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RESUMO

As benzofenonas sdo amplamente utilizadas como intermediarios sintéticos na industria
quimica e farmacéutica. Elas sdo alvo de continuas investigacdes de interesse biologico
devido a propriedades, tais como: inseticida, anti-agregacdo plaquetéria, inibitéria de xantine
oxidase, antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatorio e anti-proliferativo. Neste trabalho €
descrita a sintese dos derivados metilados, butilados e prenilados das benzofenonas 2,4-
diidroxibenzofenona, 4-hidroxibenzofenona e 4,4’-diidroxibenzofenona, seguido da
caracterizagdo por técnicas espectroscopicas e espectrométricas (infravermelho, ultravioleta-
visivel e ressonancia magnética nuclear,e espectrometria de massas). Os derivados foram
submetidos aos testes de atividade antioxidante pelo mecanismo de captacdo de radicais livres
DPPH, inibitéria de xantina oxidase e antimicrobiana (bactérias, fungos e leishmania) a fim
de se relacionar a estrutura quimica com a atividade biolégica dos compostos analisados. Os
derivados testados ndo apresentaram resultados significantes para a atividade antioxidante em
relacdo ao padrdo &cido ascorbico, uma vez que as substituicdes aumentaram o carater
lipofilico das moléculas em relacdo ao padrdo acido ascorbico. No teste de inibicdo de xantina
oxidase, os derivados obtidos ndo foram avaliados devido a sua ndo solubilidade no meio.
Para a atividade antibacteriana (Gram-positivas e Gram-negativas), os derivados também néo
apresentaram atividade inibitéria nos microrganismos testados. Na atividade antiflngica, o
derivado butilado foi mais ativo do que o fluconazol. Na atividade leishmanicida (forma
promastigota), os derivados metilados e prenilados apresentaram atividade inibitéria
significativa quando comparados a Anfotericina-B. Os resultados obtidos evidenciaram que a
variacdo da lipofilicidade da molécula é um ponto importante para a atividade bioldgica e que
algumas modificacBGes estruturais realizadas nas benzofenonas levaram a derivados mais

potentes, seletivos e pouco toxicos contra diferentes tipos de microrganismos patogénicos.

Palavras-chave: Benzofenonas. Antimicrobiana. Bactérias. Fungos. Leishmania.




ABSTRACT

The benzophenones are used largely as synthetic intermediary in the chemical and
pharmaceutical industry. They are objective of continuous investigations of biological interest
due to properties, such as: insecticide, anti-aggregation platelet, inhibitory of xanthine
oxidase, antioxidant, anti-microbial, anti-inflammatory and anti-proliferative. In this work it is
described the synthesis of the methyl, butyl and prenyl derivatives of the benzofenones 2,4-di-
hydroxybenzofenone, 4-hydroxybenzofenone and 4,4'-di-hydroxybenzofenone, following by
the characterization for techniques spectroscopic and spectrometric (infrared, ultraviolet-
visible and nuclear magnetic resonance and mass spectrometry). The compounds were
submitted to the tests of antioxidant activity for the mechanism of scavenging of free radicals
DPPH, inhibitory of xanthine oxidase and anti-microbial (bacteria, fungi and Leishmania) in
order to link the chemical structure with the biological activity of the analyzed compositions.
Flowed tested they didn't present significant results for the antioxidant activity in relation to
the ascorbic acid pattern, once the substitutions increased the lipophilic character of the
molecules in relation to the ascorbic acid pattern. In the test of inhibition of xanthine oxidase,
flowed obtained they were not appraised due to yours no solubility in the middle. For the anti-
bacterial (Gram-positive and Gram-negatives) activity, derived them didn't also present
inhibitory activity in the tested microorganisms. In the activity anti-fungal, the butyl
derivative was more active than the fluconazole. In the activity leishmanicida (promastigote
form), the methyl and prenyl derivatives presented significant inhibitory activity when
compared to amphotericin-B. The obtained results evidenced that the variation of the
lipophilicity of the molecules is an important point for the biological activity and that some
structural modifications accomplished in the benzofenonas took her flowed more potent,

selective and little toxic against different types of microorganisms pathogenic.

Keywords: Benzophenones. Anti-microbial. Bacter. Fungi. Leishmania.
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1 INTRODUCAO

As Dbenzofenonas sdo compostos organicos, amplamente utilizados como
intermediérios sintéticos na inddstria quimica e tem grande importancia na perfumaria, na
fotoquimica e, quando substituidas, no ramo farmacéutico (MARVEL et al.,1941). A
benzofenona mais simples, também conhecida como difenilmetanona (1), € uma substancia
cristalina branca com odor de rosas, insolivel em &gua, apresentando ponto de fusdo de 49°C
e ponto de ebulicdo de 305-306°C (COOK et al., 2001), (Figural).

]
O

1

Figura 1- Sistema difenilmetanona.
Fonte: COOK et al., 2001.

Muitas benzofenonas sdo utilizadas na industria, em cosméticos, em medicina e na
agricultura devido a sua habilidade de absorver e espalhar radiacdo ultravioleta de forma
inofensiva, protegendo produtos e humanos dos efeitos danosos da radiagdo UV
(SWEETMAN et al., 2007). Esta classe de compostos, muitas vezes combinados com um
protetor solar de uma classe diferente, pode ser utilizada para evitar queimaduras solares e
tém sido utilizados como protetores solar desde 1965 (COX et al.,2008).

As benzofenonas podem ser agrupadas de acordo com a estrutura do seu ndcleo e
classificadas como: simples, simples polipreniladas e polipreniladas (Figura 2) (BEERHUES,

1996) pela presenca de um sistema biciclo [3.3.1] noneno.
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Figura 2 - Em negrito, o sistema biciclo[3.3.1]noneno.
Fonte: BEERHUES, 1996.

As benzofenonas polipreniladas sdo também classificadas com acilfloroglucindis
poliprenilados policiclicos do tipo B. Como exemplos, pode-se citar a guttiferona-A (3), o
garcinol (4), a 7-epiclusianona (5) e a garcineofenona (6) (Figura 3) (CIOCHINA et al.,
2006).

Guttiferona-A (3) Garcinol (4)

<poy)

Garciniafenona (5) 7- epiclusianona (6)
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Figura 3 - Exemplos de benzofenonas polipreniladas naturais.
Fonte: CIOCHINA et al., 2006.

Geralmente, as benzofenonas e seus derivados sdo preparados por alquilacdo de
Friedel-Crafts de compostos aromaticos (Figura 4) catalisada com &cidos de Lewis, como
BF3, AICI3, TiCly, ou ZnCl, (KOWALSKI et al., 2004). No entanto, esta reacao exige mais do
gue uma quantidade estequiométrica de um acido de Lewis, devido ao consumo deste através
da coordenagdo com os produtos. Além disso, todos estes &cidos tém desvantagens, como por
exemplo, serem tdxicos, corrosivos e poluentes, sdo dificeis de serem reutilizados, podendo

ainda causar problemas durante o isolamento de produtos.

Figura 4 - Reacdo de Friedel-Crafts de cloreto de acila com derivados de benzeno.
Fonte: KOWALSKI et al., 2004.

Uma outra abordagem sintética envolve a cisdo oxidativa de ligacdes C=C e tem
grande utilidade por permitir a inser¢do simultanea de uma funcéo carbonila (LEE et al.,
1991; KUHN et al., 2004). Este critério de transformacdo é geralmente obtido por duas
abordagens principais: ozondlise e a Reacdo Lemiex- Johnson (BAILEY, 1978).

O presente projeto visa o0 estudo da relacdo estrutura-atividade de derivados
benzofendnicos, obtidos por reacdo de alquilacdo de benzofenonas hidroxiladas comerciais,
especialmente no que se refere a modificacdo das caracteristicas de hidro/lipofilicidade,
através da insercdo de grupos substituintes nas hidroxilas fendlicas. Apos purificacdo e
caracterizacdo dos derivados, estes serdo submetidos a ensaios para verificacdo do potencial

da atividade antioxidante, inibitoria de xantina oxidase (XO) e antimicrobiana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ATIVIDADE BIOLOGICA DAS BENZOFENONAS

As benzofenonas séo alvo de continuas investigacdes de interesse biologico devido as
suas propriedades inseticidas, inibitdria da agregacdo plaquetaria e inibitoria de XO (SHEU et
al.,1999). Destacam-se também os efeitos antioxidantes (SANG et al., 2002), antimicrobiano
(BAKANA et al., 1987; RUBIO et al., 1999; FULLER et al., 1999), anti-inflamatorio
(DORIGUETTO et al., 2007; KHANUM et al., 2004) e antiproliferativo (SEO et al., 2000;
ITO et al., 2003).

2.1.1 Atividade Antioxidante

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo e de seu
envolvimento em indmeros processos bioquimicos e fisiopatoldgicos. O termo radical livre é
frequentemente usado para designar qualquer atomo 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 atdbmico 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 ligacdo covalente é quebrada e
um elétron de cada um dos pares permanece em cada dtomo, em processo chamado cisdo
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 nanosegundos, sendo
capazes de reagir rapidamente com varios compostos ou atingir alvos celulares, como as
membranas (VANNUCCHI et al., 1999).

A oxidacéo e parte fundamental da vida aerobica e do nosso metabolismo e, assim, 0s

radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncdo biologica (Figura 5).
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O, + e _— (OTN
20, + 2H" e H>,0,
H,O, + Oy _ OH + OH + O

Figura 5 - Reagdes quimicas responsaveis pela formagao das espécies reativas de oxigénio.
Fonte: HALLIWELL, et al., 2000.

Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio sdo denominados EROs ou ERNs (BARREIROS et al., 2006).

No organismo, encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulagéo
do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias biologicas
importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacao
dos lipidios de membrana e agresséo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com varias patologias (Figura
6), tais como artrite, chogue hemorragico, doencas do coracdo, catarata, disfuncGes
cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral
(BARREIROS et al., 2006).

Arterioesclerose

Inflamacao Izquemia: cerehral,

cardiaca

Diahetes

Cancer

Infeccoes: malaria,
entamoeha, AIDS

Degeneracies por
Envelhecimento radiacao

Figura 6 - Doengas associadas a acdo de agentes oxidantes.
Fonte: SHAHIDI, 1997.
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O excesso de radicais livres no organismo é, naturalmente, combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell (HALLIWELL et al.,
2000) “Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa concentragdo
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxidacdo do mesmo .

Os medicamentos com agdo antioxidante estdo sendo amplamente propostos como
bases para o desenvolvimento de novas abordagens de regulacdo farmacolégica do
desequilibrio homeostatico e peroxi-antioxidativo, responsavel pelo desenvolvimento de
varias desordens como a hepatite, inflamacdo, arterosclerose, isquemia e carcinogénese
(NAKAI et al., 2006).

Tem sido descrito na literatura que compostos contendo anéis aromaticos, contendo
diversos padrdes estruturais, podem apresentar atividade antioxidante. Entre estes, foram
estudadas cumarinas (LIN et al., 2000), flavondides (NAGAO et al., 1999), flavonas
(COTELLE et al., 1996; CONSTANTINO et al., 1996) e benzofenonas (CASTRO et al.,
2004). E bem documentado que a presenca do grupo hidroxila livre na posicdo C-3 em
flavonoides determinam grande potencial como agente antioxidante (COS et al.,1998). Cotelle
e colaboradores descreveram a obtencao de 24 derivados de flavonas com substituicdo OH ou
OCHj3nos anéis A e B com potente acdo antioxidante (Figura 7) (COTELLE et al., 1996).

HO
H3CO

7

Figura 7 - Estrutura geral das flavonas.
Fonte: COTELLE et al., 1996.

2.1.2 Atividade inibitéria de xantina oxidase



27

A xantina oxidase (XO) é a enzima que esta presente no figado e catalisa a
transformagc&o sucessiva de hipoxantina a acido Urico. E uma enzima complexa, da classe das
metaloflavoproteinas, e contém em cada uma de suas subunidades um centro com um atomo
de molibdénio (Mo), um centro dinucleotideo adenosina e flavina (FAD) e dois centros ferro-
enxofre (2Fe/2S) (HILLE et al., 1987). O mecanismo de acdo, para a formacao do 4cido Urico,
ocorre no centro molibdénico (Figura 8). Inicialmente, um sitio basico abstrai o hidrogénio do
grupo Mo-OH da enzima e este realiza um ataque nucleofilico na posi¢do C-8 do substrato,
simultaneamente ocorre a transferéncia do hidreto do substrato ao grupo Mo=S da enzima.
Esse intermediario inicial se dissocia, pela transferéncia de elétrons para outro centro oxi-
redutor ativo na enzima, e ¢ formada a espécie Mo (V), seguido pelo deslocamento do
intermediario pelo ion hidréxido do meio celular para a formacdo do produto e retornar a
enzima ao estado inicial (HILLE et al.,1987; CHOI et al., 2004).

Xantina Oxidase

= ||m }\i/: \( >=

g|U1261
Xantlna ©

s | . HO /N
A\
>Mo=S \( NH
S / HO", H+
0 >=
4—
NH
Acido urico

Figura 8 - Proposta de mecanismo de agdo para xantina-oxidase.
Fonte: HILLE et al.,1987; CHOI et al., 2004.

Em alguns peixes, passaros e muitos répteis a degradacdo do &cido urico é auxiliada
pela participagcdo de outra enzima, a uricase, produzindo alantoina, &cido alantoico, uréia e

glioxilato. Entretanto, primatas, incluindo os seres humanos, sdo incapazes de degradar o
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acido urico a alantoina, portanto o &cido Urico é o produto da degradacdo das purinas nessas
espécies (Figura 9) (KOOLMAN et al., 2000).

O O

HN HN _——
)\ | />—OH )\ | >=o
~~—
o N N o N N
H H

Acido arico

\
(@) OH [e)
NH, 0 Ny, NN
)\ )I\ T )\ >=o
~
o) N N NH, o N/
H H H
9

Acido alantéico Alantoina

Figura 9 - Degradagdo do acido Urico a cido alantdico.
Fonte: KOOLMAN et al., 2000.

O excesso de atividade da XO resulta em uma superproducdo de acido Urico, que ao se
acumular no sangue, pode ocasionar o desenvolvimento da hiperuricemia. O &cido drico é
pouco soltvel no sangue, assim quando atinge o limite de solubilidade ocorre a precipitacdo
de cristais de uratos nas articulacdes, ocasionando a gota (BURKE et al., 2006). A gota € um
dos disturbios metabolicos mais comuns que afetam os seres humanos e é o principal
causador de artrite reumatdide. Ela é o resultado da deposicdo de urato monossédico em
fluidos do corpo hiperuricémico e quando depositado nos rins resulta em artrite gotosa e
nefrolitiase (WRIGHT et al., 2003; TERKELTAUB et al.,, 1993; TOWNES, 1999;
WORTMAN, 1998). O aumento do risco de hiperuricemia também tem sido associado ao
desenvolvimento de hipertensdo, hiperlipidémia, cancer, diabetes e obesidade (LIN et al.,
2000).

Os sintomas classicos de gota sdo episddios recorrentes de artrite aguda que sdo
intercalados com periodos assintomaticos, resultando em inflamagéo e inchaco. O ataque
inicial ocorre frequentemente durante a noite e pode ser extremamente doloroso (TOWNES,
1999). O estagio da gota se torna crénico, apds varios anos de artrite gotosa aguda, em que
sdo observados depdsitos (tofos) de urato monossddico em tecidos moles (TERKELTAUB et

al., 1993; WRIGHT et al.,2003). Os tofos sdo nédulos que podem aparecer nas articulacdes,
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deformando-as pelo excesso de &cido Urico, podendo ainda se depositar no tecido sinovial,
0ss0s, tenddes, superficies extensoras e articulagdes ou ainda no rim, o 6rgao extra-articular
mais afetado pela gota (TOWNES, 1999).

