fragdoes de 7.1-§ (2,12 g) sob adigdo de éter efilico resultou num
precipitado (300 mg) que submetido a CC tipo “flash" (14,0X2,5 cm), com eluigdo
isocrdtica de Hex/A (30/70) (A=DCM:MeQH 99,5:0.5) resultou em 23 fragSes/50 mi.
Destas, as cinco fragdes iniciais (196,0 mg) foram purificadas por CPP com Hex/A
(20/80) (A=DCM: Me2CO 99.5: 0.5), resultando na neolignana 2a (97.0 mg).

As fragdes de 7.6-9 (2,5 g) foram purificadas por CC filtrante sob vacuo
(5.5X20,0 cm} e gradiente eluotrdpico, abaixo discriminado, resultando em 25

fragoes/50 mi.

® Hex:DCM: Me2CO (16,3: 82,0: 1,7). 750 ml
® Hex:DCM: Me2CO (9.1: 89.1: 1,8). 1500 ml
® DCM: Me2CO (98:2). 500 mi
® ACOEt : MeOH (3:1) 500 ml

A adicdo de éter etilico/hexano as fragdes obtidas levou & purificagdo das
neolignanas 1c {274,1 mg), 1b (1,05 g) e 2b (56,1 mg).
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Grupo V

As fragdes deste grupo (8/9) foram reunidas (7,55 g) e submetidas a
precipitagdo em éter/hexano. No precipitado resultante (1.5 g). a neolignana 2b
apresentou-se como o constituinte majoritdrio apds detecgdo por cromatografia &
gds (Esquema 5, p. 38)

O sobrenadante obtido foi fracionado por CC filtrante & vacuo (22,5X6.5 cm)
e condigdo isocrdtica de Hexano/Acetato/lsopropanol (90/10/1) fornecendo 13
fragSes/500 mi. Destas, as fragdes 7-8 (180 mg) foram submetidas & CC “flash” (14,0
X 2,8 cm).

Gradiente eluotrépico:

® Hex/DCM: Me2CO (17,5: 81,25: 1,25) 600 ml
® Hex/DCM: Me2CO (10,04: 88,60: 1,36) 100 mi
® DCM: Me2CO (99.5:0,5) 100 mi
® DCM: Me2CO (99.5: 1,0) 100 mi
® DCM:MeOH ( 99.5: 0.5) 100 ml
® DCM:MeOH ( 99: 1,0} 200 ml

NUumero de fragdes coletadas: 132/7 mil.

Apds andlise por CPC, fez-se a reunido das amostras semelhantes, resultando
em 30 fragdes. Dentre estas, as neolignanas 1b (57,4 mg), 4 (21.8 mg} e 1¢ (20,0
mg)} apresentaram-se purificadas. A andlise das demais fragdes foram realizadas
por cromatografia a gds, possibilitando identificar a neolignana 2b como

maijoritdria, também nestas fragdes.
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Tabela 4: Proporcdes relativas de neolignanas isoladas das fragdes trabalhadas do

extrato reunido de V. sebifera.

|Ka) 0.51 0.24 %
b 1,30 0,62 %
]~ 0,20 0,09 %
2a 0,31 0.15%
?2b 0,74 0,34 %
3 0,65 0,30 %
4 0,012 0,0065 %
| Ac. graxos e derivados 69,2 30,95 %

f%%, °
B v

L

21.698

804

-

oo |
Of
178
18.189 <
08

L 12,607

Figura 15: Cromatograma & gés obtido a partir da mistura de padrdes das
neolignanas isoladas e derivados.



I1.1.5- DERIVATIZACOES

1.L1.5.1- Desmetilena¢ao das neolignanas 1a e 2a.

Visando a avdliagdo da importdncia do grupamento metilenodioxifenilico
frente as diferentes atividades bioldégicas, foram realizadas reagbes de desprotegdo
nas neolignanas 1a e 2a, levando & formagdo dos catecdis comespondentes.
Dentre as vdrias metodologias conhecidas utilizou-se a desmetilenagdo proposta
por Node et. All.727! com sistema reagente tiol-AlXa, devido G preferéncia para
desmetilacdes ocomer com velocidade decrescente, na seguinte ordem:
RCHz0OMe > R2CHOMe >> Ph-OMe.

As neolignanas 1a e 2a foram dissolvidas em solugdo seca de DCM/EtSH a
5% e vertida em AICIls & 0° C, sob atmosfera inerte de Nz. A reagdo foi monitorada
por CPC durante cerca de 1h e, finalizada com HCI 1%.

Fez-se a extracdo da fase orgdnica com éter etilico, para eliminagdo do tiol
presente. Esta foi tratada de maneira usual, ou seja, adicionou-se solugdo salina
saturada para auxiliar na separacdo das fases e Na28O4 como secante.

A purificagdo dos produtos da reagdo foram executados por C.C filtrante
sob pressdo, seguido de CPC em silica. Os eluentes foram, respectivamente,
DCM/MeOH (99/1) e DCM/MeOH (98/2}), para os produtos da neolignana l1a e
DCM/MeOH (98/2) e DCM/MeCQH (96/4) na reagdo com a neolignana 2a.

Como principais produtos das reagdes obtiveram-se os catecdis

correspondentes Cat-1a e Cat-2a, caracterizados por RMN de 'H e 13C.

70 Node, M.; Hatori, H.; Fujika, E. (1976 ) J.C. S. Perkin |, 2237
7l Node, M., Nishide, K., Sai, M., Fuji. K.Fujita, E. (1979) Chemistry Letters, 97.
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1.1.5.2- Acetilagdo da neolignana 1¢

Visando confirmar a estrutura proposta para a neciignana 1e, conduziu-se a
reacdo de aceflilagdo desta neoclignana com anidrido acético e piridina, durante
24 h. A seguir, verteu-se dgua gelada ao meio reacional seguido da adicdo de
CHClz para extracdo da fase orgdnica. A esta fase adicionou-se solugdo de HCI 1%
para eliminagdo da pirdina do meio. A fase clorofdrmica foi seca com Naz2SOs
evaporada e, posteriormente purificada em CPP com Hex:DCM: AcOH:-PrOH
(23.1:75,4:0,8:0.8).

O rendimento obtido para esta reacgdo foi de 69 %.

(CH 3CO) aO

piridina

CmHl706 C22H1907
10 mg {2.83x10-5mol) 8 mg (1,95x10-5 mol)
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1.1.6- DADOS FiSICOS DAS NEOLIGNANAS ISOLADAS

11.1.6.1- Neolignanas ariltetralonicas

(7'R.8'S,8S)-7-hidroxi-3,4,3',4'-dimetilenodioxi-7-oxo-2,7'-8,8'-
neclignana (1a)

C20H180s

pf=173-174°C

[a]o - 41,0°(MeOH:; ¢ 0,1)

RMN-'H e 13C- Tabelas 6 e 7 pp. 41-62, Espectros 1-3, pp. 91-93.

LV.: CO (1674), Ar( C=C) 1617, 1584, 1508; CH202(937).
EM 70 eV, m/z (intrel.): 338( M* , 57), 309(4). 328(8), 295(3)., 282(100), 281(20),

283(18), 251(2), 252(18), 253(8). 223(4). 224(38), 225(13), 196(29), 149(7). 139(25).
138(22), 96(23).