Estimativas recentes sugerem que a incidéncia e a prevaléncia da gota dobraram nos
ultimos 40 anos. Cerca de 80% dos pacientes com gota apresentaram também caracteristicas
de sindrome metabdlica (obesidade central, hipertensdo, hipertrigliceridemia, hiperglicemia e
baixo indice de HDL-lipoproteina de alta densidade) (WRIGHT et al., 2003). Estudos
epidemioldgicos tém confirmado que o consumo de alcool (especialmente cerveja) e dietas
ricas em carnes vermelhas e mariscos sdo fatores de risco para o desenvolvimento de gota,

enquanto dietas ricas em laticinios sdo protetoras (WRIGHT et al.,2003).

2.1.3 Atividade antimicrobiana

Muitos microrganismos sdo agentes patogénicos causadores de doengas, que a cada
ano afetam mais de cinco milhdes de pessoas nos paises desenvolvidos, infectados por
bactérias, fungos e protozoarios. Dentre algumas doencas de alto impacto em salde publica
estdo as as doencas bacterianas, as infecgdes fungicas e algumas parasitarias, como a
leishmaniose. A atividade antimicrobiana envolve uma série de propriedades que, por
mecanismos de acdo variados tem por objetivo o controle desses agentes patogénicos
(TRABULSI et al.,1999).

2.1.3.1 Atividade Antibacteriana

As bactérias sdo os mais simples organismos encontrados na maioria dos ambientes
naturais, ocorrendo como células esféricas ou em forma de bastonetes curtos com tamanhos
variados. Seu material genético ndo esta envolto por uma membrana nuclear e por essa razdo
sdo chamadas de procarioto (TORTORA, 2005). A parede celular de uma célula bacteriana é
responsavel pela forma da célula e de acordo com a constituicdo da parede, as bactérias
podem ser divididas em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. As diferencas
entre esses dois grupos residem principalmente em suas propriedades de permeabilidade e nos
componentes de superficie. A parede celular das bacterias Gram-positivas (Figural0) consiste

em uma espessa camada de peptideoglicano, um dissacarideo repetitivo unido por
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polipeptidios, além de acidos teicdicos que consistem primariamente em uma porc¢éo alcool e

um grupamento fosfato.

Acido teicdico

Proteina a:.:;oaada Gram-positivo

a parede Aado lipoteicoico
P Peptideoglicano
1 Peptideoglica S
; ¢ Membrana :> |
moplasmahca Y
Membrana

B
m;m %’quf i
GRRAGHG A RRARRER i i

Figura 10 - Representacdo esquematica da parede celular de bactéria Gram-Positiva.
Fonte: TORTORA, 2003.

J& a parede celular das bactérias Gram-negativas (Figura 11), consiste de uma ou
poucas mais camadas de peptideoglicano e uma membrana externa formada por lipoproteinas,
lipopolissacarideos e fosfolipideos (TRABULSI, 1999). O seu interior possui caracteristicas
hidrofébicas devido a presenca de acidos graxos e a parte polissacaridica externa constitui um
ambiente hidrofilico que constitui uma barreira adicional a entrada de algumas substéancias
como antibidticos (SCHAECHTER, 2002). Devido a membrana externa apresentar
caracteristicas lipoprotéicas, as bactérias necessitam dispor de mecanismos que permitam a
entrada de compostos hidrofilicos como agUcares, aminoacidos e certos ions. Por isso, sua
membrana externa possui canais especiais chamados de porinas, que permitem a difusdo
passiva de compostos hidrofilicos (TORTORA, 2005).

O sistema de dupla membrana das bactérias Gram-negativas origina um espagcamento
entre a membrana citoplasmatica e a membrana externa, esse espacamento é chamado de

espaco periplasmatico.
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Figura 11 - Representacdo esquematica da parede celular de bactéria Gram-Negativa.

Fonte: TORTORA, 2003.

As bactérias, de modo geral, sdo causadoras de diversas patologias, cuja gravidade da
infeccdo depende de diversos fatores: a espécie causadora, a imunidade do hospedeiro, o local
da infeccdo e a resisténcia da bactéria a farmacoterapia. As bactérias implicadas nestas
infeccbes podem ser verdadeiramente patégenas ou patdgenas oportunistas (TRABULSI, et
al., 1999).

Existem relatos que as benzofenonas possuem uma boa atividade contra bactérias
como a Escherichia coli (ICso= 0,5-2,0 mg/L), atuando por inibicdo da membrana bacteriana,

ndo sendo citotoxico para as células de mamiferos, (VOOTURI et al., 2009).

2.1.3.1.1 Bactérias Gram-positivas

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sdo patdgenos de varias espécies de
mamiferos, incluindo o homem. Os S aureus, uma das espécies mais importantes deste
género, sdo cocos Gram-positivos aerébios ou anaerdbios facultativos, coagulase-positiva,
que crescem melhor em anaerobiose e que ocorrem tipicamente em agrupamento na forma de
cachos nos esfregacos corados. O S. aureus € o patégeno humano mais importante dentre os
estafilococos, sendo amplamente distribuido na natureza, ocorrendo em diversos tipos de
ambientes ou como habitantes comensais da pele, mucosas e outros sitios corpdreos do
homem. Embora faca parte da microbiota humana normal, pode produzir infecgdes
oportunistas importantes em condi¢des apropriadas, a exemplo de furinculos, abscessos,
osteomielite, artrite infecciosa e intoxicagdo alimentar.

E um dos mais importantes agentes etiologicos de processos infecciosos adquiridos,
tanto em pacientes ambulatoriais, como em pacientes hospitalizados, apresentando Vvarios

fatores que contribuem para sua viruléncia, como toxinas e enzimas caracteristicas que
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contribuem para a patogenicidade da bactéria, aumentando sua habilidade de invadir e
danificar os tecidos (KONEMAN, 2001).

Um exemplo disso € uma enterotoxina responsavel pela ocorréncia de vémitos e
nauseas, sendo a causa mais comum de intoxicacdes alimentares. Infeccdes em procedimentos
cirargicos invasivos sdo problemas comuns em hospitais, onde a habilidade dos
microrganismos em desenvolver resisténcia rapidamente aos antibiticos convencionais,
como as penicilinas, contribui para o aumento de sua patogenicidade (CATAO et al., 2006) .

O S.epidermidis faz parte da flora normal da pele e da mucosa de seres humanos e
animais superiores, bem menos virulenta que o S aureus. Esta espécie ndo produz a coagulase
e algumas cepas apresentam a producdo muito timida de certas enzimas proteoliticas.
Todavia, isto ndo significa que S epidermidis ndo seja patogénico (JAWETZ et al.,1998). Esta
espécie tem muitos fatores de adesdo e forma facilmente biofilmes, sendo perigosa para
pacientes que fazem uso de material invasivo de plastico (cateteres, proteses, stents, etc.). O S.
epidermidis € um risco para pacientes imunocomprometidos e para usuarios de drogas
intravenosas, podendo causar endocardite e infeccdes generalizadas, peritonite, ventriculite e
infeccdes em locais com protese (SHENS et al., 2004).

O género Bacillus € constituido em sua maioria por microrganismos saprofitas, que
prevalecem no solo, na dgua, no ar e na vegetacao, podendo desenvolver-se em alimentos e
produzir uma enterotoxina responsavel por intoxicacGes alimentares. Algumas vezes estes
microrganismos podem produzir patologias em seres humanos imunossuprimidos, como

meningite, endocardite, conjuntivite e gastroenterite aguda (JAWETZ et al.,1998).

2.1.3.1.2 Bactérias Gram-negativas

Dentre as diversas espécies de bactérias Gram-negativas, a E. coli é um dos
microrganismos mais prolificos no trato intestinal humano, de natureza anaerdbia facultativa.
Normalmente, é inofensiva, mas pode gerar algumas linhagens patogénicas que possuem
fimbrias especializadas que permitem sua ligacdo a certas células do epitélio intestinal,
podendo também produzir toxinas que causam disturbios gastrointestinais, como a
gastroenterite por E. coli (CATAO et al., 2006). Esta bactéria é o agente infeccioso mais
comum em infeccdo do trato urinario, sendo responsével por cerca de 90% das primeiras
infeccbes das vias urinarias em mulheres (SHENS et al.,2004). Algumas linhagens
patogénicas de E. coli podem provocar diarréia, sendo classificadas pelas suas propriedades
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de viruléncia, provocando diarréia por mecanismos diferentes, dependendo do grupo a que
pertence (SCHAECHTER et al., 2002).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, constituido por bastonetes
Gram-negativos, anaerdbios facultativos, os quais sdo o0s principais agentes causadores das
afeccBes gastrointestinais, apresentando altos niveis de metabolismo em compara¢do com
outras bactérias. As salmoneloses de origem alimentar podem estar limitadas a um dnico
individuo ou a um pequeno grupo de individuos relacionados, como podem também estar
associadas a surtos de grandes proporcdes, envolvendo milhares de pessoas. E importante
lembrar que os animais podem ser afetados por Salmonella, resultando em grandes prejuizos
para os criadores. Os sintomas causados pela salmonelose tendem a aparecer cerca de 24
horas ap0s a contaminacéo, podendo incluir febre, nduseas, vomito e diarréia. Os patdgenos se
fixam a parede do intestino delgado, mais precisamente nas células M (microcilios), onde se
multiplicam e se manifestam. De um modo geral, os sorotipos de Salmonella causam, no
adulto normal, apenas uma enterocolite que evolui sem complicacOes e desaparece dentro de
uma semana ou menos. Entretanto, se o hospedeiro € uma crianca, a infeccdo pode evoluir de
maneira diferente, podendo ser grave (TORTORA et al., 2005).

O género Pseudomonas compreende grande nimero de espécies sendo que 90% dos
isolamentos das amostras clinicas correspondem a P. aeruginosa, P. malthophilia e
P.cepacia, sendo a primeira responsavel por 70 % das infec¢cGes. Uma das caracteristicas da
espécie é a capacidade de produzir um pigmento azul-esverdeado, denominado piocianina e
pioverdina. A P. aeruginosa habita solo, 4gua e vegetais, podendo ser encontrada também na
pele, fezes, garganta em 3 a 5 % dos individuos normais. Em pacientes hospitalizados a
colonizacdo pode ser bastante elevada. Este microrganismo causa infec¢des tipicamente
oportunistas, em processos cirurgicos, queimaduras, pds-cateterizacdo urinaria, pneumonias
principalmente apos procedimentos de entubacdo, podendo resultar em bacteremias severas.
A Pseudomonas sp é naturalmente resistente aos antimicrobianos beta-lactamicos, as
tetraciclinas, cloranfenicol, clotrimoxazol, dentre outros, incluindo ainda os aminoglicosideos

e algumas penicilinas semissintéticas (KONEMAN et al., 2001).

2.1.3.2 Atividade Antiflngica

Os fungos s@o organismos eucariotos, cujas células possuem um nucleo definido que

contétm o material genético (DNA), circundado por um envelope especial chamado de



34

membrana nuclear. Eles podem ser unicelulares como as leveduras ou multicelulares como os
fungos filamentosos (TOTORA et al., 2005).

2.1.3.2.1 Leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares, ndo-filamentosos, esféricos ou ovais,
amplamente encontradas na natureza. S8o capazes de crescimento anaerdbico facultativo,
podendo utilizar oxigénio ou um componente organico como aceptor final de elétrons. Esse €
um atributo valioso porque permite uma grande capacidade de adaptacdo, garantindo a
sobrevivéncia destes fungos em varios ambientes (PASSOS et al., 2006).

A candidiase é uma infeccdo provocada por leveduras do género Candida,
principalmente C. albicans. A maior parte dessas infeccGes é de origem enddgena, ou seja,
sdo causadas por microrganismos que fazem parte da microbiota normal do ser humano. A
transmissdo exogena ocorre principalmente em pacientes debilitados pelo tratamento com
antibidticos, farmacos imunossupressores e no decurso de doencas crnicas (TRABULSI,
1999).

As candidiases podem ser superficiais ou profundas, com localizacao cutanea, mucosa,
mucocuténea, visceral ou sisttmica. Na candidiase mucocuténea os tecidos da mucosa oral e
vaginal sdo os mais atingidos. A candidiase cutanea envolve as areas da pele das maos,
virilhas e axilas, enquanto que na candidiase sistémica, o fungo pode invadir diversos 6rgaos
causando candidiase pulmonar, endocardite, fungemia e nefrite. A literatura é bastante rica em
dados sobre tais micoses, principalmente correlacionadas com a AIDS ou outras
imunodeficiéncias (SATO, 2004).

O género Candida compreende fungos imperfeitos, subdivisdo Deuteromycotina,
classe Blastomycetes e familia Cryptococcaceae. Neste género, ha mais de 150 espécies, mas
somente cerca de 10% sao potenciais causadoras de infec¢cdes no homem e destas, somente 3
ou 4 espécies sdo responsaveis pela ocorréncia de mais de 90% das micoses humanas
(KURTZMAN, 1998). A maioria destas espécies pode ser isolada da microbiota normal da
pele, trato gastrintestinal, trato geniturinario, respiratorio e do ambiente tais como do ar e de
superficies inanimadas (EGGIMANN et al, 2003).

As diversas espécies de Candida apresentam variado grau de suscetibilidade aos
agentes antifingicos. Por exemplo, C.lusitaniae € menos sensivel a anfotericina B e C.
krusei, C. glabrata e C. tropicalis sdo menos sensiveis ao fluconazol que outras espécies
(KURTZMAN, 1998).
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Atualmente, a anfotericina-B (10, Figura 12), um polienopoliidroxilado e o fluconazol
(11, Figura 12), um composto azolico, sdo os dois farmacos mais comumente utilizados no
tratamento de infeccdes por Candida (EGGIMANN, 2003). Ambos os antifingicos estdo
associados a altos custos e a alta diversidade de efeitos colaterais e, em alguns casos, a

resisténcia.

10 CHg F 11

Figura 12 - Anfotericina (10) e fluconazol (11).
Fonte: EGGIMANN, 2003.

O uso indiscriminado e inadequado de antiflngicos tem levado ao isolamento de
linhagens resistentes de C albicans, resultando em ineficiéncia frente a diversos
medicamentos antifangicos. A maioria dos individuos saudaveis desenvolve defesas
imunoldgicas que impedem a proliferacdo e progressdo da candidiase. Entretanto, infeccdes
por leveduras do género Candida representam um grave problema em hospitais e tém
emergido como as principais micoses responsaveis pela morbidade e mortalidade em
pacientes imunocomprometidos (YANG, 2005).

C. albicans é uma levedura que cresce, frequentemente, nas mucosas da boca, do trato
intestinal e genital, causando a candidiase. As infec¢cBes usualmente sdo resultados do
supercrescimento oportunista, quando a microbiota competidora é suprimida por antibiéticos,
por alteracdo de pH e outros fatores (PASSOS et al., 2006). Nos anos 80, a espécie C.
albicans foi o 7° patégeno mais freqiiente em infecgdes nosocomiais da corrente sanguinea e,
a partir da década de 90, estas leveduras tornaram-se a 32 principal causa de infeccédo
hospitalar (BAKER, 2004). No Brasil, a epidemiologia da candidemia ainda ndo é muito
estudada e a incidéncia nos hospitais varia de 1,49 - 3,18 % (BAKER, 2004).
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As benzofenonas também sdo usadas como agentes antifingicos, e suas propriedades
contra diferentes espécies de Candida foi demonstrada por Orsi (UZEL et al., 2005).

2.1.3.3 Atividade anti-Leishmania

Uma das caracteristicas mais marcantes do género Leishmania é a diversidade das
manifestacdes clinicas. As formas cutaneas, que se caracterizam por lesdes Unicas ou maltiplas
na pele, geralmente no rosto, bracos e pernas; a forma cutanea difusa, com lesdes nodulares
persistentes, no corpo inteiro; a forma mucocutanea, que afeta de maneira preponderante as
mucosas da face, como fossas nasais e 0 palato; e as formas viscerais, que se caracterizam
pelo aumento no volume do figado e bago, anemia, perda de peso e febre, e que, se ndo
tratadas a tempo, podem ser fatais (HEPBURN, 2000).

No Brasil, a média de casos de leishmaniose visceral (LV) no periodo de 2005 a 2009,
foi de 3.679 casos/ano, com uma taxa de letalidade de 5,8% em 2009. A LV é uma doenca
cronica e sistémica e que, quando ndo tratada, pode evoluir para o dbito em mais de 90% dos
casos (WHO, 2010; PELISARI et al., 2011). Na ultima década, foi observada a expanséo das
areas consideradas endémicas para as leishmanioses, assim como a eclosdo de surtos
epidemioldgicos em regides antes consideradas livres dessas doencas. Entre os fatores que
contribuem para este crescimento, temos individuos que visitam &reas endémicas ou
individuos portadores que migram para outras regides (SCHWARTZ et al., 2006), além de
surtos epidémicos associados a aceleracdo do desmatamento para as expansfes agricolas e
urbanas, entre outras atividades (DESJEUX, 2001).

A leishmaniose visceral classica acomete pessoas de todas as idades, mas na maior parte
das areas endémicas 80% dos casos registrados ocorrem em criangas com menos de 10 anos.
Em alguns focos urbanos estudados existe uma tendéncia de modificacdo na distribuicdo dos
casos por faixa etaria, com ocorréncia de altas taxas também no grupo de adultos jovens
(SILVA et al., 2001).

A principal forma de transmissdo do parasita para 0 homem e outros hospedeiros
mamiferos é através da picada de fémeas de mosquitos da familia Psychodidae, sub-familia
Phlebotominae, conhecidos por flebotomineos. Sabe-se que os ciclos de transmissdo da
leishmaniose variam de acordo com a regido geografica, envolvendo uma diversidade de
espeécies de parasito, vetores, reservatorios e hospedeiros (BRASIL, 2007). Atualmente, a LV
é endémica em 62 paises, com um total estimado de 200 milhdes de pessoas sob risco de
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adquirirem a infeccdo, sendo que aproximadamente 90% dos casos de todas as leishmanioses
no mundo ocorrem em somente 5 paises: India, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil (WHO,
2011).

As leishmanias sdo parasitos dimorficos, com dois estagios evolutivos no seu ciclo de
vida (amastigota e promastigota). Os parasitos do género Leishmania que apresentam-se sob a
forma amastigota (Figura 13B) s&o estruturas arredondadas ou ovaladas sem flagelos visiveis,
alojam-se nos macrdofagos 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 atragdo de outros macrdfagos, reiniciando o ciclo. A outra forma do
género Leishmania, promastigota, apresenta-se sob a forma flagelada (Figura 13A), é
encontrada no vetor flebotomineo e reproduz-se extracelularmente no trato alimentar do
inseto. Esta forma é cultivada in vitro em meios livres de células (axénicos) que mimetizam
0s nutrientes, o pH e a temperatura encontrados no trato digestivo do inseto (GONTIJO et al.,
2003).

Figura 13. Micrografia das formas morfol6gicas 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/communlCations/publlCations/bellwether/48/foxhounds.
html.

Durante o trajeto pelo trato digestivo (Figura 14), os macréfagos se rompem liberando
amastigotas, que sofrem uma divisdo binéria e se transformam em promastigotas delgadas e

longas que, também reproduzem por divisdo binaria, podendo seguir dois caminhos. No
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primeiro, as promastigotas pertencentes ao subgénero Viannia dirigem-se para o intestino
onde colonizam nas regibes do piloro e ileo (se¢do 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 estbmago em
direcdo e a faringe do inseto. No segundo, promastigotas pertencentes ao subgénero
Leishmania multiplicam-se aderidas a parede do estbmago (se¢do suprapilaria), transformam-
se em paramastigotas, colonizando no esdfago e na faringe. Neste ambiente, diferenciam-se
em promastigotas metaciclicos, constituindo a forma infectante para o hospedeiro vertebrado
(GONTNO et al., 2003).

Estagio no inseto Estagio no homem
Pcada do inseto  vetor Promastigotas
e (injecdo de promastigotas) sdo fagocitadas

por macréfagos
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Figura 14 - Ciclo de vida de Leishmania spp.
Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx
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Quando os insetos realizam novo repasto sanguineo, as formas promastigotas sao
introduzidas no local da picada no vertebrado e de quatro a oito horas apés a picada do inseto,
0 protozoario é encontrado no interior de macrofagos teciduais. A saliva do mosquito contém
substancias (neuropeptideos vasodilatadores) com a funcdo de promover imunossupressao do
hospedeiro. No interior do macréfago, as promastigotas envoltas pelo vacutolo fagocitario

transforma-se em amastigotas que, resistentes a acdo dos lisossomas, multiplicam-se até
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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 reagéo

inflamatdria (GENARO et al., 2005).

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

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

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

ii. Leishmaniose mucocutanea: caracteriza-se por Ulceras cronicas similares a forma
cuténea, porém tendem a reaparecer mesmo apdés cicatrizacdo em mucosas do nariz e da
boca, em geral associadas a infec¢bes secundarias levando a destruicdo de grandes
extensdes de tecido.

iv. Leishmaniose visceral: conhecida como Calazar, é a forma mais grave, sendo

sistémica pode atingir figado, bagco e medula éssea, levando o paciente a morte.

Os aspectos das leishmanioses variam ainda conforme regido geografica,
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, eficdcia do sistema imune e co-infecgbes com HIV alteram
significativamente as manifestacdes 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 mudancas na
epidemiologia, apresentacdo e clinica das leishmanioses. O comprometimento do sistema
imune do doente pode acarretar em manifestacfes clinicas em pacientes antes assintomaticos,
assim como a evolucdo de casos complexos e de dificil tratamento, como a forma cutanea
disseminada ou a visceral (CRUZ et al., 2006).

2.1.3.3.1 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) — forma cutanea

A LTA é uma doenca ndo contagiosa, de evolugdo cronica, que acomete as estruturas

da pele e cartilaginosas da nasofaringe, de forma localizada ou difusa, causada por espécies
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do género Leishmania (MANUAL DE VIGILANCIA, 2006). Constitui um problema de
salide 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 Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), como uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu
alto coeficiente de deteccéo e capacidade de produzir deformidades.

No Brasil, a LTA é uma das afeccbes dermatoldgicas que merece mais atengdo, devido
a sua magnitude, 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 doenga ocupacional. Apresenta
ampla distribuicdo com registro de casos em todas as regides brasileiras.

Um amplo espectro de manifestacdes clinicas envolvendo pele e mucosas pode ser
visto na LTA, variando desde uma lesdo auto-resolutiva a lesées multiplas ou desfigurantes
(Figura 15). De modo geral, a maioria das infec¢bes leishmanidticas permanece localizada na
pele ou linfonodos adjacentes. Entretanto, algumas espécies podem escapar para mucosas,
multiplos locais na pele ou para figado, bacos e linfonodos distantes. Os pontos de
disseminacdo da doenca variam principalmente, mas ndo exclusivamente, devido a diferentes
propriedades do parasito: sensibilidade a temperatura, tropismo tecidual, capacidade de
imunoevasao e persisténcia das infec¢coes (MURAY et al., 2005).

Na leishmaniose cuténea, a infec¢do pode evoluir ap6s o periodo de incubacgdo de 1-12
semanas, em uma papula que aumenta de tamanho e finalmente Ulcera. A lesdo tipica €

indolor e apresenta bordas salientes com fundo necrético granuloso e umido (Figura 16A).

2.1.3.3.2 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) — forma cutanea difusa

Outra manifestagdo da LTA, a leishmaniose cutanea difusa (Figura 16B), caracteriza -
se por nodulos 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, é possivel observar a coexisténcia de um duplo perfil epidemioldgico,
ocasionada pela manutencgéo 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, expansao de fronteiras agricolas e extrativismo,
e condi¢Bes ambientais altamente favoraveis para o desenvolvimento do vetor e transmissédo
da doenca (VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2010).
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2.1.3.3.3 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) — forma mucosa

A leishmaniose mucosa (Figura 16C), manifestacdo mais severa da LTA, nunca cura
espontaneamente e é de dificil tratamento. Pode ocasionar destruicdo de cartilagens e tecidos
moles, com possivel desfiguracdo da face e perda do septo, palato e pavilhdo auditivo. Nos
casos mais graves, o paciente pode morrer por complicacdes respiratérias, dificuldades de
alimentacdo ou infec¢bes secundarias. A disseminacdo, de espécies como L. braziliensis, para
as mucosas ocorre em 1-10% das infecgcbes, apds 1-5 anos da cura das lesdes cuténeas.
Embora cerca de 90% dos pacientes com a forma mucosa apresentem uma cicatriz de leséo

cutanea anterior, ha alguns casos que coincidem com lesdes ativas (MURAY et al., 2005).

2.1.3.3.4 Leishmaniose visceral (LV) — forma visceral

A leishmaniose visceral (Figura 16D), também conhecida como calazar, € 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 apds um periodo de incubacdo de 2-4 meses apresentar sintomas
como febre baixa de desenvolvimento lento, prostragdo geral, anemia e protusdo do abdomen
devido aumento do figado e baco (hepatoesplenomegalia) (MURAY et al., 2005).

A LV é causada tipicamente por L. donovani no subcontinente indiano, Asia e Africa e
por L. infantum (sinbnimo para L. chagasi) na regido do Mediterraneo, sudeste e regido
central da Asia e América do Sul. Paises como Bangladesh, india, Nepal, Sudo 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 Parand 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 autoctones da LV (GENARO, 2003). A mortalidade
global da leishmaniose visceral é oficialmente de 59.000 casos ao ano, contudo este nimero é
subestimado. Uma vez que a notificacdo da LV ndo é obrigatoria e que o diagnéstico da
doenca muitas vezes ndo € corretamente realizado, dados oficiais ficam defasados (HOTEZ et
al., 2004).

Os mamiferos portadores de LV no ambiente rural s&o geralmente animais silvestres
como a preguica, o tamandud, roedores e raposas sendo que grande parte das lesfes nestes
animais ndo é aparente (FUNASA, 2000). Em virtude da constante expansao dos aglomerados
urbanos, o cdo vem sendo apontado como o principal reservatorio urbano, representando uma

fonte de infecgdo para os vetores biologicos. Ademais, estes animais tém sido encontrados em
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focos da doenca humana, sendo considerados os principais elos na cadeia de transmisséo da
LV (MOLANO et al., 2003).

Figura 15 — Diversidade de manifestag@es clinicas na LTA.

A) Forma cutanea

B) Forma difusa

C) Forma mucosa

D) Forma visceral

Fonte: Manual de vigilancia da leishmaniose tegumentar americana-2007.

2.1.3.3.5 Tratamento

Para a leishmaniose cutdnea é utilizado como tratamento a miltefosina, mas a sua
eficcia 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 16)
isolada de partes aéreas de Ageratum conyzoides L. (Asteraceae) (AMAL et al.,, 2010),
mostraram que este flavondide apresentou atividade significativa (ICso = 3,56 pg/mL) in vitro
contra promastigotas e amastigotas de Leishmania e sem citotoxicidade mensuravel. Estes
resultados sdo coerentes com estudos anteriores que identificaram flavondides metoxilados

ativos em niveis de concentracdo semelhantes.
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Figura 16 - 4'-hidroxi-5,6,7,3",5 -pentametoxiflavona.
Fonte: AMAL et al., 2010.

A LTA, assim como o0s 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 as drogas de escolha para doencas cutanea e visceral,
0 estibogluconato de sddio (Pentostam®) e o antimoniato de meglumina (Glucantime®)
(CRUZ et al., 2009; SILVA-LOPEZ, 2010). Apesar de utilizados hé4 tanto tempo, alguns
aspectos de seu mecanismo de acdo ndo estdo totalmente esclarecidos. E aceito que o
antiménio pentavalente é um pré-farmaco, sendo reduzido a antiménio trivalente, que
apresenta atividade leishmanicida (OUELLETTE et al., 2004; MALTEZOU, 2009). Outros
estudos apontam que o0s antimoniais pentavalentes induziriam a morte celular programada do
parasita por fragmentacdo do DNA (LEE et al., 2002). Estas, entre outras evidéncias, sugerem
que os antimoniais pentavalentes podem matar a Leishmania tanto por mecanismos diretos
como indiretos (OUELLETTE et al., 2004).

Segundo a OMS, o grande problema com este tratamento € 0 acesso aos
medicamentos, pois além do alto custo, devem ser administrados 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, erupcdes na pele, tontura, arritmia cardiaca, hipotensdo, artralgia,
mialgia, desconforto abdominal, dor de cabeca, elevacdo reversivel das enzimas hepéticas,
ocasional anemia e trombocitopenia frequentemente dose dependente (GONZALEZ et al.,
2008).

Em casos de resisténcia do parasito, a anfotericina B é a segunda opcéo de tratamento
recomendada pelo Ministério da Salde, sendo, entretanto, mais toxica que o Pentostam e 0

Glucantime (WHO, 2010). A anfotericina B trata-se de um antibiotico sistémico efetivo, que
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possui atividade antifangica e leishmanicida. As leishmanias e os fungos possuem ergosterol
como principal esterdide nas membranas plasmaéticas, e é este o alvo molecular do
medicamento, que causa 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
intervengdes 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 imunolégica, e a maior
concentracdo destes estudos estdo nas vacinas de subunidades entregues como proteinas
recombinates, DNA, poliproteina 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 parasito 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 0s
tipos de leishmaniose depende da eliminacdo efetiva dos parasitas por ativacdo de macr6fagos
(KEDZIERSKI et al., 2009).

Pereira e colaboradores (2010) relataram que existem benzofenonas naturais derivadas
com carater lipofilico, sendo que a 7-epi-clusianona (Figura 17) é mais ativa quando
comparada a guttiferona A (Figura 18) que possui 4 grupos prenila, que também lhe confere

lipofilicidade necessaria para ser ativa contra L. amazonensis.

Guttiferona A (13), R= OH; R;=R,-Prenila
7-epiclusianona (14), R= H; R;=H; R,=Prenila a
Garciniafenona (15), R=H; R1=R,=H

Figura 17 - Estruturas de algumas benzofenonas preniladas.
Fonte: PEREIRA et al., 2010.
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Existem poucos relatos de benzofenonas sintéticas com potencial anti-Leishmania.
Romén Luque-Ortega e colaboradores (2010) sintetizaram sais derivados de benzofenonas
(Figura 18) onde as estruturas 16, 17 e 18 sdo naturais e a estrutura 19 é sintética. Variando-se
0S grupos substituintes R, foi observado que os grupos mais lipofilicos apresentaram maior

atividade.

Figura 18 - Benzofenonas naturais (16, 17 e 18), benzofenona sintética (19)
Fonte: ROMAN LUQUE-ORTEGA et al., 2010.