(7'R,8'S.85)-3,4,3' 4'-dimetilenodioxi-7-oxo-2,7'.8,8'-neclignana
(1b)

C20H1204

p.f=112-115°

[x]p-18.0° (MeOH:; ¢ 0.1)

RMN-H e *C: Tabelas 6 e 7 pp. 61-62; Espectros 6-10, pp. 96-
100.

IV: OH(3457); CO(1668), Ar(C=C) 1615, 1587,1505; CH202(938).

EM 70 eV, m/z (int.rel.): 354(M*", 21), 336(2), 298(100), 269(16), 270(5), 240(16). 241(5).
189(4), 149(35), 121(11), 120{10), 63(10).









(8S.7'8.8’S)-7-acetoxi-3,4-dimetoxi-3',4'-metilenodioxi-7.1-
seco-6.7',8.8"-neoclignana(4)

C23H2s0

RMN-'H e 13C- Tabela 11, p. 81: Espectros 34-39, pp. 124-
129.

LV.: CO(1737), Ar(C=C} 1511, 1487, 1463, 1444, 1420;
CH202(934).

EM 70 eV, m/z (intrel.). 400(M*), 272(18), 271(100), 240(2), 227(3}. 226(2), 225(2),
197(2), 152(2), 139(2). 135(2), 127(2), ?1(1).

1.1.6.3- Dados especiroscopicos dos derivados

Cat-1a

RMN 'H (Espectro 4, 200 MHz): H9-1,12 (d, 6,7); H?'-0,93 (d, 6,5): H8'-3,62 (d, 9.7):
H7-7.58 ( d, 8,2); H7'- 6,54 (dd, 8,1; 1,8); H6-6,71 (d. 8,2); H6'-6,54 (dd, 8,1: 1,8): HS'-
6.72 (d.,8,2): H2'-6,50 (d, 1,8); 2CH202- 5,63 e 5,72 (2d, 1,0).

RMN 3C (Espectro 5, 50 MHz) : C9-12,5; C9'-17.,6; C8-47,0; C8'-43,4; C7-199.3: C7'-
49,1; C6-122,0; C6’-122,7; C5-107.6; C5'-107.8; C4- 151,7;: C4"-146,0; C3-145,0; C3'-
147,4; C2-127,7; C2'-108,7; C1-126,8; C1'- 137,64, CH202-100.9/ 101,6.

Cat-2a

RMN 'H (Espectro 26, 200 MHz): H?-1,25 (d, 4.6 ); H?'-0.91 (d. 6.4 ); H8-2.33 (dq, 6.4
12,0); H8’-1,93 (ddaq, 6,6; 10,4; 12,0); H7'-3,61 (d, 10,4): H6-7,45 (s); H6'-6,62 {dd, 2.0
8,0); H5'-6.88 (d, 8,0 ); H3-6,19 (s): H2'-6,54 (d. 2,0 ); 3-OMe-3,60 (s); 4-OMe-3,83 ()

RMN 3 C (Espectro 27, 50 MHz): C9-12.5; C9'-17,9; C8-48,4; C8’-43,8; C7-199.,9; C7’-
52,9; C6-111,2; C6'-122,3; C5-147.8; C5'-115,1, C4-153,3; C4'-143,0; C3-107.9; C3'-
144,2; C2-142,3; C2’-115,4; C1-125,1: C1'-135,9; 3-OMe-55,8; 4-OMe-55.9.
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I.2- METODOLOGIA DE AVALIAGAO BIOLOGICA

11.2.1- Ensaio  antifingico bioautogrdafico com

Cladosporium cladosporioides

A técnica empregada neste experimento foi a bioautografia direta
desenvolvida por Homans & Fucks’? e executada pela Dre Maria Claudia Marx
Young do Laboratdrio de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de
Botanica.

A detecgdo de substancias fungitoxicas € realizada apds a eluicdo dos
constituintes quimicos”™ em CPC de silica gel. Apds a evaporacdo do solvente, o
cromatograma é bomrifado com suspengdo conidial de fungo contendo nutrientes
necessdrios para crescimento da coldnia. A solugdo contendo os nutrientes &
previamente autoclavada a 120°C por 20 min. Adiciona-se ainda 10 mL de uma
solugcdo de glicose para cada 60 mL da suspensdo de esporos. Numa etapa
seguinte faz-se a incubag¢do da placa em atmosfera Umida por 2-3 dias a 25°C.
Apds este periodo verifica-se se hd zona de inibigdo que comprove a presenga de
substancias fungitoxicas.

As zonas de inibicdo sdo visualizadas como manchas brancas contra um

fundo cinza-escuro

72 Homans, A.L. & Fucks. A. (1970} J. of Chrom. 51, 325.
73 Hostettmann & Marston (1990) In “Studies in Natural Products Chemistry”, Vol 7, ed. Attaur -
Rhaman. Elsevier, Amsierdan. pp 405-437.
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11.2.2- Ensaio antitumoral com variedades mutantes de

Saccharomyces cerevisiae

Este ensaio foi realizado em duas instituicdes: Departamento de Quimica do
instituto Politécnico da Virginia - EUA (V.P.L.), na ocasido pela aluna de doutorado
Cléudia B. Brochini’4, e no Laboratdrio de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do
instituto de Botanica de SGo Paulo, sob coordenagdo das Dre Maria Claudia Marx
Young e pela Profe Dre Vanderlan da Silva Bolzani.

As variedades de fungos mutantes de Saccharomyces cerevisice com
deficiéncias nos mecanismos de recombinagdo e / ou reparacdo do DNA utilizados
neste ensaio foram:

*radé que estd associada a rota de reparo do DNA("error —prone™);

erad52 associada & rota da recombinagdo que efetua a quebra da dupla-
hélice e a recombinagdo meidtica, atuando sobre a enzima topoisomerase |l.

O ensaio antitumoral com fungos mutantes de Saccharomyces cerevisiae’s é
conduzido medindo-se a inibigdo do crescimento destas cepas de leveduras
quando adiciona-se ao meio de cultura do fungo, um potencial agente
antitumoral. Esta droga deve apresentar toxicidade seletiva para as células
deficientes e inibir o crescimento destas cepas mutantes especificamente.

- O mecanismo bioquimico é avaliado pelas rotas rad52 e radé,
comparativamente aos resultados obtidos com o crescimento da levedura tipo
selvagem (rad+). E importante salientar, que qualquer tipo mutante de levedura
DNA - deficiente serd mais sensivel que a variedade selvagem.

A avaliagcdo dos resultados (Tabelas 12-13 p. 84-85) é descrita na forma de
Chz, que representa a concentragdo (em pg/ml) necessaria para produzir uma
zona de inibicdo de 12 mm de di@metro, ao redor de uma cavidade de 10 ulL no

meio de cultura da levedura em questao.

7 Brochinl, C.B. (1997) - Tese de Doutouramento - Instituto de Quimica (USP).
s Gunatilaka, L. A., Kingston. D. G. I., Johnson, R. K.{1994) Pure and Appl. Chem, 44 (10-11), 2219.
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1.2.3- Ensaio preliminar moluscicida com desovas de

Biomphalaria glabrata

C experimento readlizado no Laboratério de Malacologia do Instituto
Butantan, sob a orientagdo da Dre Toshie Kawano utiliza o molusco comresponde &
espécie Biomphalaria glabrata (SAY,1818) (Mollusca, Gastropoda), tipo selvagem,
oriundo de Belo Horizonte (MG), mantidos pelo Laboratdrio de Malacologia do
Instituto Butantan, em aqudrios de polietileno com capacidade para 20 litros, &
temperatura ambiente, aeragdo artificial e sob dieta de alface.

As desovas de B. glabrata sdo depositadas sobre folhas de poiietileno,

colocadas na superficie da dgua dos aqudrios. Para cada desova, observa-se um
numero variado de ovos envolvidos por uma cdpsula resistente e transparente que

as mantém unidos e aderidos ao substrato’s,

As desovas selecionadas apresentavam a membrana externa protetora dos
ovos intacta pois, uma vez seccionadaq, hd acentuagdo do efeito téxico da droga.

Para a ideniificacdo do estadio de desenvolvimento embriondrio de B.
glabrata, Kawano et al’? estabeleceram o tempo inicial (o) da primeira clivagem,
pelo aparecimento de um sulco de segmentag&o no pdlo animal do ovo em 50%
dos ovos da mesma desova (Figura 13, p. 51). Este estadio finda com a formagdo
de dois blastdmeros arredondados. A segunda clivagem inicia-se 80 minutos apds
a primeira, resultando na formagdo de quatro blastdmeros. A terceira clivagem
ocorre apds decorer 160 minutos da primeira, com formagdo de quatro
micrdmeros e quatro macrémeros. O estadio de bldstula € visualizado entre 12 a
15h apds a primeira clivagem, apresentando de 45 a &5 células. Quando ndo
intoxicados, hd o desenvolvimento normal dos ovos passando pelos estadios de
gdastrula, trocédfora e veliger (larva), levando & eclosdo dos individuos jovens apds
sete dias. A ecios@o dos caramujos € considerada a partir da saida da cdpsuia do

ovo, mesmo que este permanega na desova’.

76 Ré, L. (1990 ) - Tese de Mestrado pelo 1.B-USP - Estudo da Atividade Moluscicida de Extratos
Vegetais em B. Glabrata {Say, 1818)
7Kawano {Camey), 1.; Okazaki. K. & Ré, L.(1992) Malacologia 34(1-2), 25.
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A selegdo das desovas em estdgio de bldstula foi feita com o auxilio de
microscopio estereoscédpico. O tipo de clivagem em espiral, caracteristica de
moluscos em geral, exceto os cefaldpodes, facilita na identificacdo de cada
blastdmero, desde o inicio do desenvolvimento embriondrio. A opc¢d@o por tal
estagio explica-se pela relativa facilidade de obtengdo, quando comparada aos
estagios iniciais.

Neste estudo as amostras foram dissolvidas em H20:DMSO observando a
concentragdo maxima permitida de 3% de DMSO, na solugcdo padrdo de
concentragdo 100 ug/mL (100 ppm). A parir desta, foram realizadas sucessivas
diluigoes em série, até obtengdo dos intervalos de concentragc&o necessdrios para
estabelecer as concentragoes letais para 50% e 90% dos individuos (Clsec € Clso,
respectivamente).

Inicialmente, as amostras sdo avaliadas a 10, 50 e 100 ug/mL, na presenga
de dois tipos de controles, um contendo o solvente na diluigdo utilizada, e outro
contendo apenas dgua, para volume final de 25 mL.

A exposicdo a solugdo teste é feita durante 24 h com temperatura entre 24-
25 °C, Apds este periodo verte-se agua filtrada (3X) sobre as desovas, mantendo-as
imersas e livres do toxicante .

A leitura da taxa de mortalidade é determinada apds sete dias, através da
visualizagcdo em microscdpio estereocscopico. SGo considerados mortos os embrides

com blastdmeros dissociados, com mudanga de coloragdo, mudanga de
consisténcia e falta de movimentagdo larvaria. SGo considerados malformados os

embrides em exogdstrula, hidropia, malformagdes cefdlica, da concha e
inespecifica’8’?, NGo sdo considerados malformados cq_ueies com reducdo de
tamanho ou atraso no desenvolvimento normal.

Os dados obtidos sdo avaliados pelo programa Excel 5.0 de andlise
estatistica para ambiente WINDOWS, o gual estima-se a Clss com intervalos de

confiangca de 95%.

7Raven, CHR. P. (1949) Archs. Néer. Zool. 8 (3}, 1-30.
"Geilenkinchen (1966) J. Embryol. Exp. Morph. 16 (2), 321
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Quando na presenga de substancias antioxidantes ha inibicdo dos produtos
da lipoperoxidagdo, e a diferenga obtida entre o tempo final ( ) da reagdo com
dacido tiobarbitirico e o tempo inicial ( to ) representa a capacidade antioxidante

(Caox) da substancia. O cdlculo é efetuado através da férmula abaixo:

CAOX = [(Abs n - Abs c) amosha / (Abs 1 - AbS 1o0) controie] - 1 X 100

Na producdo de malonildialdeidos (MDA) ou emissdo de
quimioluminescéncia (QL), utiliza-se expressar a agdo antioxidante em fungcdo da
concentracdo necessaria para inibir 50% da autoxidagdo {Qi/2). Este dado é obtido
através da representagcdo grafica de 1/MDA ou 1/QL versus 1/concentragdo

amostra teste.

BIBLIOTECA
INSTITUTO DE QUIMICA
Usiversidsde de Sdo Pasle
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ll.1- Determinagao estrutural

Visandc a obtengao de neolignanas ariltetralinicas de Virola sebifera para
avaliagdo de algumas atividades bioldgicas. suas sementes foram submetidas a
extragdo em AcOQEt. O extrato resultante foi submetido a diversas etapas de
fracionamento que possibilitaram o isolamento de neolignanas com esqueletos
ariltetralonico e diarilbutanico, sendo o primeiro tipo de ocoméncia restrita a Virola
elongata, V. sebifera, V. oleifera, V. calophylla e Myristica simarium (Mac. Rae &
Towers, 1984)22,

A identificag@o de diversas neolignanas conhecidas foi realizada mediante
obten¢do dos dados de RMN H a 200, 300 e 500 MHz e RMN 13C & 50, 75 e 100 MHz,
e comparados com dados publicados (Kato, 1984; Lopes, 198483}, O estudo
espectrométrico das neolignanas de Virola sebifera foi readlzado através de
equipamentos mais potentes e técnicas mais modernas, como as espectroscopias
bidimensionais COSY e HETCOR . A técnica de dupla imadiagdo foi utilizada para
obten¢do das constantes de acoplamentos e identificagcdo dos sistemas acoplados
nos espectros de RMN - TH.

Para a determinagdo estrutural das neolignanas inéditas (1¢ e 3) utilizou-se as
técnicas citadas anteriormente, e no caso de 1le, redlizou-se a reagdo de
acetilagdo com estudo conformacional do derivado acetilado por espectrometria

de RMN de 'H a temperaturas variadas.

82 McRae, W. G. & Towers, G. H. N.(1984) Phyfochemisiry 23, 1207.
8 Kato, M.J.; Yoshida, M. & Gottlieb, O. [1990) Phylochemistry 29, 1799.
Lopes, L.M.X.! Yoshida, M. & Gotliieb., O. [1984) Phylochermistry 23, 2021
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Figura 18: Neolignanas ariltetralonicas isoladas das sementes de

Virola sebifera.