2.2 MECANISMOS DE ACAO

As propriedades fisico-quimicas das substancias bioativas estdo relacionadas a presenca
de grupos funcionais com caracteristicas diversas, tais como acidez, basicidade, volume,
lipofilicidade entre outros. Sob o ponto de vista biolégico, os grupos funcionais presentes
numa molécula podem ser responsaveis por interagdes de entre a micromolécula e as
biomacromoléculas (e.g. receptores, enzimas), permitindo seu reconhecimento e
desencadeando uma resposta biologica associada a a sitios receptores especificos nos alvos de
interesse. Desta forma, os conhecimentos do mecanismo de acdo aliados as propriedades
estruturais dos protétipos podem auxiliar na proposicdo de modificagfes quimicas, visando o
aumento da atividade (CALIXTO et al., 2001).
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2.2.1 Antioxidantes

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), &cido diidrolipdico e CoQH. Além dos antioxidantes
produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o0 a-tocoferol
(vitamina E), p-caroteno (pro-vitamina A), acido ascorbico (vitamina C), e compostos
fenolicos, com destaque aos flavondides e dimeros de flavondides. Outro interesse voltado
aos antioxidantes é a sua aplicacdo na industria, para a protecdo de cosméticos, farmacos e
alimentos, prevenindo a decomposi¢cdo oxidativa pela acdo da luz, temperatura e umidade
(BARREIROS et al., 2006).

Para evitar os danos causados pelos radicais livres, o organismo desenvolveu varios
mecanismos de defesa, neutralizando ou capturando espécies radicalares naturalmente
produzidos (enddgenos) ou provenientes do ambiente externo (exdgenos), evitando danos
celulares e tissulares. Estes processos antioxidantes estdo em permanente atividade no
organismo, visto que a producdo de energia no organismo é uma das principais causas da
formagdo de radicais, necessitando estarem presentes em quantidades suficientes para
neutralizar os efeitos dos radicais livres enddgenos. Quando esta equivaléncia ndo existe,

dizemos que esta ocorrendo um estresse oxidativo (VANNUCCHI et al., 1999).

2.2.2 Xantina oxidase

Castro e colaboradores (2004) relataram a inibicdo da XO pelas benzofenonas 2,4-
diidroxibenzofenona (20) e 2,3,4-triidroxibenzofenona (21) (Figura 19), com ICsy de 184 e
112 pmol/L, respectivamente. Estes autores propuseram também que o grupo hidroxila na
posicdo C-5 e C-7 nas flavonas corresponderia aos grupos hidroxila em orto e para nas
benzofenonas. Além disso, foi observado que a estrutura planar no caso das benzofenonas é
importante e que derivados de flavonas, flavondides e benzofenonas sdo potencias inibidores
de XO (COTELLE et al., 1996; CONSTANTINO et al., 1996; COS et al., 1998; NAGAO et
al., 1999; CASTRO et al., 2004).
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20 21

Figura 19 - 2,4- diidroxibenzofenona (20) e 2,3,4-triidroxibenzofenona (21) .
Fonte: CASTRO et al., 2004.

Derivados mais lipofilicos de benzofenonas estudados por Castro e colaboradores

(2004) demonstraram alta atividade na inibi¢do da XO.

2.2.3 Agentes antibacterianos

Os antibacterianos podem ser classificados seguindo diversos critérios como estrutura
quimica, mecanismo de acao, espectro de acdo entre outros (SCHAECHTER et al., 2002).
Segundo 0 mecanismo de agdo 0s grupos de agentes antibacterianos, podem ser classificados

em:

i. Inibidores da sintese de parede celular bacteriana
O sitio de ataque dos agentes que agem contra a parede celular é a camada de protecdo de
peptideoglicano que reveste a membrana celular bacteriana. Os antibiéticos que agem sobre a
sintese da parede celular atuam produzindo uma parede com defeitos estruturais e por agirem
sobre o processo de replicacdo celular causando dano ou perdas nesta camada, alterando sua
rigidez da parede celular e resultam na morte celular. Esta acéo é seletiva, visto que as células

dos hospedeiros mamiferos ndo apresentam parede celular (RANG, 1997).

ii. Inibidores da membrana citoplasmatica
A membrana citoplasmatica esta localizada abaixo da parede celular e circunda o citoplasma.
Apresenta dupla camada lipidica (33 % de lipideos) com elevado contetdo de proteinas (66
%), estando os lipideos com seus grupos polares orientados para fora e as cadeias apolares
voltadas para o interior da membrana e possuem permeabilidade seletiva que controla a
passagem de substancias e nutrientes para dentro da célula e a saida de catabdlitos
(SCHAECHTER et al., 2002). Os antibioticos que atuam por alteracdes fisico-quimicas da
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membrana citoplasmatica assemelham-se aos detergentes catidnicos, gracas a presenca em
suas moléculas de grupamentos basicos protonados (NH3") e de uma cadeia lateral de acido
graxo. Quando alcancam a membrana citoplasmatica, o acido graxo mergulha na sua parte
lipidica e a porcdo basica permanece na superficie. A intercalacdo das moléculas do
antibiotico na membrana provoca sua desorganizacao alterando sua permeabilidade seletiva
com a saida de elementos vitais a célula como fosfatos, ions, purinas e acidos nucléicos ou a
entrada de substancias nocivas ao metabolismo bacteriano, resultando em morte celular
(TRABULSI, et al., 1999).

iii. Inibidores da sintese de acidos nucléicos
Agentes antimicrobianos podem interferir em diferentes niveis na sintese de acidos
nucléicos. A inibicdo pode ser da sintese de nucleosideos. Para iniciar a sintese de DNA é
necessaria a ativacdo prévia de uma enzima para produzir o desenrolar da dupla fita de DNA e
introduzir uma superespiral negativa. Esta enzima é a DNA-girase ou topoisomerase 1, e a

polimerase pode interferir na replicacéo e transcricdo do DNA (SCHAECHTER et al., 2002).

iv. Inibidores da fungdo dos ribossomos
Alguns agentes se ligam a subunidade ribossomal 30S e inibem a ligacdo do
aminoacil-tRNA nos sitios dos ribossomos bacterianos, outros inibem a subunidade 50S
ribossomal, diminuindo a formacéo do peptideo por ligacdo a enzima peptidiltransferase nessa

subunidade.

v. Inibidores do metabolismo dos folatos:
Agentes que interferem com o metabolismo de folato na célula bacteriana por
competitividade bloqueando a biossintese da tetraidrofolato, o qual é necessario para o

término da sintese do DNA, RNA e proteinas da parede celular.

Alguns exemplos dos antibiéticos mais comuns na terapéutica atual estdo

apresentados no Quadro 1, classificados pelo mecanismo de agéo.

Quadro 01 - Classificagdo dos principais farmacos antibio6ticos de acordo com o seu mecanismo de acdo



Classe dos
antimicrobianos

Mecanismo de acdo

Exemplos

Penicilinas

(B-lactamicos)

Monolactans
(B-lactamicos)

Cefens

(B-lactamicos)

Carbapenes
(B-lactamicos)

Glicopeptideos

Ampicilina,
amoxacilina/clavulonato,
penicilina, oxacilina,
piperacilina/tazobactan

Agem na parede celular

Aztreonan

bacteriana

Cefalexina, cefalotina,
cefepime, cefotaxima,
cefoxitina, ceftazidima,

ceftriazona

Imipenem, meropenen

Vancomicina

Aminoglicosideos

Lincosaminas

Fenicois

Macrolideos

Tetraciclinas

Afetam a sintese de
proteina
bacteriana

Amicacina, canamicina,
estreptomicina, gentamicina,

neomicina, tobramicina

Clindamicina

Cloranfenicol

Claritromicina, eritromicina,

azitromicina

Tetraciclinas

Quinolonas

Ansamicinas

Afetam a sintese de

acidos nucléicos

Acido nalidixico,
ciprofloxacina, levofloxacina,
norfloxacina, ofloxacina,

perfloxacina

Rifampicina

Sulfonamidas

Inibem a via metabdlica

dos folatos

Sulfanilamida, sulfadiazina,
sulfisoxazol,
sulfametazol/trimetropim,

sulfacetamida

49
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2.2.4 Agentes antifangicos

Os antifungicos existentes no mercado atualmente possuem limitacdes terapéuticas,
principalmente quando se levam em consideracdo efeitos colaterais como a nefro e a
hepatotoxicidade (ZACCHINO et al., 2003).

Muitos dos farmacos atualmente disponiveis apresentam efeitos colaterais
indesejaveis, eficacia duvidosa contra fungos re-emergentes ou desenvolvem uma répida
resisténcia sendo necessaria, urgentemente, uma nova geracdo de agentes antifungicos. As
pesquisas estdo orientadas na investigacdo de farmacos antifungicos, que possam atuar
seletivamente na célula fangica sem inibir nenhum sistema bioquimico do hospedeiro. Os
fungos possuem paredes celulares (Figura 21), sendo uma estrutura essencial para eles,
diferentemente das células dos mamiferos, e este fato faz com que todos os sistemas
enzimaticos que fazem parte da sintese e montagem da parede celular fungica se transformem
em alvo (til para o descobrimento e desenvolvimento de novos farmacos antifingicos com
maior especificidade. As células fungicas e humanas apresentam muitas semelhancas,
compartilham a maioria das vias de metabolismo intermediario, utilizando enzimas muito
similares ndo sendo fécil encontrar alvos que oferecam a seletividade requerida para obter-se
um antifungico seguro. Os alvos que apresentam maior possibilidade de levar a antifingicos
seletivos sdo os inibidores da biossintese do ergosterol, a inibicdo das topoisomerases

fangicas e a inibicdo da parede celular fungica (LACAZ, 2002).

Membrana
Plasmatica

GTI - Ligacao
Proteica

Quitina =

B (1,3) Glucano

Figura 20 - Representacdo da estrutura da parede celular fingica.
Fonte: Lacaz, 2002.
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Os agentes antifungicos podem ser classificados em duas categorias:

i.  Os que afetam a membrana celular e os que atuam intracelularmente

Interrompendo processos celulares vitais, como sintese de DNA, RNA ou proteinas
(SCHAECHTER et al., 2002) (Quadro 2). Como exemplos de drogas que afetam a membrana
celular tem-se os derivados poliénicos, representados pela anfotericina-B (1). Estas
substancias combinam-se com ester0is da membrana, rompendo a mesma ou tornando-a
incapaz de efetuar suas funcdes de permeabilidade e transporte. A droga forma poros na
membrana e o centro hidréfilo da molécula cria um canal i6nico transmembranico. Podem
ocorrer alteragdes na permeabilidade celular e causar a perda de constituintes essenciais das
células como K*, aclcares, proteinas, fosfatos inorganicos, acidos carboxilicos e ésteres de
fosfato (TRABULSI et al., 1999).

Ii. Inibicdo da esterol 14-a-demetilase
Baseia-se na um sistema enziméatico microssomal dependente do citocromo P450, que
prejudica a sintese do ergosterol na membrana citoplasmaética e leva ao acumulo de 14- o-
metilesterdis. Estes metilesterdis ndo possuem a mesma forma e propriedades fisicas que o
ergosterol e levam a formacao da membrana com propriedades alteradas, que ndo desempenha
as fungBes necessérias ao desenvolvimento do fungo.

As alilaminas, representadas pela terbinafina, agem inibindo a esqualeno epoxidase
envolvida na sintese do lanosterol, que é o precursor do ergosterol. O mecanismo de acdo da
griseofulvina ocorre através da sua penetracdo na célula fungica, por um processo energia-
dependente. Por conseguinte, interage com os microtibulos desfazendo o fuso mitético,
provocando uma inibicdo no processo de mitose fungica e consequentemente na multiplicacdo
do microrganismo (TRABULSI et al., 1999).



Quadro 02 - Classificagao dos principais farmacos antifingicos de acordo com o seu mecanismo de acéo

Antifangico Alvo
Nicomicina
_ Parede celular
Caspofungina
Anfotericina B
— Funcdo de membrana celular-
Nistatina . .
ligacGes aos esterois
Natamicina
Terbinafina
Sintese do lanosterol
Tolnaftato
) ) Miconazol
Imidazois
) Cetoconazol Fungéo de membrana celular-
Azois
Fluconazol ligagdes aos esterdis
Triaz6is
Itraconazol

2.2.5 Leishmaniose
i. Acdo na bioenergética
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Interferem na bioenergética das formas amastigotas de Leishmania. Tanto a glicdlise,

guanto a oxidacdo dos &cidos graxos, processos localizados em organelas peculiares, sdo

inibidos, sendo que esta inibicdo é acompanhada de reducdo na producdo de ATP e GTP

(VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2010).

ii. Destruicdo das camadas intra e extracelular

Apresenta acdo na forma Amastigota e promastigotas do parasito destruindo a célula
de maneira intra e extracelular (VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

A busca de substancias terapéuticas mais eficazes, com baixa toxicidade e maior
especificidade, tem intensificado os estudos para a descoberta de novos farmacos. Neste
contexto, o laboratdrio de Fitoquimica e Quimica Medicinal — LFQM da Unifal-MG vem, ao
longo de sua existéncia na instituicdo, obtendo uma grande quantidade de substancias,
advindas de produtos naturais, rotas de sintese e semi-sintese com propriedades bioldgicas de
interesse, algumas ja com pedido de patente solicitado.

Estudos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que as benzofenonas
naturais guttiferona-A (13, Figura 17), 7-epi-clusianona (14, Figura 17) e garciniafenona (15,
Figura 18) isoladas dos frutos de Garcinia brasiliensis possuem atividade leishmanicida nas
formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis (SANTOS et al., 1999). Neste
trabalho, foi possivel correlacionar a atividade leishmanicida com o carater lipofilico destas
moléculas oriundo da presenca de grupos prenila, aléem da auséncia de toxicidade quando
avaliadas em macrofagos. Estas moléculas também exibiram atividade antibacteriana e
antioxidante (NALDONI et al., 2009; DEROGIS, 2008). Com base nestes resultados, decidiu-
se explorar o o0 esqueleto benzofendnico presente naqueles produtos naturais, para o
planejamento de novos analogos sintéticos, estruturalmente simplificados, na expectativa que
pudessem exibir atividades semelhantes as observadas, mantendo a baixa toxicicidade e com
facil acesso sintético.

No presente trabalho € relatada a sintese de derivados de 2,4-diidroxibenzofenona, 4-
hidroxibenzofenona e 4,4’-diidroxibenzofenona (Figura 21) e sua avaliacdo da atividade
antioxidante pelo mecanismo de captacdo de radicais livres DPPH, inibitoria de xantina
oxidase e antimicrobiana. As benzofenonas poliidroxiladas estdo relacionadas as atividades
supracitadas uma vez que os processos de captagédo de radicais livres estdo associados com as
hidroxilas fenolicas que neutralizam ou estabilizam espécies radicalares de nitrogénio (ERNS)
ou oxigénio (EROSs).

Ao mesmo tempo sabe-se que compostos lipofilicos podem possuir maior atividade do
que seus precursores, visto que possibilitam uma melhor difuséo através da membrana celular.
Neste sentido, espera-se que as reacOes de alquilacdo (Figura 21) nas benzofenonas
hidroxiladas resultam de uma melhoria da atividade biol6gica apesar de algumas vezes

diminuir a atividade antioxidante.
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o OH o OH
R-Cl, K,CO,
—»
Acetona, DMF
CM-A OH LFQM OR
115,116,117
o (@)
R-Cl, K,CO,
—>
Acetona, DMF
CM-B OH LFQM OR
118,119,120
o o
R-Cl, K,COy,
e
Acetona, DMF
OH CM-C OH RO LFQM OR
121,122,123

R= -CH3' -CHzCHzCHzCHg ou CH2CHC(CH3)2

Figura 21 - Proposta de sintese.

As benzofenonas apresentam grupos hidroxilas, duplas ligagdes, grupo carbonila que
sdo susceptiveis de serem quimicamente modificados. Tais modificagdes permitem obter
rapidamente uma idéia da relacdo estrutura-atividade, especialmente com respeito aos efeitos
sobre a lipofilicidade, hidrofobicidade, densidade eletronica, ligagdes de hidrogénio
(CALIXTO et al., 2001).

Sabe-se que a modificacdo de um atomo de hidrogénio por um determinado
substituinte, pode modificar profundamente a poténcia, duragdo, natureza do efeito
farmacologico da molécula e suas propriedades fisico-quimicas.

Inicialmente, realizam-se modificagOes procurando introduzir grupos que conferem ao
composto em estudo uma maior, ou menor hidrofobicidade ou grupos doadores e/ou aceptores

de elétrons, permitindo posteriormente a aplicagdo de algum método de correlacdo entre a
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estrutura quimica e a atividade biol6gica, que pode ser qualitativa ou quantitativa. A aplicagdo
destes métodos auxilia na predicdo de qual novo grupo ou atomo pode ser introduzido em
determinada molécula para torna-la mais ativa, proporcionando assim muitas vantagens na
otimizacdo do perfil de atividade de uma substancia candidato a prototipo de farmaco
(CECHINEL et al., 1998).

Através de modificacdes, podemos obter dados importantes sobre a importancia do
grupo modificado na atividade da molécula e na identificacdo de grupos farmacoféricos. Por
exemplo, a xantoxilina (Figura 22-22), um produto natural antiespasmodico isolado da
Sebastiania schottiana (sarandi negro) teve seu efeito farmacoldgico notavelmente aumentado
quando grupos benzilas contendo substituintes hidrofobicos e doadores de elétrons foram
introduzidos (Figura 22-23) (CECHINEL et al., 1998).

OMe
o OMe o
AN X
| ~
OMe OH MeO / \o =

X=H, 4-OCHj, 4-CH; etc

Figura 22 - Estrutura quimica da xantoxilina e derivados.
Fonte: CECHINEL et al., 1998.

A astilbina (Figura 23-24), um flavonoide glicosilado isolado de Hymenaea martiana
(jatobd) com alto rendimento, apds hidrdlise &cida foi transformada na taxifolina (Figura 23-
25), molécula muito mais efetiva como analgésica do que a propria astilbina. A metilacdo da
taxifolina forneceu a taxifolina tetrametilada (Figura 23-26), que apresentou efeito analgésico
muito mais potente do que vérias drogas tradicionalmente usadas na clinica (VAZ et al.,
1998).
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Figura 23 - Estrutura quimica do flavondide astilbina e seus derivados.
Fonte: CECHINEL et al., 1998.

Outro aspecto importante que vale ressaltar € que a partir de compostos inativos em
determinado modelo farmacoldgico, com pequenas modifica¢bes estruturais, empregando o
critério da similaridade com compostos de reconhecida acdo bioldgica, pode-se sintetizar
compostos de relevantes efeitos bioldgicos. Como exemplo deste caso, podemos citar a
sintese do derivado benzofuranico da xantoxilina (Figura 24), baseada na reconhecida
atividade farmacologica de compostos do tipo benzofurano. Este composto apresentou efeito
analgésico extremamente potente quando testado em diferentes modelos de dor em
camundongos, sendo cerca de 130 vezes mais ativo do que a aspirina e o acetaminofeno no
modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético, e parece atuar por um novo
mecanismo de acdo analgésica, diferente dos conhecidos mecanismos da aspirina e da morfina
(VAZ et al., 1998).
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Figura 24 - Derivado benzofuranico da xantoxilina.
Fonte: CECHINEL et al., 1998.

Uma vez obtido um composto biologicamente ativo, pode-se lancar mao de estudos
envolvendo modificagdo molecular, também chamada de variagdo molecular ou manipulacéo
molecular, que se constitui, certamente, no método mais usado e recompensador para otimizar

essa atividade dependendo de seus grupos reativos (CECHINEL et al., 1998).
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4 OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GERAIS

% Sintetizar derivados O-substituidos a partir de 2,4-diidroxibenzofenona,

4-hidroxibenzofenona, 4,4’-diidroxibenzofenona por reagéo de alquilacéo;

« Auvaliar as atividades antioxidante, inibicdo de xantina oxidase e antimicrobiana,

buscando estabelecer um relagdo estrutura-atividade.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

X/

Preparacdo de intermedidrios O-alquilicos a partir das benzofenonas 2,4-
diidroxibenzofenona, 4-hidroxibenzofenona e 4,4’-diidroxibenzofenona;
Caracterizar os compostos sintetizados por meio de técnicas espectrométricas e
espectroscopicas usuais (UV, IV, EM e RMN );

Determinar a atividade antioxidante dos compostos utilizando o ensaio captacdo de
radicais livres DPPH®;

Determinar a atividade dos compostos obtidos na inibicdo de xantina oxidase;
Determinar atividade antibacteriana dos compostos obtidos;

Determinar atividade antifungica dos compostos obtidos;

Determinar atividade anti-Leishmania dos compostos obtidos;

Determinar citotoxicidade em macrofagos;

Relacionar estrutura quimica-atividade bioldgica dos compostos analisados;
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 METODOS GERAIS

¢+ Para cromatografia em coluna (CC) realizada para a purificacdo dos compostos utilizou-
se silica-gel 60 230 — 400 Mesh (0,200 — 0,360 nm), em coluna de vidro de didmetro interno

adequado para cada caso.

% Nos processos de cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas cromato
placas de silica gel 60 G com 0,25 mm de espessura em base de aluminio, com indicador de

fluorescéncia UV254.

% Como reveladores foram utilizados vapor de iodo sublimado; solucdo etandlica de FeCls
a 1%; luz ultravioleta (A= 254 ou 365 nm).

s Os pontos de fusdo obtidos em graus Celsius foram determinados em aparelho Metler
PFM 2, no Laboratério de Fitoquimica e Quimica Medicinal-LFQM- da Universidade Federal
de Alfenas (UNIFAL-MG).

s Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta (UV) foram obtidos em
espectofotdmetro UV-visivel de feixe duplo (Shimadzu-2550), no Laboratério de Fitoquimica
e Quimica Medicinal (LFQM) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os
derivados foram solubilizados em etanol e analisados por varredura na faixa de A= 500 a 200

nm.

s Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro Shimadzu modelo Prestig-21 no Laboratério Interdisciplinar de Quimica-
(LABIQ) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL- MG). As amostras foram preparadas
na forma de pastilhas de KBr e as absorcdes expressas em nimero de onda (cm™).

s Os espectros de massas foram obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), cromatografo Shimadzu modelo QP5050A no

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa, UFV.

< Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, '°C, foram obtidos em

espectrometro BRUKER Avance DPX 200, do Laboratorio de Ressonancia Magnética
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Nuclear de Alta Resolucdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica, UFMG. Os espectros
foram obtidos em CDCl3 e TMS como referencial interno. Os deslocamentos quimicos (8) sdo

expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J), Hertz (Hz).

% Os testes de atividade antioxidante in vitro foram realizados no Laboratorio de
Fitoquimica e Quimica Medicinal (LFQM) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-
MG). Foi utilizado espectrofotdmetro UV-visivel (Shimadzu-2550), de feixe duplo. As
substancias analisadas foram solubilizadas em etanol e analisadas em A = 517 nm para a

atividade sequestrante de radicais livres e de A = 700 nm para atividade redutora.

¢ No teste enzimatico foi utilizado espectofotdbmetro UV-visivel RF-1501 do Laboratorio
de Fitoquimica e Quimica Medicinal (LFQM) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-
MG).

% Os ensaios microbiolégicos de fungos e bactérias foram realizados no Laboratério de
Microbiologia e Imunologia de Ciéncia Biomédicas (UNIFAL-MG) e as leituras dos

resultados foram feitas em leitor automatico de microplacas (Zenith - modelo 200 rt).

% Os ensaios microbioldgicos de Leishmania realizados no Laboratério de Biologia
Molecular (UNIFAL-MG) e as leituras dos resultados foram feitas em leitor automatico de

microplacas (Zenith - modelo 200 rt).

5.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS

As reacOes para a obtencdo dos derivados foram realizadas no Laboratério de
Fitoquimica e Quimica Medicinal (LFQM) da Unifal-MG a partir da 2,4-diidroxibenzofenona
(CM-A), 4-hidroxibenzofenona (CM-B) e 4,4’-diidroxibenzofenona (CM-C) comerciais
(Sigma Aldrich®).
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5.3 ETAPA SINTETICA

Para a preparacdo dos derivados planejados, foram realizadas reacfes de alquilacéo
sobre as hidroxilas fendlicas dos substratos de partida, segundo metodologia geral descrita por
YANG e colaboradores (2009). As benzofenonas de partida e o agente alquilante foram
dissolvidos numa mistura de acetona e dimetilformamida (DMF), utilizandoK,CO3; como

base.

5.3.1 Sintese de 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (LFQM-115)

o
7 Acetona, DMF
CH;l, K,CO4

CM-A LFQM-115

Figura 25 - Reacéo de obtencdo do derivado LFQM—115.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 100 mg (0,467 mmol) de 2,4-
diidroxibenzofenona (CM-A), dissolvidos em 2 mL de acetona (0,02 mmol), 1 mL de DMF
(0,01 mmol) e foi acrescentado 93 mg de K,CO3 (0,0009 mmol). O sistema foi mantido sob
agitacdo magnética a t.a., e ap6s 30 minutos foi acrescentado 0,5 mL (0,93 mmol) de CHsl. O
sistema foi mantido por 12 h em agitacdo magnética a t.a., monitorado por CCD
(hexano/acetato de etila 75:25), até que foi verificado que a reacdo ndo mais evoluia. A
mistura reacional foi vertida em um funil de separacao, seguido da adi¢do de 5 mL de &gua (1
x 5 mL) e extracdo com AcOEt (3x10mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com
acetato de etila (4x 20 mL) e as fases organicas reunidas foram secas sob sulfato de sddio
anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. Foram obtidos 40 mg (0,17 mmol) de
LFQM-115, na forma de um so6lido amarelo com 37,6% de rendimento (YANG et al., 2009
adaptado).

UV (EtOH, 0,1 %) Amax(log €): 416 (12,5); 324 (0,25); 286 (0,16); 242 (0,24) nm.

IV(KBF) v maxcm™ : 2864 (vC-H); 1807 e 1643 (vC=0); 1256 (vC-O-C).

CG-EM m/z (%): 105(5), 77(14), 228(25), 31(100).
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RMN de 'H (CDCls, 200MHz): 6 3,8(s , H-8); 6,3(d, J = 2,4 Hz, H-3); 6,4(d, J=2,4Hz, H-5);
6,5 (t, J=2,4 Hz, H-6); 7,5(t, J= 0,8 Hz, H-3> e H-5"); 7,6(d, J= 2,0 Hz, H-2’ ¢ H-6").

RMN de *C (CDCl;, 50 MHz): 6 56,9 (C-3); 108,6 (C-5); 114,4 (C-1); 129,5 (C-2’ ¢ C-6°);

130,1 (C-3’e C-5"); 132,7 (C-4’); 136,5 (C-1°); 139,5 (C-6°); 167,5 (C-2); 167,6 (C-4); 201,3
(C-7).

5.3.2 Sintese de 2-hidroxi-4-butoxibenzofenona (LFQM-116)

o OH o OH
. Acetona, DMF )'K
S— .
Br /\/\
Ke2COs /\/\
H LFQM-116 o

CM-A o

Figura 26 - Reacéo de obtencdo do derivado LFQM-116.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 200 mg (0,934 mmol) de 2,4-
diidroxibenzofenona (CM-A) dissolvidos em 2mL de acetona (0,02 mmol), 1 mL de DMF
(0,01 mmol) e acrescentado 186 mg de K,COj3 (0,001 mmol). O sistema foi mantido sob
agitacdo magnética a t.a., e apds 30 minutos foi acrescentado 0,20 mL(1,86mmol) de C4HyBr.
O sistema foi mantido em agitacdo magnética a t.a., por 10 h e monitorado por CCD
(hexano/acetato de etila75:25) até que foi verificado que a reacdo ndo mais evoluia. A mistura
reacional foi vertida em um funil de separacdo, seguido da adi¢do de 5 mL de &gua (1 x 5 mL)
e extracdo com AcOEt (3x10mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com acetato de
etila (4x 20 mL) e as fases organicas reunidas foram secas sob sulfato de soédio anidro, filtrada
e concentrada sob presséo reduzida. Foram obtidos 210 mg (0,77mmol ) de LFQM-116 na
forma de um sélido amarelo, com 83,3% de rendimento (YANG et al., 2009 adaptado).

UV (EtOH, 0,1 %) hmax(l0g €): 324 (0,24), 289 (0,15) e 243 (0,21) nm.

IV(KBI) v maxCmM™ : 2800 (vC-H): 1624 (vC=0): 1266 (uC-O-C).
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CG-EM m/z (%): 105(5), 77(14), 228(25), 31(100).

RMN de *H (CDCls, 200MHz): 6 0,98(t, J= 7,3Hz, H-11); 1,4(sex., J= 7,2 Hz, H-10); 1,7(q,
J=7,5 Hz, H-9); 4,0(t, J= 6,5 Hz, H-8 ); 6,4 (H-3 e H-5); 7,7 (d, J=2,4 Hz, H-6): 7,5(d, J= 6,2
Hz , H-2’ e H6%); 7,7 (t, J= 4Hz , H-4).

RMN de ©C (CDCls, 50 MHz): § 16,0 (C-11); 17,4 (C-10); 21,8(C-9 ); 70,7 (C-8); 96,8 (C-
3); 102,7 (C-5); 113,9 (C-1); 130,1 (C-3’ ¢ C-5°); 129,7(C-2’ ¢ C-6); 129,5 (C-6); 135,3 (C-

1°); 151,2 (C-2); 167,6 (C-4); 202,3 (C-7).

5.3.3 Sintese de 2-hidroxi-4-preniloxibenzofenona (LFQM-117)

OH

o o OH
7 Acetona, DMF )k
—>
/\)\ /
r
CM-A K,CO3 LFQM-117 o

B
OH

Figura 27 - Reacéo de obtencdo do derivado LFQM-117.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 200 mg (0,934 mmol) de 2,4-
diidroxibenzofenona (CM-A), dissolvidos em 2mL de acetona (0,02 mmol), 1 mL de DMF
(0,01 mmol) e acrescentado 186 mg (0,001 mmol) de K,COs. Esperou-se 30 minutos em
agitacdo magnética a t.a., e acrescentou 0,22 mL(1,95mmol) (CsHgBr). O sistema foi mantido
em agitacdo magnética a t.a., por 11h e monitoramento por CCD (hexano/acetato de
etila75:25) até que foi verificado que a reacdo ndo mais evoluia. A mistura reacional foi
vertida em um funil de separacdo, seguido da adi¢do de 5 mL de agua (1 X 5 mL) e extracdo
com AcOEt (3x10mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com acetato de etila (4x 20
mL) e as fases organicas reunidas foram secas sob sulfato de sédio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. Foram obtidos 120 mg (0,42mmol) de LFQM-117, na
forma de um sélido esbranquicado, com 45,6% de rendimento (YANG et al., 2009 adaptado).

UV (EtOH, 0,1 %) hmax(l0g €): 322 (0,25), 288 (1,70) e 243 (0,22) nm.
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IV(KBI) v maxcm™ : 2914 (vC-H); 1600 (vC=0); 1271 (LC-O-C).

CG-EM miz (%): 282(1), 77(5), 105(5), 137(6), 69(50), 213(60), 41(100).

RMN de 'H (CDCIls, 200MHz): 6 1,8 (s, H-11); 1,8 (s, H-12); 4,5 (d, J=6,8; H-8); 5,4 (m,
H-9): 6,4 (d, J=2,0 Hz, H-3); 6,5(d, H-5); 6,6 (d, H-6); 7,5 (m, H-4"); 7,6 (t, J= 2,9 Hz, H-3’
e H-5"); 7,7 (d, J= 1,6 Hz, H-2’ ¢ H-6").