1a:R=R'=H
1b:R=0OHeR'=H
1c:R=HeR'=O0H

2a: R=H
2b: R=0OH

Figura 19: Neolignanas diarilbutanicas isoladas das sementes de

Virola sebifera.
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Ill.1.1- Neolignanas Ariltetralénicas

As neolignanas com esqueleto dariltetralinico representam os metabdlitos
secunddrios mais abundantes nas sementes de Virola sebifera chegando a
representar 12,5% dos constituintes totais das sementes, sendo superado apenas

pelos ésteres graxos que compdem 77, 6% do extrato CDCls seco (Lopes et al
1984)84,

Figura 20: Esqueleto bdasico de neolignanas ariltetraldnicas.

As neolignanas ariltetralénicas (1a/1b e 2a/2b) tiveram os dados de L.V., RMN
'He BC comparados aos pares e pdde-se observar a equivaléncia para a maioria

dos sinais de absorcoes (Tabelas 6, 7 pp. 61-62; Espectros 1-11 e 27-34)
A diferenciacdo dos esqueletos dariltetraldnico e arltetralinico é feita

mediante detecg¢do de carbono carbonilico, evidenciado no espectro de LV
(Dados fisicos, pp 43-45) pela banda de estramento de carbonila conjugada em
1662 + 11 cm-'. Nos espectros de RMN de 'H e '3C tal grupamento é inferido pela
presen¢a de um sinal referente a um hidrogénio desprotegido orfo ao carbono que
sustenta a carbonila (H6) em & 7,58 {10,09) e comprovado por deslocamento
quimico de RMN-13C referente ao C7 em 6 198,8 (10,4).

As absorcdes na regido do infravermelho referentes a presenga de anel
aromdtico & inferido através de bandas de estiramento C=C de anel aromdtico,
compreendida entre 1617 + 2 - 1460 + 10 (Dados fisicos, p. 43-45), e ainda pela
presenca de sinais corespondentes a 5H aromdticos entre § 6,2-7,7, no espectro de
RMN de 'H (Tabela 6, p. 61).

A natureza dos carbonos aromdticos é avaliada no especiro de RMN de 13C

(Tabela 7, p. 62; Espectros 2, 7, 29 e 36). pela observag¢do de sinais de absor¢do

84 Lopes, L. M. X., Yoshida, M. & Gottlieb, O. R. (1784) Phytochemistry 23, 2021.
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referentes a 12 C, divididos em trés grupos distintos: carbonos oxigenados entre &
153,5 - 141,0, carbonos quaterndrios aromdticos entre § 140,0 - 1250 e carbonos
aromdticos ndo substituidos entre § 123,0-106,0.

Os substituintes dos anéis aromdticos sdo evidenciados através dos
deslocamentos quimicos referentes acs prétons metoxilicos em 6 3,66 (+0.03) e 6 3,90
(+0.04) e/ou metilenodioxilicos em & 5,83 (+0,20).

Para as neolignanas 2a/2b os sinais referentes aos grupos metoxilicos {Tabela
7 p. 62,) sGo observados como dois singletos nos espectros de RMN 'H (Espectros 22
e 28, pp. 112 e 118) e, como dois sinais pouco diferenciados em § 56,0 (+0.1) nos
espectros de RMN de '3C (Espectros 23 e 29, pp. 113 e 119). Nestas neclignanas
observa-se um efeito de protegdo para os prétons metoxifeniicos em C4, em
relagdo a CS (+0,2638), listado nas tabelas 6 e 7, pp. 61 e 62,

Para as neolignanas 1a/lb (Espectros 1 e 6, pp. 91 e 96) os hidrogénios
metilenodioxiicos mostram diferentes multiplicidades no espectro de RMN-H. O
grupamento ligado ao anel A desdobra-se em dois singletos, pois possuem prétons
diasterotépicos, enquanto aquele ligado ao anel C, com rotagdo livre, aparece
como um singleto. Nas neciignanas 1a/1b, ocbserva-se o efeito de protegao
anisotrépica do anel aromdatico C sobre os prétons metilenodioxilicos do anel A,
causando nestes uma diferenca de deslocamento quimico, evidenciada pelo
aparecimento de 2d (5,7 e 5,8 §; J=1,2 Hz). A presenga deste pode ser confirmada
nos espectro de RMN-13C pelo sinal em 101,0 (+0,1) e pela banda no L.LV. em 937 cm-!
que caracteriza grupamentos metilenodioxifenilicos.

A definicdo do padrao de substituicdo dos anéis aromdticos realizou-se
mediante andlise das multiplicidades e das integrais dos picos no espectro de RMN
H:
® Para as neclignanas 1a/1b (Tabela 6, p. 61, Espectros 1 e 6, pp. 91 e 96), o dubleto

desprotegido, em § 7,64 + 0,02 {Jot.=8,2 Hz) apresenta integral para 1H, sugerindo
desprotegdo orfo ao carbono que sustenta a carbonila. A mesma multiplicidade e
constante de acoplamento sGo observadas para o hidrogénio H5 em § 6,76 + 0,04,

indicando que ha apenas dois hidrogénios vizinhos (C5 e Cé) no anel A.
® Nas neolignanas 2a/2b (Tabela 6, p. 61, Espectros 22 e 28, pp. 112 e 118), os

deslocamentos quimicos referentes ao anel aromdiico do sistema
tetrahidronaftalénico sdo observados como singletos com Hé em § 7,52 + 0,02 e H3

em § 6,24 + 0,08, indicando que o préton orfo ao carbone que sustenta a carbonila,
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ndo possui hidrogénios vizinhos, hem mesmo em posicao meta. Portanto, o dnel
aromdtico deste sistema é tetrassubstituido, com as posicdes C3/Cé livres nas
neolignanas 2a/2b.

Pela andlise dos demais sinqis relatives aos préotons aromdticos, péde-se
definir o padr&o de substituigGo do segundo anel aromdético. Este apresentou
multiplicidade e constantes de acoplamentos (J) tipicos de sistema ABC (d, § 6.74 +
0.09: Jorto= 8,00 + 0,10 Hz); (d, & 6,69 £ 0,20; Jmeta= 1.65 + 0,15 Hz) e (dd, & 6,72 + 0,09;
Jorto, meta), caracteristicos de anéis aromdticos trissubstituidos com oxigenacdes nas
posicdes C3'e C4".

Para as neolignanas 1a e 2a (Tabela 6, p. 61, Espectros 1 e 22, pp. 91 e 112} a
presenca de um dubleto em & 3,65 (J=9.7 e 11,5 Hz, respectivamente), evidencia a
presenca de prétons dibenzlicos. A comelagdo do préton dibenzlico com o
carbono C7' em & 49,1 para 1a e & 53,2 para 2a, foi realizada através do espectro
de HETCOR (Espectro 25, p. 115). Para as neolignanas 1b e 2b ndo detectou-se a
presenca de prétons dibenzilicos. Entretanto, no espectro no IV observou-se bandas
de absorcdes em 3457 e 3358 cmi, caracteristicas de estiramento de hidroxilas. A
posicdo destas foi confimada nos espectros de RMN 13C pelos sinais em & 74,8 e
76,9, respectivamente (Tabela 7 p. 62, Espectros 8 €28 ).