RMN de *C (CDCls, 50 MHz): § 18,9 (C-11); 23,0 (C-12); 66,1 (C-8); 120,1 (C-9); 141,9

(C-10); 104,3 (C-3); 105,7 (C-5); 110,7 (C-1); 129,1 (C-3’ e C-5°); 129,7 (C-6); 163,8 (C-4);
130,1 (C-2’ ¢ C-6"); 133,4 (C-4"); 137,4 (C7).

5.3.4 Sintese de 4-metoxibenzofenona (LFQM-118)

O

(@]
. Acetona, DMF )k
—_—>
CHyl, K,COy
CM-B OH LFQM-118 (@]

Figura 28 - Reacdo de obtencdo do derivado LFQM-118.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 200 mg (0,934 mmol) de 4-
hidroxibenzofenona (CM-B), dissolvidos em 2mL de acetona (0,02 mmol), 1 mL de DMF
(0,01 mmol) e foi acrescentado 210 mg (0,002 mmol) de K,COs. Esperou-se 30 minutos em
agitacdo magnética a t.a., e acrescentou 0,12 mL (1,83mmol) de CHgl. O sistema foi mantido
em agitacdo magnética a t.a., por 48 h monitoramento por CCD (hexano/acetato de etila
75:25) até que foi verificado que a reagdo ndo mais evoluia. A mistura reacional foi vertida
em um funil de separacdo, seguido da adi¢do de 5 mL de agua (1 x 5 mL) e extragdo com
AcOEt (3x10mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com acetato de etila (4x 20 mL)

e as fases orgéanicas reunidas foram secas sob sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada
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sob pressao reduzida. Foram obtidos 108mg (0,5umol) de LFQM-118 na forma de um soélido
amarelo com 48,4% de rendimento (YANG et al., 2009 adaptado).

UV (EtOH, 0,1 %) hmax(l0g €): 416 (25), 288 (0,13), 252 (0,24), 224 (0,20) e 204 (0,09) nm.

IV(KBI) v maxCM™ : 2968, 2935 e 2845 (uC-H); 1649 (vC=0); 1259 (LC-O-C).

CG-EM m/z (%): 69(50), 31(90),41(100), 212(100).

RMN de *H (CDCls, 200MHz): & 3,8 (s, H-8); 6,9 (d, J = 8,6 Hz, H-3 e H-5); 7,4 (d, J=
6,8Hz, H-2 e H-6); 7,5 (t, J= 6,5Hz, H-3" ¢ H-5"); 7,8 (t, J= 8,8 Hz, H-4").

RMN de *C (CDCls, 50 MHz): 6 56,9 (C-8); 117,7 (C-3 e C-5); 129,2 (C-2 e C-6); 131,4
(C-2 e C-6); 129,8 (C-2’ ¢ C-6 ) 138,7 (C-4’); 143,5 (C-1°); 169,4 (C-4); 201,5 (C-7)

5.3.5 Sintese de 4-butoxibenzofenona (LFQM-119)

O

(@]
. Acetona, DMF )k
—_—>
CHyl, K,CO,4
CcM-B OH LFQM-118 (@]

Figura 29 - Reacéo de obtencdo do derivado LFQM-119.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 300 mg (0,934 mmol) de 4-
hidroxibenzofenona (CM-B), dissolvidos em 2,6 mL de acetona (0,02 mmol), 1,3 mL de
DMF (0,01 mmol) e foi acrescentado 151 mg (0,001 mmol) de K,COs;. Esperou-se 30
minutos em agitacdo magneética a t.a., e acrescentou 0,24mL (2,23mmol) de C4HgBr. O
sistema foi mantido em agitacdo magneética & t.a., por 36 h monitoramento por CCD
(hexano/acetato de etila75:25) até que foi verificado que a reacdo ndo mais evoluia. A mistura
reacional foi vertida em um funil de separacéo, seguido da adi¢cdo de 5 mL de &gua (1 x 5 mL)

e extragdo com ACcOEt (3x10mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com acetato de
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etila (4x20 mL) e as fases organicas reunidas foram secas sob sulfato de sodio anidro, filtrada
e concentrada sob pressdo reduzida. Foram obtidos 243mg (0,95mmol) de LFQM-119 na
forma de um sélido amarelo com 63,3% de rendimento (YANG et al., 2009 adaptado).

UV (EtOH, 0,1 %) hmax(log €): 416 (0,0005), 290 (0,09), 226 (0,09) e 204 (0,2) nm.

IV(KBI) v maxcM™ : 2962 € 2926 (vC-H); 1635 (vC=0); 1247 (vC-O-C).

CG-EM miz (%): 77(30), 105(25), 121(100), 254(L).

RMN de *H (CDCls, 200MHz): § 1,0 (t, J= 7,3 Hz, H-11) 1,5 (sex, J= 7,2 Hz, H-10); 1,7(q,
J=8Hz, H-9); 4,0(t, J= 6,5 Hz, H-8); 6,9 (d, J= 8,8 Hz H-3 e H-5); 7,7 (d, J= 2,4 Hz, H-2 e H-
6); 7,5 (d, J=7,4 Hz, H-2’ e H6); 7,4 (t, J= 7,1 Hz, H-3’ ¢ H-5"); 7,5 (t, J= 6,5 Hz, H-4").

RMN de *C (CDCls, 50 MHz): ¢ 14,3 (C-11); 20,4 (C-10); 32,4 (C-9 ); 66,9 (C-8); 115,2 (

C-3 e C-5); 129,4 (C-2 e C-6); 130,9 (C-3’ ¢ C-5): 132,8 (C-4); 133,6 (C-1°); 166,4 (C-4);
1955 (C-7).

5.3.6 Sintese de 4-preniloxibenzofenona (LFQM-120)

o
‘)‘\‘\Acetona DMF ‘ ‘\
K,CO4 LFQM-120 /\)\

Figura 30 - Reacéo de obtencdo do derivado LFQM-120.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 200 mg (0,934 mmol) de 4-
hidroxibenzofenona (CM-B), dissolvidos em 2 mL de acetona (0,02 mmol), 1 ML de
DMF(0,01 mmol) e acrescentado 202 mg (0,002 mmol) de K,COs. Esperou-se 30 minutos
em agitacdo magnética a t.a., e acrescentou 0,12 mL(1,06 mmol) de CsHgBr. O sistema foi
mantido em agitacdo magnética a t.a., por 20 h monitoramento por CCD (hexano/acetato de
etila 75:25) até que foi verificado que a reacdo ndo mais evoluia. A mistura reacional foi



67

vertida em um funil de separacéo, seguido da adi¢do de 5 mL de &gua (1 x 5 mL) e extracdo
com AcOEt (3x10mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com acetato de etila (4x20
mL) e as fases organicas reunidas foram secas sob sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada sob pressédo reduzida. Foram obtidos 137 mg (0,51 mmol) de LFQM-120 de, na
forma de um sélido esbranquicado, com 51,5% de rendimento (YANG et al., 2009 adaptado).

UV (EtOH, 0,1 %) Amax(log €): 416 (-0,0005), 290 (0,02) e 250 (0,01) nm.

IV(KBF) v maxcm™ : 2976 € 2943(vC-H); 1598 (vC=0); 1255 (vC-O-C).

CG-EM m/z (%): 266(1), 41(15), 105(20), 198( 55), 121(65), 69(73)

RMN de 'H (CDCl; 200MHz): ¢ 1,7 (s, H-11 ou H-12); 4,5 (d, J= 6,8 Hz, H-8); 5,5 (t, J=
6,8 Hz, H-9);6,9 (d, J=8,8 Hz, H-3 e H-5); 7,4 (d, J= 7,2 Hz, H-2 e H-6 ); 7,5 (d, J= 7,2 Hz,
H-2’ e H-6"); 7,5 (d, J= 7,2 Hz, H-3 e H-5); 7,7 (t, J= 3,3 Hz, H-4").

RMN de *C (CDCls, 50 MHz): ¢ 19,5 (C-11); 27,1 (C-12); 66,3 (C-8); 120,2 (C-9);

139,1(C-10); 115,5 (C-3 e C-5); 129,4 (C-2, C-6); 133,0 (C-1); 131,2 (C-2 ¢ C-6); 133,1 (C-
4°): 163,8 (C-4); 195,9 (C-7).

5.3.7 Sintese de 4,4-dimetoxibenzofenona (LFQM-121)

o
Acetona, DMF
CHgl, cho3
CM-C LFQM-121

Figura 31 - Reacdo de obtencédo do derivado LFQM-121.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 300 mg (0,934 mmol) de
4,4’ diidroxibenzofenona (CM-C), dissolvidos em 2,6 mL de acetona (0,02 mmol), 1,3 mL de
DMF (0,01 mmol) e foi acrescentado 390 mg (0,003 mmol) de K,COs;. Esperou-se 30
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minutos em agitacdo magnética a t.a., e acrescentou 0,26 mL de CHgl. O sistema foi mantido
em agitacdo magnética a t.a., por 27 h monitoramento por CCD (hexano/acetato de etila
75:25) até que foi verificado que a reacdo ndo mais evoluia. A mistura reacional foi vertida
em um funil de separacéo, seguido da adicdo de 5 mL de agua (1 x 5 mL) e extracdo com
AcOEt (3x10mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com acetato de etila (4x20 mL)
e as fases organicas reunidas foram secas sob sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada
sob pressao reduzida. Foram obtidos 300 mg (0,51 mmol) de LFQM-121 de, na forma de um
solido esbranquicado, com 90,6% de rendimento (YANG et al., 2009 adaptado).

IV(KBI) v maxcm™ : 2924 (vC-H); 1637(vC=0); 1253 (vC-O-C)

CG-EM miz (%): 242(1), 77(10), 135(25), 31(100).

RMN de 'H (CDCls, 200MHz): 6 3,8 (s, H-8 e H-8"); 6,9 (d, J= 8,8 Hz, H-3, H-5 ¢ H-3’,H-
5°:7,8(d, J= 8,8 Hz, H-2, H-6 e H-2°, H-6").

RMN de *C (CDCls;, 50 MHz): 6 56,7 (C-11); 114,4 (C-3, C-5 C-3’ ¢ C-5"); 131,7 (C-2, C-
6, C-2’ ¢ C-6°); 133,4 (C-4 e C-4); 195,7 (C-7).

5.3.8 Sintese de 4,4-dibutoxibenzofenona (LFQM-122)

o
o § S A
7 Acetona, DMF
, N
. N NN
HO e OH N NN Lram-122 o
K,CO,

Figura 32 - Reacdo de obtencdo do derivado LFQM-122.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 100 mg (0,934 mmol) de 4.,4’-
diidroxibenzofenona (CM-C), dissolvidos em 6 mL (0,06 mmol) de acetona (0,002 mmol), 3
mL( 0,03mmol) de DMF e foi acrescentado 260 mg (0,02 mmol) de K,COs. Esperou-se 30
minutos em agitacdo magnética a t.a., e acrescentou 0,12 mL de C4H¢Br. O sistema foi
mantido em agitacdo magnética a t.a., por 32 h monitoramento por CCD (hexano/acetato de

etila 75:25) até que foi verificado que a reagdo ndo mais evoluia. A mistura reacional foi
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vertida em um funil de separacéo, seguido da adi¢do de 5 mL de &gua (1 x 5 mL) e extracdo
com AcOEt (3x10mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com acetato de etila (4x20
mL) e as fases organicas reunidas foram secas sob sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. . Foram obtidos 150mg (0,46 mmol) de LFQM-122 na

forma de um sélido amarelo com 73% de rendimento (YANG et al., 2009 adaptado).

IV(KBF) v maxcm™ : 2933 (vC-H); 1637 (vC=0); 1249 (vC-O-C).

RMN de 'H (CDCl3, 200 MH2): 6 0,9 (t, J= 7,3 Hz, H-11 e H-11"); 1,4 (sex, J= 7,3 Hz, H-
10 e H-10%); 1,8(d, J= 7,2 Hz, H-9 e H-9°); 4,0 (t, J= 6,4 Hz ,H-8 e H-8); 6,9 (d, J=8,8 Hz,
H-3, H-5e H-3"), 7,0 (d, J = 8,8 Hz H-2, H-6 ¢ H-2’,H-6").

RMN de **C (CDCIs, 50 MHz): 6 14,6 (C-11 e C-11°); 19,9 (C-10 e C-10°); 31,4 (C-9 e C-

9°); 68,7 (C-8 e C-8°); 114,6 (C-3, C-5, C-3” ¢ C-5°); 131,3 (C-2, C-6 & C-2°, C-6°); 132,9 (C-
1eC-1°); 163,2 (C-4 e C-4); 195,2 (C-7).

5.3.9 Sintese de 4,4’-dipreniloxibenzofenona (LFQM-123)

Br
K,COg4

Figura 33 - Reacdo de obtencdo do derivado LFQM-123.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 200 mg (0,934 mmol) de 4-
hidroxido-benzofenona (CM-A), dissolvidos em 2 mL (0,02mmol) de acetona, 1 mL de DMF
(0,01 mmol) e acrescentado 260 mg (0,002 mmol) de K,COs. Esperou-se 30 minutos em
agitacdo magnética a t.a., e acrescentou 0,27 mL (2,39 mmol) de CsHgBr. O sistema foi
mantido em agitacdo magnética a t.a., por 5 h e monitoramento por CCD (hexano/acetato de
etila 75:25) até que foi verificado que areacdo ndo mais evoluia. A mistura reacional foi
vertida em um funil de separacdo, seguido da adi¢do de 5 mL de &gua (1 x 5 mL) e extragédo

com AcOEt (3x10mL). A fase aquosa foi adicionalmente extraida com acetato de etila (4 x
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20 mL) e as fases orgénicas reunidas foram secas sob sulfato de sdédio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. Foram obtidos 24 mg (0,06 mmol) de LFQM-123 na forma

de um solido esbranquicado, com 76,2% de rendimento (YANG et al., 2009 adaptado).
IV(KBI) v maxem™ : 2933 (vC-H); 1637 (bC=0); 1249 (vC-O-C).

RMN de 'H (CDCls, 200 MHz): 6 1,7(s, H-11,H-11", H-12 e H-12"); 4,5 (d, J= 6,8 Hz, H-8
e H-8"); 5,5 (t, H-9 e H-9"): 6,9 (d, J= 8,8 Hz, H-3, H-5 e H-3" ¢ H-5); 7,7 (d, J= 8,8 Hz , H-
2, H-2" ¢ H-6, H-6").

RMN de *C (CDCls, 50 MHz): § 18,8 (C-11 e C-11°); 26,4 (C-12 e C-12°); 65,5 (C-8 e C-
8’); 119,6 (C-9 e C-9°): 139,3 (C-10 e C-10°); 114,6 (C-3, C-5 e C-3’, C-5°); 131,2 (C-2, C-6
e C-2°,C-6"); 132,7 (C-1 e C-1"); 162,7 (C-4 e C-4); 195 (C-7).

5.4 AVALIACOES DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.4.1 Atividade antioxidante

5.4.1.1 Avaliagéo 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 modificagdes. Adicionou-se 4,0 mL da
solucdo das amostras (nas concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5 umol.L™) a serem testadas a
1,0 mL de solucdo (0,5 mM) do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila). A mistura foi
agitada vigorosamente e mantida em repouso, sob protecdo de luz, por 30 minutos. Logo
apos, 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 etanolica apresenta
uma banda de absor¢do a 517nm. Quando misturado a uma substancia capaz de doar um
hidrogénio e seqliestrar o seu radical, 0 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)/absorbéancia do
controle)] x 100.
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A determinagéo da concentragcdo de amostra ou padrdo que causa 50% de inibigé&o da
concentracdo (CE.) 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.

5.4.1.2 Avaliagdo do Poder Redutor dos Constituintes Quimicos

Avaliacdo do poder de reducdo das amostras foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por YEN et al (2005) com modificagdes.

As amostras foram diluidas (nas concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5 umol.L™) e de
cada uma foi retirada uma aliquota de 1,0 mL para tubos de ensaio de 25,0 mL. A esta
aliquota foi adicionado: 2,5 mL de tampdo fosfato 0,2 M (pH 6,6); 2,5 mL de K3[Fe(CN)¢]
(1%). A mistura foi mantida em banho-Maria a 45°C por 20 minutos. Uma porgéo de 2,5 mL
de acido 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 agua destilada e 0,5 mL de FeCl; (0,1%). A
leitura da absorbancia foi realizada a 700 nm em espectrofotdmetro UV/Vis. Uma elevada
absorbéancia indicando grande poder redutor. As amostras forma analisadas em triplicata.

A determinacdo de percentual inibitério maximo 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.

5.4.2 Avaliacao da atividade inibitéria de xantina oxidase (XO) (Castro e colaboradores
(2004).

5.4.2.1 Tampdo TRIS 5 umol/L
Os ensaios com xantina oxidase foram realizados em tamp&o TRIS 157 gmol ™ em

200 mL de agua (H,0), adicionou-se NaOH 1% (m/v) em pH 8,1 e completou-se o volume

com H,0 g.s.p. 500 mL.

5.4.2.2 Solugéo estoque de xantina

A solugdo estoque de xantina 11 mg (152,11 gmol™) foi solubilizada em 800 uL de

NaOH 1% (m/v) e completou-se 0 volume com tampao TRIS 5 pumol/l até 10,0 mL.
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5.4.2.3 Xantina 27,0uM em TRIS 5 mM

Diluiu-se 373 pL da solugdo estoque de xantina no tampd@ TRIS g.s.p. em
aproximadamente 80 mL, acertou-se o pH para 8,1 e completou-se até 100 mL de tampéo
TRIS.

5.4.2.4 XO 0,2 U/mL

Diluiu-se 12 pL de solugdo de XO 5 U/0,2 mL em tampao TRIS g.s.p. 1,5 mL

5.4.2.5 Preparo do Alopurinol

Solubilizou-se 0,0122 g de Alopurinol (PM=136,1116 g mol™') em g.s.p. 10 mL de
DMSO (8,96 uM). Foram feitas dilui¢cBes 1/2 (4,48 uM), 1/4 (2,24 uM) e 1/8 (1,12 uM).

As concentragdes finais na mistura reacional foram: 3,73 uM; 7,47 uM;14,9 uM e
29,9 uM.

5.4.2.6 Preparo de 2,4-diidroxibenzofenona

Foram solubilizados 0,0100 g de 2,4-diidroxibenzofenona (CM-A) (PM = 214,217
gmol™) em g.s.p. 0,5 mL de DMSO (93,4 mM). Foram feitas diluicdes 1/2 (46,7 mM), 1/4
(23,3 mM) el/8 (11,7 mM). As concentracOes finais na mistura reacional foram 0; 38,9 uM;
77,8 uM; 156 pM e 311 pM.

5.4.2.7 Preparo de 2-hidroxi-4-butoxibenzofenona

Foram solubilizados 0,0106 g de 2-hidroxi-4-butoxibenzofenona (270 g mol™) em
g.s.p. 0,5 mL de DMSO. Foram feitas diluigdes 1/8 e 1/16. As solugdes mais concentradas

precipitaram.

5.4.2.8 Procedimento
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Em uma cubeta de quartzo adicionou-se 3 mL de Xantina 27 puM em TRIS 5 mM,
retirou-se 110 pL da solucdo e adicionou-se 10 pL de DMSO. A reagédo foi inicializada
adicionando 100 pL da solucdo de XO 0.2 U/mL. As leituras foram feitas a 290 nm de 5 em 5
segundos durante 10 minutos contra um branco preparado de 3 mL, menos 10 pL, mais 10 pL
de DMSO. Quando foi utilizado o inibidor substituiu-se 0 DMSO nas soluc¢@es do branco e da

amostra pela solucéo do inibidor.

5.4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

5.4.3.1 Bactérias e fungos

As amostras microbianas de bactérias e leveduras utilizadas na avaliacdo da atividade
antimicrobiana das substancias em estudo pertencem a colecdo de microrganismos do
Laboratorio de Microbiologia e Imunologia da UNIFAL-MG. As amostras de bactérias e
leveduras sdo linhagens padrdes da American Type Culture Collection (ATCC).

As determinacgdes do perfil de sensibilidade, concentragdo inibitéria minima (CIM),

concentracdo bactericida minima (CBM), concentracdo fungicida minima (CFM) dos
derivados foram realizadas de acordo com a metodologia de microdiluicdo em caldo RPMI
1640 para fungos conforme documento M27A3, CLSI, 2008) e microdiluicdo em caldo
Mueller Hinton para bactérias conforme documento M7A6,
CLSI, 2003), com algumas modificagdes. Os meios de cultura utilizados foram: caldo
Mueller Hinton para bactérias e caldo RPMI 1640 para fungos. As substancias foram testadas
em 10 concentragdes (ug/mL). Os valores de IC50 (menor concentracdo inibitéria de 50% do
crescimento microbiano) e 1C100 (menor concentracdo inibitéria de 100% do crescimento
microbiano).

Os meios de cultura Mueller Hinton e o caldo RPMI 1640 acrescidos de DMSO nas
mesmas concentracdes finais propostas para os derivados foram utilizados como controle
negativo no teste com bactérias e no teste com fungos, respectivamente. A droga padréao
utilizada como controle positivo no teste foi o antifingico fungistatico Fluconazol e o
antibiotico bacteriostatico cloranfenicol. Os ensaios foram realizados em duplicata sobre
bactérias e fungos Os ensaios foram realizados sobre fungos e bactérias padrées American
Type Culture Collection (ATCC).

Os microrganismos escolhidos sdo oportunistas e ou patogénicos.
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Bactéria Gram positiva: Bacillus subtilis (ATCC6633), Staphylococcus aureus
(ATCC25923); Staphylococcus epidermidis (ATCC 1228).
Bactérias Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 8739); Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027); Salmonella thyphimurium (ATCC 14028).
Fungos: Leveduras do género Candida: Candida albicans (ATCC 10231), Candida albicans
(ATCC 64548), Candida krusei (ATCC 6258), Candida tropicalis (ATCC 750), Candida
glabrata (ATCC 90030), Candida parapsilosis (ATCC 22019).

Os derivados foram solubilizados em DMSO. As solu¢cdes em DMSO foram diluidas
100x no meio de cultura utilizado no ensaio, reduzindo a concentragdo final do solvente para
1%. O DMSO nesta concentragéo e sem os derivados foi utilizado no ensaio como controle da

diluicdo.

Tabela 1: Dilui¢bes sequenciais dos derivados para a avaliagdo de seus potenciais antibacterianos e antifngicos

Concentracao (ug/mL) Concentracao (pug/mL) Concentragéo (ug/mL)
Cloranfenicol fluconazol dos derivados LFQM

125,0 64,0 100,0

62,5 32,0 62,5

31,2 16,0 31,2

15,6 8,0 15,6

7,8 4,0 7,8

3,9 2,0 3,9

1,9 1,0 19

0,9 0,5 0,4

0,4 0,2 0,2

0,1 0,1 0,06
0,03

5.4.3.2 Leitura e interpretacdo dos resultados

A leitura foi feita verificando a concentracdo inibitoria minima, ou seja, determinando
a concentracdo das amostras capaz de inibir 50% (CIMsg) e 100% (ClMsgo) do crescimento
microbiano. Essa leitura foi feita apds 24 horas para as bactérias, e leveduras e ap6s 5 dias
para os fungos filamentosos. As leituras foram feitas a 530 nm em leitora espectrofotométrica

de microplacas. Os testes foram realizados em duplicata.
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Figura 34 - Ensaio microbiolégico.

5.4.4 Avaliacdo da atividade antiparasitaria

5.4.4.1 Leishmaniose (Teste Promastigota)

Formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio LIT
suplementado com 10% de soro fetal bovino em estufa a 25°C. Para a realizacdo dos testes
foram transferidas & razdo de 1X10° células/mL para placas de 24 pocos, onde entdo foram
adicionadas as substancias avaliadas nas concentracGes de 20 pg/mL e 40 pg/ml, para que
fosse feita uma triagem dos compostos com melhor atividade leishmanicida. Ap6s 72 horas de
incubacdo a 25°C, os protozoarios foram contados em camara de Neubauer para a
determinacdo da porcentagem de inibicdo, tendo como controle, protozoarios em meio de
cultura sem a adicdo de drogas. Os compostos que apresentaram porcentagem de inibicédo

significativa foram submetidos aos demais testes mencionados abaixo.

5.4.4.2 Determinacéo de 1Cso em promastigotas de L. amazonenses
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Formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio LIT suplementado
com 10% de soro fetal bovino em estufa a 25°C. Para a realizacdo dos testes foram
transferidas & razdo de 1x10° células/mL para placas de 24 pocos, onde entdo foram
adicionadas as substancias a serem avaliadas nas concentracfes que variavam de 0,1 a 40,0
pg/ml. Apo6s 72 horas de incubacgdo a 25°C, os protozoarios foram contados em camara de
Neubauer, em triplicata, para a determinagdo do ICsp, tendo como controle, protozoarios em
meio de cultura sem a adicdo das drogas. Este ICs, foi entdo comparado ao ICsy da droga
padrdo anfotericina B (PEREIRA et al., 2010).

5.4.4.3 Avaliagéo da citotoxicidade

Para avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizados macréfagos peritoneais murinos
mantidos em meio RPMI 1640 a 37°C e 5% de CO,, dispostos em placas de 24 pocos na
razdo de 8 X 10° por poco, aos quais foram adicionadas as substancias a serem avaliadas em
concentracdes de 0,1 a 40,0 pug/ml e incubados por 72 horas. Apos o periodo de incubacao foi
adicionado 50,0 uL de MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo) a
cada poc¢o, com nova incubacdo por 4 horas, entdo as células foram lisadas com DMSO e
avaliadas em espectrofotometro UV/VIS Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 a 570nm para
determinacdo do CCso por comparagdo ao controle sem adicdo de drogas (PEREIRA et al.,
2009)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 RESULTADOS DAS ETAPAS SINTETICAS

6.1.1 Derivado LFQM-115 (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona)

(@) OH

O FM: C14H1203
e MM: 228,08 g/mol

Figura 35 - Derivado sintético LFQM -115.

O derivado LFQM-115 foi obtido por uma reacéo de alquilacdo, pela qual reagiu-se a
2,4-diidroxibenzofenona CM-A com CHzsl, na presenca de K,CO3; (YANG et al., 2009)
(Figura 35). O produto foi obtido como um solido amarelo (p.f. 58 °C), com rendimento de
37,6%.

O espectro no ultravioleta (UV) do LFQM-115 (Figuras 36 e 37) mostrou bandas com
absorgdes com Ama (lI0g e{LFQM-115.L.mol™}) em 416 nm (-12,5), 324nm (0,25), 286 nm
(0,16), 242nm(0,24). A adicdo de solucdo de AICI; a solugdo provoca um deslocamento
batocrémico, com absor¢des com Ama (Iog e{LFQM-115.L.mol™*}) em 315nm (0,20), 288 nm
(0,19) e 242 nm (0,27), 0 que sugere a existéncia de hidroxila em um sistema quelatogénico.
A adicéo de solucdo de HCI ndo restaurou a banda para seu estado inicial, com absor¢des com
Amax (1og e{LFQM-115.L.mol™}) em 312 nm (0,19), 291 nm (0,20) e 242 nm (0,28), porém
ficou semelhante a curva com o aditivo AICI; confirmando assim presenga de grupo
quelatogénico. Com a adicdo de NaOAc verificou-se que ndo houve deslocamento
batocromico com absorgdes nos Amax (1og e{LFQM-115.L.mol™}) em 326 nm (0,26), 286 nm
(0,18) e 241nm(0,26), sugerindo que a hidroxila acida (C-4) foi substituida pelo o grupamento

metil. Na presenca de NaOAc/H3BO3; ndo observou novamente desvio batocrdmico em
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relacdo a solucéo inicial sem aditivos, com absor¢des com Amax (I0g e{LFQM-115.L.mol™})
em 325 nm (0,26), 286 nm (0,18) e 241nm (0,26) indicando que o grupo para-hidroxi no anel
B encontra-se substituido pelo mesmo grupamento (MABRY, 1970).

1,500

| m—m LFQM-115

| LFQM-115 + AICl,

0,000 L L
200,00 00,00 400,00
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| == |_FQM-115+ AICl5 + HCI |

Figura 36 - Espectro no ultravioleta do composto LFQM-115.
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Figura 37 - Espectro no ultravioleta do composto LFQM-115 com NaOAc e H3BO3; como aditivos.

O espectro de absor¢do no IV (figura 38) do derivado LFQM-115 evidenciou banda de
deformacdo axial de OH em 3350 cm'l, bandas fracas em 3061 cm™ e 2995 cm™

caracteristicas de deformagdo axial de ligagdo C-H de aromético e em 2864 cm™ uma banda
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caracteristica de deformacéo axial de ligacdo C-H do grupo metila. em 1807 cm™ e 1643 cm™
de C=0 de carbonila. Banda forte de deformacéo axial em 1256 cm™ de C-O-C de éter
aromatico (SILVERSTEIN et al., 2006).
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Figura 38 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de LFQM-115.

No espectro de massas (Figura 39), foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades
relativas (Tabela 2). O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 228(Figura
39) e 0 pico base em m/z 31 (SILVERSTEIN et al., 2006).
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Figura 39 - Espectro de massas do derivado LFQM-115.

Tabela 2 - Principais fragmentos presente no espectro de massa do derivado LFQM-115

m/z Fragmento Intensidade Relativa
31 [CH30]" 100

77 [CeHs]” 14

105 [C/Hs0]" )

228 [C14H1203 1" 25

Pela analise do espectro de RMN de *H de LFQM-115 (Figura 40) foi observado um
singleto intenso em ¢ 3,8 ppm referente ao hidrogénio metilico H-8, comprovando a
modificacdo estrutural. O dupleto em ¢ 6,3 ppm com J = 2,4Hz é referente aos hidrogénios
aromaticos H-3. Um sinal de dupleto em ¢ 6,4 ppm foi atribuido ao hidrogénios H-5 com
J=2,4Hz. Em ¢ 6,5 ppm um sinal de tripleto referente aos hidrogénios H-6 com J=2,4 Hz. Em
0 7,5 ppm um sinal de tripleto referente aos hidrogénios H-3’ e H-5’ com J=0,8 Hz. Em 6 7,6

ppm um sinal de dupleto referente aos hidrogénios H-2’ e H-6’ com J= 2,0 Hz.
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Figura 40 - Espectro de RMN de *°C a 200 MHz de LFQM-115 (CDCls; 200 MHz).

No espectro de RMN de 3C de LFQM-115 (Figura 40) foi observado um sinal em &
56,9 ppm referente ao carbono metilénico C-8. Em ¢ 105,2 ppm foi observado um sinal
atribuido aos carbonos C-3. Em ¢ 108,6 ppm um sinal para o carbono C-5. Em ¢ 114,4 ppm
um sinal para os carbonos C-1. Em ¢ 129,5 ppm um sinal para os carbonos C-2’ ¢ C-6’. Em ¢
130,1 ppm um sinal para o carbono C-3’e C-5" do anel aromatico A. Em ¢ 132,7 ppm um
sinal para o carbono C-4’. Em ¢136,5 ppm um sinal do carbono aromatico C-1° do anel
aromatico B. Em ¢ 139,5 ppm um sinal para o carbono carbonilico C-6’ do anel aromatico B.
Em o 167,5 ppm um sinal para o carbono C-2. Em ¢ 167,6 ppm um sinal para o carbono C-4.