Os espectros de RMN 'H das neolignanas 1a/1b e 2a/2b (Espectros 1, 6, 22 e
28, pp. 91, 96, 112 e 118) apresentaram sinais referentes aos hidrogénios metinicos
entre 2,9-2,3 5 (H8) e 2,4-1,9 & (H8), observados como dois multipletos.

Na regido de absorgdo de prétons metilicos (H? ' e H?) observa-se a presenca
de dois dubletos (3H, & 0,23 + 0,03; § 1,17 + 0,07, J=6,4 + 0.2 Hz), indicandc o
acoplamento de prétons metinicos a grupamentos metilicos. Estes encontram-se
presentes como substituintes do anel B, do sistema tetralinico.

A confirmacdo do sistema dimetiltetralinico foi realizada através da andlise
dos espectros HETCOR das neolighanas ariltetralénicas (Espectros 17 e 25, pp. 107 e
115). Ao dubleto mais desprotegido (H8, § 1,24 + 0,07) correlaciona-se © grupo CHs

(H9. 8 12,3 £ 0,2) ligado diretamente ao carbono carbonilico (C7).



A aftribuigdo dos sinais, a multiplicidade e as constantes de acoplamento
referentes aos prétons metinicos e metilicos do anel B foi comprovada mediante
experimentos de dupla iradiagdo (Figura

21).

Quando a iradiagdo foi realizada na
freqUéncia referente aos sinais dos
hidrogénios metilicos (H?-1,176 e H?-0,925),
verificase a simplificagdo do duplo
quadrupleto (dq), atribuido aos hidrogénios
metinicos (H8-2.84 e H8-2,14 §) para um
dubleto com constante de acoplamento

11.8 Hz, tipica de acoplamento vicinal frans-
‘ l IL _Jht diaxial entre hidrogénios.
1

H8 H8' H9'H? Para as neolignanas 1a e 2a o

hidrogénioc H8' apresenta constante de

acoplamento (Jurme) de 9.7 e 11,5 Hz
Figura 21: RegiGo enfre 2,9-0.9 & do

especiro RMN-'H de 1b, duplamente

respectivamente, caracteristicas para a
configuragao relativa frans-frans diaxial.
iradiado.

A constante de acoplamento entre H7'/H8' em 1a de 9.7 Hz é ligeiramente
inferior, devido a presenga do grupamento metilenodioxilico nos C3/C4 do anel A,
que gera uma estrutura mais tensionada, do que aquela causada pelas metoxilas
em C4/C5 de 2a, diminuindo o dngulo diédrico entre H7 'e H8'. Na neolignana 2a, o
angulo diédrico formado corresbonde a interagdo spin-spin maxima (180° ou
Hax/Hax), ao qual infere-se uma relagdo frans entre os hidrogénios H7'e H8".

Da andlise dos dados de EM (Dados fisicos, pp. 43-44) obteve-se o pico do
ion relativo ao ion molecular e um padrde de fragmentagdo® que confima as
estruturas propostas para as neclignanas isoladas. Para os ions M** em 338, 354, 382
e 366 associou-se as férmulas moleculares CzH1a0s, C2oH1804, C22H220s, C22H220¢ s

neolignanas 1a, 1b, 2a e 2b, respectivamente (Esquemas 6-%9 pp. 63-64).

85 Kato, M. J. (1989) - Tese de Doutorado —Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo
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lll.1.1- Neolignana 1c¢

Estrutura planar

Entre os dados obtidos para 1e de EM o pico do ion molecular em m/z 354, foi
associado aos numeros relativos de C e H, & partir dos espectros de RMN, possibilitou
a proposicdo da férmula {C2H180¢). A observagdo do espectro na regido do IV.,
evidenciou a presenga de grupo hidroxilico através de bandas de absorcdo em
3393 cm! e do grupo C=0 em 1670 cm"'. Evidenciou ainda bandas de absor¢do de
estiramento C=C em 1619,1586,1503. cm!, referentes a anel aromatico.

A comparagdo do espectro de RMN 'H desta neolignana (Especiros 11-13,
pp- 101-103) com aquele obtido para a neolignana 1a (Espectro 1, p. 91)
evidenciou grande semelhanga estrutural, devido & equivaléncia de alguns
deslocamentos quimicos e G multiplicidade dos sinais relativos aos préotons dos anéis
A e B. As diferencas concentram-se nas regides relativas aos prétons aromaticos e
metilenodioxilicos do anel C. Observou-se ainda mulliplicidades variGveis
dependentes do solvente deuterado e da temperatura de obtengdo do especiros
de RMN de 'H (Espectros 11-13, pp. 101-103).

O espectro obtido a 200 MHz em acetona-ds (Espectro 13, p. 103) mostrou
dois singletos referentes aos hidrogénios aromaticos do anel C em 6,29 e 6,17 3,
infegrande para 1H cada, e ainda dois singletos na regido referentes aos
hidrogénios metilenodioxilicos, em 5,67 & e 559 & com intensidades que
comrespondem a 3H e 1H, respectivamente.

No especiro @ 200 MHz em CDCl;, registrado a temperatura ambiente
(Espectro 11, Tabela 8 p. 7), verifica-se grande semelhanga para os deslocamentos
quimicos dos singletos referentes aos hidrogénios aromdaticos do anel C. Entretanto,
para os deslocamentos quimicos dos prétons metilenodioxilicos observou-se melhor
resolug@o. Para um destes grupamentos, observa-se a presenga de 2d (5,67 e 5,77 §;
J=1,3 Hz) que integram para 1H cada e para o outro, um singleto largo referente a
2H. Aos dois dubletos com constante de acoplamento de 1,3 Hz atrbui-se o
grupamento -CH202 ligado ao anel rigido A, com prétons diastereotépicos. Ao
singleto largo em & 5,77 atribui-se o grupamento -CH202 ligado ao anel C. Este

aglargamento do pico sugeriu a existéncia de confdrmeros com rotacdo
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parcialmente restrita no anel C, resultando em pequena diferenciagdo dos prétons
metilenodioxilicos. Esses prétons sdo denominados isocrdnicoss e, devido a rotacdo

do anel, absorvem em freqUéncias idénticas ou muito préximas, mas ndo
diferenciadas neste campo magnético. No espectro de RMN de 'H obtido, em
CDCls, a 300 MHz (Espectro 12, p. 102), observa-se para esses prétons, agora
diasterotépicos, dois singletos em & 5,81 e § 5,82, além dos dois dubletos em & 5,67 e

5,77 (J=1,3 Hz), referentes acs préotons metilenodioxilicos do anel A,

Acetilacao de 1c e Estudo Conformacional

A reagdo de acetilagdo da hidroxila fendlica de 1e foi realizada para
comprovagdo da estrutura desta neclignana (Matericis e Métodos, p. 42), cujo
espectro na regido do IV. apresentou absorgcdo de grupo carbonila de éster em
1760 cm! e o desaparecimento da banda de estiramento de OH. Os dados de
espectrometria de massas confimam a estrutura do derivado acetilado através da
observacdo do pico do ion molecular em M* 396. O espectro de RMN de 'H
(Espectro 18, Tabela 8 p. 69 ) mostrou um singleto largo em & 1,85 com integragdo
para 3H, enquanto o espectro de RMN de BC (Espectro 21, p.111), confimou a
presenca do grupamento acetoxilico através dos sinais em & 169,2 (CO) e § 20,6
(CHa).

No espectro de RMN de 'H , observou-se a desprotegao dos sinais atribuidos

aos hidrogénios H2' e H5' (+ 0,20 e 0,19 8) do anel C, e a equivaléncia dos protons
metilenodioxilicos do anel C (s, 2H), acompanhada de uma pequena desprotegdo

(+ 0,108). Entretanto, a ampliagdo da regido entre § 5,6-7,8 do espectro de RMN H
do derivado acetilado (Espectro 19, p. 109; acetona-ds, 300 MHz) exibe quatro
dubletos referentes cos prétons de dois grupos metilenodioxilicos, completamente
diferenciados em 6 6,01 e 6,02 (0.95 Hz) e 8 5,67 € 8 5,87 (J=1,4 Hz).

Este dado indicou que a rota¢cdo do anel C tornou-se restrita. Assim, realzou-
se o estudo do derivado acetilado a temperaturas variadas registrando espectros
de RMN 'H {500 MHz, CDCls), & 47°C, Tamb, 0°C, - 20°C, -40°C, -500C e -60°C {Figura 23,
p.71).

%friedbolin, H.(1993) - Basic One and Twao Dimensional NMR Spectroscopy. VCR Publishers, New York
{USA)
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Com base nas medidas das integracdes das absorgdes e na andlise de
modelos moleculares, foi possivel propor a presenca de dois confdérmeros
predominantes (atropoisdmeros), resultantes de impedimento & livre rotagcdo do
anel aromdtico C (Figura 22) (Tabela 9 p. 72). Sendo assim, considera-se que o
grupamento acetoxilico presente neste anel poderia assumir a posicdo acima ou
abaixo do plano do sistema tetralinico, com o anel aromdtico C ortogonal a este
plano {Figura 22).

O efeito mais acentuado foi observado sobre o préton H7 ' do confémero B,
cujo sinal em & 3,54 estd, aparentemente, protegido pela carbonila do acetato. A
presenga de uma ponte de hidrogénio € esperada quando ocorre a interconversdo
dos rotdmeros. Esta possibilidade é evidenciada no conférmero A, onde o H-7'
(64.02) absorve em campo mais baixo (-0,23 §) quando comparado ao mesmo
hidrogénio, no espectro obtido & temperatura ambiente. Neste conférmmero o
grupamento metilico do acetato encontra-se protegido pelo efeito anisotrépico do
anel A, e o angulo diédrico entre H8'/H7' tendendo a axial-axial (180° ). No
conférmero B, o grupo acetoxilico, acima do plano, poderia estar exercendo efeitos
de protecdo anisotréopica sobre H-8', fato ndo observado no rotdmero A.

Finalmente, observou-se o efeito de protecdo sobre um dos hidrogénios do
grupamento metilenodioxilico, devido ao cone da carbonila do grupo acetoxilico

no conférmero B.

Figura 22: Conformeros propostos para a neolignana 1c-Acet
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Iil.1.2- Neolignanas Diarilbutanicas

Esta classe de neolignhanas de ocomréncia natural tem sido relatada,
principaimente nas familias Myristicaceae, Zygophylaceae, Combretaceae e
Austrobaileyaceae. Tem como principal representante o Gcido nor-
diidroguaiarético (NDGA), que possui destacada atividade antioxidante 8¢,

A deteminagdo estrutural destas
neolignanas foi feita mediante andlise dos dados
de espectrometria de RMN 'H, 3C, DEPTis
(Espectros 30-39, pp. 120-129), e espectrometria

de massas e infravermelho. Da andlise destes

dados pdde-se observar sinais de grupamentos
caracteristicos de ligndides, principalmente pelas absor¢des de dubletos referentes
aos hidrogénios metilicos, além dos hidrogénios aromaticos.

O espectro no infravermelho detectou a presengca de grupamento
carbonilico em 1670 cm-! para 3 e, em 1737 cm’! para 4. Apresentou ainda, bandas
de estramento C=C aromdtico na regido compreendida entre 1611-1440 cm! e
1511-1420 cm! para 3 e 4, respectivamente.

Embora estas neolignhanas pertengam a mesma subclasse de metabdlitos
secunddrios, os espectros de RMN 'H destas apresentaram muitas caracteristicas

diferentes, sendo apresentadas individualmente.
lll.1.2,1- Neolignana 3

A proposigdo da férmula molecular desta nova neolignana diarilbutanica foi
baseada em espectrometria de massas sob impacto eletrdnico a 30 eV. Nestas
condicdes, obteve-se o sinal de M** em 354 p, e um pico base em m/z 149 (Esquema
10, p. 76). O ion molecular foi associado aos dados de andlise elementar desta
substancia obtendo-se a férmula molecular C2oH180s.

Os dados de RMN de 'H (Tabela 10, p. 75; Espectro 30, p.120) indicaram a
presenca de anel aromatico trissubstituido, tipico de sistema ABC, através da

multiplicidade dos sinais aromdaticos e das constantes de acoplamento obtidas,

8 Mabry, T. J.; Thaker, E. (1980) J. Pharmm. Sci. 63, 1905.



74

como descrito anteriormente para as neolignanas ariltetralénicas 1a/1b e 2a/2b
(pp. 58-59).

As multiplicidades dos sinais, observadas no espectro de RMN 'H, indicam
uma simetric molecular que é coroborada através do espectros de RMN 13C
(Espectro 31, p.121) e DEPT 135¢ (Espectro 32, p. 122) onde cobservou-se a presenga
de dez carbonos, sendo dois carbonos aromdaticos oxigenados na regidoc 8§ 151,6-
148,1, um carbono quaterndario em & 130,7. trés metinicos aromdaticos
compreendidos entre § 124,0-107,0 e cindaq, sinais caracteristicos de grupamento
carbonilico em & 202.3 e metilenodioxilico em §101,7. Para os sinais em § 43,4 e 15,8
atribui-se os carbonos dlifaticos, ligados diretamente a carbonila{C8/C8') e ao
grupo metilico (C9/C9?'), respectivamente. Estes dados foram confirmados através

do experimento HETCOR 'H/13C (Espectro 33, p. 123).

Andlise Conformacional

Considerando a presenca de dois centros quirdlicos na molécula, quatro

isdmeros s@o possiveis { 1, I', Il e II') podendo ser representados através das projegoes
de Fisher:
Formas meso Enantidmeros
Ph Ph Ph Fh
H——CH;  CHy—+—H CHy——H H——CHs
H—+—CH3  CHa~——H H CHy  CHy—7—H
Ph Ph Ph Ph

Através da andlise do valor da rotagdo especifica { [a Jo =- 125,0° c= 0,1;
MeOH e 25¢° C )xclui-se a possibilidade da presenga do isbmero, uma vez que este
ndo promoveria o desvio da luz polarizada. Portantoc ndo seria possivel a presnga da
conformagdo R/S=S/R, mas um dos dois enantidmeros: R, R ou §.5 (Figura 24, p.
75)67.88,

87 Barbosa Filho, J. M. - Tese de Doutourado: Constituintes quimicos dos géneros Aniba, Licaria e
Nectandra (Lauraceae) - .G - USP, 1986.
8 perry, C. L.: Kalnins, M. V.; Deitcher, K. ( 1972} J. Org. Chem. 28, 4371,
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Esquema 10: Principais ions fragmentdrios observados no E.M para 3.

BIBLIOTECA
INSTITUTO DE QUIMICA
Ualveraidade de Sic Paale

GHO—I“-

o/
150(10)

76



77

l11.1.2.2- Neolignana 4

O espectro de massas da neolignana 4 (Esquema 11, p.

)ko 80) apresentou M* em 400 p compativel com a férmuia
molecular C23H280s.

O espectro no LV. gpresentou banda de absorgdo

caracteristica de grupamento carbonilico de acetato em 1737

cml. Evidéncias para a presenga deste grupamento em 4,

foram obtidas no espectro de RMN 'H (Espectro 34, p. 124)
através da presenga de um singleto em & 1,99 (3H). O espectro
de RMN 13C (Espectro 34, p. 126) apresentou sinais relativos aos carbonos metilico e
carbonilico em § 20 e 171,0, respectivamente. Cbserva-se ainda, a desprotegao
provocada pelo grupo acetato sobre os prétons carbindlicos (H7, 2H, § 3,87, 2dd)
com relagdo ao espectro da substdncia ndo acetilada®. A presenga destes anéis
aromaticos sdo também comroborados pelo EM, que apresentou como pico base ©
ion m/z 271 u, relativo ao cdtion dibenzilico.

A presencga do substituinte metilenodioxifenilico foi detectada peia presenga
de 2d no espectro de RMN de 'Hem & 5,81 e 6 5,82 ( 2H, J=1.4 Hz) e em §100.80 no
espectro de RMN de 13C. O grupamento metoxifeniiico foi identificado através da
observacd@o de sinais caracteristicos em 6 58,0 e 58,2, cujo padrdo de substituigdo
foi equivalente ds demais neolignanas ariltetralénicas descritas previamente (p. 57).

Observa-se ainda a ocomréncia de dois dubletos referentes aos protons
metilicos (H? /H?) em & 0,63 (J=6.8 Hz) e em & 0,72 (J=7.0 Hz}, no espectro de RMN 'H
(Espectro 34, p. 124).

Para verificagcdo da multiplicidade e das constantes de acoplamento dos
sinais referentes aos prétons carbindlicos (m; & 3,92-3,.81) e metinicos (2 m; & 2,40-2,38;

m; 81.89-1,86) foram feitos experimentos de dupla imadiagdo (Figura 25 p.78).

8 Kato, M.J. (1989) - Tese de Doutourado — Instituto de Quimica da Universidade de $&o Paulo.
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Figura 25: Regido entre 2,4-1,8 8 do espectro
RMN de 'H de 4, duplamente imadiado.

Os demais sinais obtidos nos espectros

conforme listado na Tabela 11, p. 81.

78

® Espectro ndo iradiado: Figura

251

® A imadiagdo na freqiUéncia do

hidrogénio H? (d: 6 0,71) resultou na
simplifica¢do do sinal referente ao
hidrogénio H8 (dtq; 51,88) a
duplotripleto (dt), sendo possivel
observar as constantes de
acoplamento entre H7/H8 e H8/H8'
com 7,1 e 2,2 Hz, respectivamente
(Figura 25, )

® A jmadiacdo na freqléncia do
hidrogénio H?' (6 0,63) resultou na
simplificagdo do ddqg (H8', § 2,3%9) a
dd, com constantes de
acoplamento entre H8'/H8 e
H7'/H8' de 22 Hz e 118 Hz,

respectivamente (Figura 25 -III)

de RMN 'H e 1BC foram atribuidos



79

Andilise conformacional e configuracinal

A magnitude das constantes
de acoplamento de 11,8 Hz entre os
hidrogénios H8'/H7' define uma

disposicdo  antiperiplanar entre

esses sendo que duas

configuragdes, denitre as oito

Figura 24: ProjecGes de Newman de 4.

possibilidades estdo representadas
na Figura 24.

Em ambos os casos, os hidrogénios metilicos (?/9') encontram-se protegidos
por anisofropia dos anéis aromdticos, e a definigdo das configuragdes ndo é
possivel. Para tanto, Kato ef al 1990%, oxidou a neolignana ndo acetilada com
clorocromato de piridina (PCC) obtendo-se o aldeido. Esta na presenga de acido
de Lewis, foi ciclizado a neolignana ariltetraldnica 2a. Neste caso, a configuragGo
relativa foi estabelecida mediante dados de constante de acoplamento entre
H7 '/H8' e a configuragcdo absoluta mediante dados de dicroismo circular e [a]o.

No presente trabalho, a principal evidéncia para a estrutura proposta foi
baseada nos dados obtidos de constantes de acoplamentos. Mediante
comparac¢do os dados descritos previamente na literatura, comparados com os
demais espectros registrados, como COSY e HETCOR {Espectros 37-3%, pp. 127-129)

pdde-se atribuir a estrutura proposta anteriormente.



2% a4
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o s CH30
CHy .
CHAO / o 340
SRES .
CHaO =

271(100)

Esquema 11: Principais ions fragmentarios observados no EM de 4.
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I1l.2- AVALIACAO DOS RESULTADOS BIOLOGICOS

Ensaio antifingico bioautografico com Cladosporium

cladosporioides

As neolignanas ariltetraldnicas 1a-b ensciadas pelo método de bioautografia
direta e aplicadas em placa cromatografica de sillica, na dose de 10 pg ndo

mostraram-se incapazes de gerar inibigdo do crescimento do fungo Cladosporium
cladospcrioides. Dentre as neolignanas ariltetralénicas, apenas a neolignana 1la

apresentou fraca inibigdo nesta dose. Dos derivados semi-sintéticos (Cat-1a e Cat-2a),
apenas o derivado Cat-2a apresentou diminuta atividade inibitéric a 25 pg. A
neolignana secoteiralinica 3 também ndo demostrou nenhuma oﬁvEdode inibitoria
potencial contra o crescimento deste fungo.

Os resultados obtidos sdo apresentados de maneira qudlitativa, pois neste
ensaio prévio as substancias testadas ndo demonstraram atividade potencial.
Somente no caso de resultados positivos, utiliza-se realizar a determinagdo da
concentracdo inibitéria minima necessaria na inibigdo do crescimento da colénia

(CIM), em meio de cultura liquido.
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Ensaio antitumoral com variedades mutantes de
Saccharomyces cerevisiae

Os extratos, as substancias purificadas e os derivados obtidos de sementes de V.
sebifera foram enviados ao Departamentc de Quimica do Instituto Politécnico da
Virginia - EUA {V.P.l.) na ocasido, d aluna de doutorado Claudia B. Brochini, para
avaliagdo da atividade contra as variedades mutantes do fungo Saccharomyces
cerevisiae (rad52Y, rad321N e radé)

A atividade das substancias testadas na concentragdo de 2000 pg/mL (48h,
30°C) foram comparadas com os antibidticos padrdoes camptotecina e
estreptonigrina. Estas foram dissolvidas em dimetilsulfoxido/metanol (1/1), e
adicicnadas ao meio de cultura.

Os resultados sdo apresentados em valores (Chz), que representa a
concentragdo necessdria para produzir um halo de inibigdo, com didmetro de 12 cm,
no meio de cultura do fungo.

Para a amostra ser considerada ativa, o valor de Cli2 deve ser inferior a 2000
ug/mL, e a zona de inibigdo deve indicar toxicidade seletiva contra uma ou mais
variedades de leveduras mutantes. A inibigdo seletiva é caracterizada quando a
diferenca entre valor obtide para o rad+ e cada uma das variedades € inferior a 6
mm, no minimo.

Portanto, para um potente agente anfitumoral a agdo serd mais especifica

quanto menor o valor do halo de inibigdo para a variedade rad+ (representam as
células humanas sadias), € maior o halo de inibigGo para as demais variedades.

No caso de amostras tdxicas © halo de inibigdo ndo apresenta zona de inibigdo
diferencicda para nenhuma das variedades do fungo. Quando inativas, ndo se
observa nenhum halo de inibiggo .

Os valores obtidos para as amostras testadas encontram-se tabelados a seguir:
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Ao esqueleto dibenzilbutirolactdnico é cormrelacionada potente agdo antiviral
ao HIV##1®, onde observa-se a importancia tanto do anel lactdnico, quanto do
nimero e arranjo das hidroxilas fendlicas para potencial acdo da substancia.

Do exitrato de sementes de V. sebifera foram isoladas neolignanas
ariltetraldnicas e diarlbutanicas e estas, quando avaliadas frente as linhagens
mutantes de Saccharomyces cerevisiae, nGo demonstraram nenhuma seletividade em
sua a¢do citotoxica, pelo contrario, detectou-se elevada toxicidade a todas as células
em divisdo mitética. Esta conclusao pode ser inferida através & inespecificidade da
inbicdo de crescimento das células nomais {rad+) e deficientes do fungo
Saccharomyces cerevisiae frente as neolignanas ie, Cat-1a e Cat-2a. A inatividade
destas substdncias pode estar relacionada a aquséncia do anel lactdnico no esqueleto
tetraldnico.

Para a agdo moluscicida, Nabiih & Elwasimi,'®! relatam que a relagdo estrutura—
atividade de substancias fendlicas depende da natureza dos substituintes no anel
aromdtico. Nas substancias onde a oxidagdo radicalar in vivo, via enzimas do tipo
peroxidases, leva a produtos estaveis como quinonas e naftoquinonas, observa-se
elevada atividade moluscicida, com vdarias substdncias avaliadas'®2. Brockson!'®

comrelaciona ainda a atividade moluscicida em neolignanas ariltetralinicas e
diarilbutanicas a presenga de hidroxilas fendlicas livres.

Para as neolignanas avaliadas nesta dissertagcdo observou-se a atividade
moluscicida para a substdncia 1e, onde hd substituicdo aromatica com grupamento
metilenodioxiico e uma hidroxila fendlica livre, sugerindo a agdo sinergista do
grupamento metilenodioxilico, ativo na inibigdo de oxidases de fungao mista'o4.

Considerando que ligndides e flavondides assemelham-se estruturalmente
através da porg¢do fendlica, relacionou-se os estudos de estrutura-atividade de
esqueletos flavonoidicos!®51%, qaos dados de atividade obtidos para as neolignanas

avaliadas. Nestes, a caracteristica principal € a presenga de aneil aromatico orfo-

8 Gnabre, J.: Huang. R. C. H.; Bates, R. B.: Burns. J, J.: Caldera. §.: Malcomsom, M.E.. McClure, K.J. {1995)
Tetrahedron 51, 12203.

» Yang, Min-Li; Shwu-Jiuan, L.; Yang. Tsang-Hsiung: Lee. Kuo-Hsiung (1994} Bioorg.& Med. Chem. Lett. $, 941.
100 Eich, E. pertz, H.; Kaloga, M. Schulz. J.; Fesen, M.R.; Mazunder, A.; Pommier. Y. (1994) J. Med. Chem. 39,
84.

101 Ngbih, I.; EMasimi, T. M. {1963} J. Pharmm. Sci. 57, 1202,

102 Nabih, I.; Mefr, 1. (1973} J. Pharm. Sci. 62, 323.

102 Broksom, U. (1980} - Tese de Doutouramento - Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo{USP).
104 Casida, J. E. (1970) J. Agr. Food Chem. 18, 753.

105 Rjce-Evans, C., Nicholas, M. J.. Paganda, G. {1996} free Radical and Biology & Medicine 20{7). 933



diidroxissubstituido (Cat-1a e Cat 2a) que participa ativamente na deslocalizagcdo
eletronica do radical formado, conferindo-lhe grande estabilidade. O fato esta
geralmente associado a presenca de grupamentos doadores de elétrons em orto
e/ou para as hidroxilas, o que reforga a possibilidade destas subst@ncias estarem
atuando como captadores de “espécies reativas de oxigénio”, através de reacdes de
oxido-redugdo, com o catecol agindo como agente redutor, embora seja possivel
que hagja outros mecanismos de agdo atuando quando os esqueletos carbénicos sdo
modificados.

Atuaimente sabe-se que mais de cinquenta doengas estGo associadas a danos
provocados por radicais livre!??, como cdncer, aterosclerose, artrite reumatédide,
doengas cardiovasculares, envelhecimento precoce, declinio do sistema imunoldgico,
disfungoes cerebrais, dentre outras.

Isawaki et al, 1995'% ainda associa a atividade antilipidémica, ou sejq, atividade
contra aterosclerose, as neolignanas ariltetralinicas. Sdo também disponiveis na
literatura dados sobre neoclignanas com esqueleto diarilbutanico e lignanas
dibenzilbutirolactonicas, como a enterolactona e enterodiol, presentes na urina de
animais e seres humanos, principalmente em individuos com dieta rica em fibras,
embora ndo seja conhecida a finalidade para sua biossintese enddgena.

Através da associagdo dos dados descritos na literatura com resultados obtidos
nos ensaios preliminares, pode dizer que, embora o ndmero de estruturas avaliados
ndo tenha sido amplo para estabeiecer com seguranga, a comrelaggo estrutura-
atividade, é possivel afimar que as substancias 1, 2, Cat-1a e Cat-2a, com esqueleto
ariltetralénico foram geralmente ativas, haja visto que a substancia 3 (Unica com
esqueleto diarilbutdnico} mostrou-se inativa em todos os ensaios realizados. De
maneira geral, podemos correlacionar ainda, a afividade destas neolignanas a

elevada propriedade antioxidante comprovada nesta dissertagdo.

0¢ Van Acker.: S. A. B. E..; van den Berg, D-J..; Tromp, M. N. J. L..; Grifficen, D. H.;: van Bennekom, W. P.: van
der Vijgh, W. J. F.: Bast, A. (1996) free Radical and Biology & Medicine 20(3), 331.

107 pMax, J. L. (1987) Science 235, 529,

108 }sawaki. T: Kazuhiko, K.: Nishitani, T.: Kuroda, T.; Hirakoso, K.; Ohtani, A.: Takashima, K. {1995) Chem.
Pharmn. Bull. 43, 1701.
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Espectro 12: RMN 'H da neclignana 1C (CDCla, 300 MHz)
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