Em em ¢ 201,3ppm um sinal para o carbono C-7.
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Figura 41 - Espectro de RMN de **C a 200 MHz de LFQM-115 (CDClg; 200 MHz).

6.1.2 Derivado LFQM-116 (2-hidroxi-4-butoxibenzofenona)

(e} OH

O © /8\/10\ FM: C17H1803

- MM: 270,32 g/mol

9

Figura 42 - Derivado sintético LFQM-116.

O derivado LFQM-116 foi obtido por uma reagdo de alquilagéo, pela qual reagiu-se
2,4-diidroxibenzofenona CM-A com C4H¢Br na presenca de K,CO3; (YANG et al., 2009)
(Figura 42). O produto foi obtido como um sélido amarelo (p.f. 71°C), com rendimento de

83,3%.

O espectro no ultravioleta (UV) do LFQM-116 (Figuras 43 e 44) mostrou bandas com
absor¢des com Amax (10g e{LFQM-116.L.mol™}) em 324 nm (0,24), 289 nm (0,15) e 243 nm
(0,21. A adicéo de solucdo de AICI; a solugdo provoca um deslocamento batocrdmico, com

absor¢des com Ama (log e{LFQM-116.L.mol™}) em 315m (0,18), 291 nm (0,19), o que
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sugere a existéncia de hidroxila em um sistema quelatogénico. A adigdo de solugéo de HCI
ndo restaurou a banda para seu estado inicial, com absor¢des com Amax (log e{LFQM-
116.L.mol™*}) em 314nm (0,16) e 206nm (0,046), porém ficou semelhante a curva com o
aditivo AICI3 confirmando assim presenca de grupo quelatogénico. Com a adi¢do de NaOAc
verificou-se que ndo houve deslocamento batocrdmico com absorsoes nos Amsx (Iog e{LFQM-
116.L.mol™}) em 325 nm (0,24), 287 nm (0,16) e 239nm(0,17), sugerindo que a hidroxila
acida (C-4) foi substituida pelo o grupamento butila. Na presenca de NaOAc/H3BO3; néo
observou novamente desvio batocromico em relacdo a solugdo inicial sem aditivos, com
absorgdes com Am (log e{LFQM-116.L.mol™}) em 324 nm (0,25), 287 nm (0,16), indicando
que o grupo para-hidroxi no anel B encontra-se substituido pelo mesmo grupamento
(MABRY, 1970).

B 0,900

___________________________

| FOM-116

1 1
| i
! s LFQM-116 + AICI, :
1
! el FQM-116 + AICI + HCI .

1

205,00 400,00
m

o :
Figura 43 - Espectro no ultravioleta do composto LFQM-116 com AICl; e HCI como aditivos.
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No espectro de absorcdo no IV No espectro de absor¢édo no IV (Figura 45) do derivado
do derivado LFQM-116 apresenta banda forte de deformacio axial de OH em 3600 cm™,
banda forte em 3082 cm™ caracteristico de deformacio axial de C-H de aromatico e em 2960
cm caracteristico de deformacéo axial de C-H de metila. Apresenta bandas em 1598 cm™ de
C=0 de carbonila e em 1261 cm™ de C-O-C de éter aromatico.
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No espectro de massas (Figura 46), foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades
relativas (Tabela 3). O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 270 e 0 pico

base em m/z 213.
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Figura 46 - Espectro de massas do derivado LFQM-116.



86

Tabela 3 - Principais fragmentos presente no espectro de massa do derivado LFQM-116

m/z Fragmento | néi?;it?\?:e
77 [CeHs]” 35

105 [C;Hs0]" 25

213 [C13H903]+ 100

270 [C17H1303 ]+' 50

Pela analise do espectro de RMN de * H de LFQM-116 (figura 47), foi observado um
sinal intenso de tripleto em ¢ 0,98 ppm referente ao hidrogénio metilico H-11 com J=7,3Hz
comprovando a modificacdo estrutural. Em 6 1,4 ppm foi observado sinal de sexteto referente
ao hidrogénio metilénico H-10 com J=7,2 Hz . Um sinal de quinteto em ¢ 1,7 ppm referente
ao H-9 com J=7,5 Hz. Um sinal de tripleto em ¢ 4,0 ppm referente ao H-8 com J=6,5Hz. Um
sinal de dupleto em 6 6,4 ppm referente ao hidrogénio H-3 e H-5. Um sinal de dupleto em ¢
7,7 ppm referente ao H-6 com J=2,4 Hz. Um sinal de dupleto em 6 7,5 ppm referente aos H-2’

e H6’ com J=6,2 Hz. Em ¢ 7,7 ppm um sinal de tripleto referente ao H-4 com J= 4Hz.
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Figura 47 - Espectro de RMN de "H a 200 MHz de LFQM-116 (CDCls; 200 MHz).

No espectro de RMN de 3C de LFQM-116 (Figura 48) foi observado um sinal em &
16,2 ppm referente ao grupo metilico C-11. Em 6 17,4 ppm, ¢ 21,8 ppm € ¢ 70,7 ppm indicam
a presenca de grupo metilénico C-10, C-9 e C-8 confirmando a modificacdo estrutural. Em ¢
96,8 ppm foi observado o carbono C-3’. Em ¢ 102,7 ppm foi observado o carbono C-5’. Em ¢
113,9 ppm foi observado o carbono C-1°. Em ¢ 130,1 ppm foram obervados os carbonos C-3’
e C-5’ referentes. Em ¢ 129,7 ppm foram observados os carbonos C-2’ ¢ C-6’. Em ¢ 135,3
ppm foi observado o carbono C-1’. Em ¢ 151,2 ppm e 6167,6 ppm foram observados 0s
carbonos C-2 e C-4. E em ¢ 202,3 ppm foi observado o carbono carbonilico C 7.
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Figura 48 - Espectro de RMN de **C a 200 MHz de LFQM-116 (CDClg; 200 MHz).

6.1.3 Derivado LFQM-117 (2-hidroxi-4-preniloxibenzofenona)

o OH
7
,///ﬁ\\\\\,////J\ii\\
8
o 10 12
9

Figura 49 - Derivado sintético LFQM-117.

FM: C15H1503
- MM: 282,13 g/mol
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O derivado LFQM-117 foi obtido por uma reacdo de alquilacdo, pela qual reagiu-se
2,4-diidroxibenzofenona CM-A com CsHgBr na presenca de K,CO3 (YANG et al., 2009)
(Figura 49). O produto foi obtido como um sélido amarelo (p.f. 45,6°) com rendimento de

45,6%.

O espectro no ultravioleta (UV) do LFQM-117 (Figuras 50 e 51) mostrou bandas com
absor¢des com Amg (log e{LFQM-117.L.mol™}) em 322 nm (0,25), 288 nm (1,70)e 243 nm

(0,22). A adicédo de solugéo de AICI; a solucdo provoca um deslocamento batocrémico, com
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absor¢des com Amax (log e{LFQM-117.L.mol™}) em 315m (0,23), 289 nm (0,18)e
234nm(0,23), 0 que sugere a existéncia de hidroxila em um sistema quelatogénico. A adi¢do
de solugéo de HCI ndo restaurou a banda para seu estado inicial, com absorgdes com Amsx (109
e{LFQM-117.L.mol™}) em 314 nm (0,21), 289 nm (0,19) e 243 nm (0,23), porém ficou
semelhante a curva com o aditivo AlICI; confirmando assim presenga de grupo quelatogénico.
Com a adicdo de NaOAc verificou-se que ndo houve deslocamento batocrémico com
absorsdes nos Ama (1og e{LFQM-117.L.mol™}) em 320 nm (0,26), 288 nm (0,17) e 242 nm
(0,22), sugerindo que a hidroxila acida (C-4) foi substituida pelo o grupamento prenila. Na
presenca de NaOAc/H3;BO3; ndo observou novamente desvio batocrébmico em relacdo a
solucéo inicial sem aditivos, com absor¢des com Ama (Iog e{LFQM-117.L.mol™}) em 320 nm
(0,25), 288 nm (0,17) e 242nm(0,21), indicando que o grupo para-hidroxi no anel B encontra-
se substituido pelo mesmo grupamento (MABRY,1970).

1,800

Abs.

oL FQM-117 + AICI,
L FQM-117 + AICI + HCI
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Figura 50 - Espectro no ultravioleta do composto LFQM-117 com AICl; e HCI como aditivos.
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Figura 51 - Espectro no ultravioleta do composto LFQM-117 com NaOAc e H;BO3; como aditivos.

O espectro na regido do 1V (figura 52) apresenta banda forte de deformacéo axial em
3700 cm™, banda em 3674 cm™ caracteristico de deformacéo axial de C-H de aromatico e em
2929 cm™, 2914 cm™ caracteristico de deformacdo axial de C-H de metila. Em 1600 cm™
banda de deformacéo axial C=0 de carbonila . Banda forte de deformacao axial em 1271 cm™
de C-O-C de éter aromaético.
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No espectro de massas (Figura 53), foram identificados os fragmentos mais

importantes para elucidacdo estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades

relativas (Tabela 4). O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 282 (Figura

41) e 0 pico base em m/z 41.
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Figura 53 - Espectro de massas do derivado LFQM-117.
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Tabela 4 - Principais fragmentos presente no espectro de massa do derivado LFQM-117

m/z Fragmento ! néi?;it?\?:e
41 [C3Hs]™ 100
69 [CsHo]" 50
77 [CeHs]” 5
105 [C;H50]" 5
213 [C13HgO3]" 60
282 [C1sH1405 1" 1

Pela analise do espectro de RMN de *H de LFQM-117 (figura 54), foi observado um
sinal intenso de singleto em ¢ 1,7 ppm referente ao hidrogénio do grupo metilico H-11 e um
outro singleto em § 1,8 ppm referente ao hidrogénio do grupo metilico H-12. Em ¢ 4,5 ppm
foi observado um sinal intenso de dupleto referente ao hidrogénio metilénico H-8 com J=6,8
Hz. Em 6 5,4 um sinal de multipleto referente ao hidrogénio H-9 comprovando a substituicéo.
Em o0 6,4 ppm um sinal de dupleto referente aos hidrogénios H-3 com J=2,0 Hz. Em ¢ 6,5
ppm um sinal de dupleto referente ao hidrogénio H-5. Em ¢ 6,6 ppm um sinal de dupleto
referente ao hidrogénio H-6. Em ¢ 7,5 ppm um sinal de multipleto referente ao hidrogénio H-
4’. Em ¢ 7,6 ppm um sinal de tripleto referente ao hidrogénio H-3’ ¢ H-5’ com J= 2,9 Hz. Em

& 7,7 ppm um sinal de dupleto referente ao hidrogénio H-2’ ¢ H-6’ com J=1,6 Hz.
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Figura 54 - Espectro de RMN de *H a 200 MHz de LFQM-117 (CDCl,; 200 MHz).

No espectro de RMN de 3C de LFQM-117 (Figura 55) observou-se sinal em ¢ 18,9
ppm referente ao carbono metilico C-11. Em 6 23,0 um outro sinal de carbono metilénico C-
12. Em 6 66,1 ppm, 0 120,1 ppm e ¢ 141,9 ppm sinais referentes aos carbonos C-8, C-9 e C-
10 . Em ¢ 104,3 ppm foi observado um sinal atribuido ao carbono aromatico C-3. Em 6 105,7
ppm um sinal atribuido a C-5. Em ¢ 110,7 ppm um sinal atribuido ao C-1, em ¢ 129,1 ppm
um sinal atribuido aos carbonos C-3” e C-5’, em ¢ 129,7 ppm um sinal atribuido ao carbono
C-6, em ¢ 163,8 ppm um sinal de H-4, em ¢ 130,1 ppm um sinal atribuido aos carbonos C-2’
e C-6’, em 6 133,4 ppm um sinal atribuido ao carbono C-4’ e em ¢ 137,4 ppm um sinal

atribuido ao carbono C-7.
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Figura 55 - Espectro de RMN de **C a 200 MHz de LFQM-117 (CDCls; 200 MHz).

6.1.4 Derivado LFQM-118 (4-metoxibenzofenona)

FM: C14H1202
MM: 212,24g/mol

OH

Figura 56 - Derivado sintético LFQM-118.

O derivado LFQM-118 foi obtido por uma reacédo de alquilacdo, pela qual reagiu-se 4-
hidroxibenzofenona CM-B com CHs;l na presenca de K,CO3; (YANG et al., 2009) (Figura
56). O produto foi obtido como um solido amarelo (p.f.65° C)
com rendimento de 48,4%.
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O espectro no ultravioleta (UV) do LFQM-118 (Figuras 57) mostrou bandas com
absor¢des com Ams (l0g e{LFQM-118.L.mol™}) em 416 nm (-25), 288 nm (0,13), 252 nm
(0,24), 224 nm(0,20) e 204 nm(0,09). Com a adicdo de NaOAc verificou-se que ndo houve
deslocamento batocrdmico com absorsdes nos Amax (Iog e{LFQM-118.L.mol™}) em 416 nm (-
20), 285 nm (0,13), 224 nm(0,12) e 205 nm(0,06), sugerindo que a hidroxila acida (C-4) foi
substituida pelo o grupamento metila. Na presenca de NaOAc/H3;BOz; ndo observou
novamente desvio batocromico em relacdo a solucdo inicial sem aditivos, com absorg¢es com
Amax (Iog e{LFQM-118.L.mol™}) em 416 nm (-20), 285 nm (0,13) e 225nm (0,10) indicando
que o grupo para-hidroxi no anel B encontra-se substituido pelo mesmo grupamento
(MABRY, 1970).

1,500
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O espectro na regido do IV (figura 58) apresenta bandas fracas em 3059 cm™ e 3014 cm™
caracteristico de deformacéao axial de C-H de aromético e em 2968 cm™, 2935 cm™, 2845 cm™
caracteristico de deformacdo axial de C-H de metila. Apresenta banda forte de deformacéo
axial em 1649 cm™ de C=0 de carbonila. Banda forte de deformagéo axial em 1259 cm™ de

C-O-C de éter aromatico.
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Figura 58 - Espectro de absorc¢do na regiéo do infravermelho de LFQM-118.

No espectro de massas (Figura 59), foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades
relativas (Tabela 4). O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 212 (Figura

59) e o pico base em m/z 41.
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Figura 59 - Espectro de massas do derivado LFQM-118.
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Tabela 5 - Principais fragmentos presente no espectro de massa do derivado LFQM-118

m/z Fragmento ! néi?;it?\?:e
121 [C7H50,]" 55
31 [C/H50]" 90
41 [C3Hs]* 100
212 [C14H1,0, 1" 12

Pela analise do espectro de RMN de 'H de LFQM-118 (figura 60) foi observado um
singleto intenso em ¢ 3,8 ppm referente aos hidrogénios metilicos H-8, comprovando a
modificacdo estrutural. O dupleto em ¢ 6,9 ppm com J =8,6Hz é referente aos hidrogénios
aromaticos H-3 e H-5 do anel B. Um sinal de dupleto em 6 7,4 ppm foi atribuido aos
hidrogénios H-2 e H-6 com J=6,8Hz. Em ¢ 7,5 ppm um sinal de tripleto referente aos
hidrogénios H-3” ¢ H-5’ com J=6,5 Hz. E em ¢ 7,8 ppm um tripleto referente ao hidrogénio
H-4> com J= 8,8 Hz.

B N T

g

3.951
2,931
1.987

T T T T T T T T T T T T T T T T T
16 15 14 13 12 11 10 9 7 6 4 3 2 1 0 -1 2 3 -4
f1 (ppm)

Figura 60 - Espectro de RMN de "H a 200 MHz de LFQM-118 (CDCl;; 200 MHz).
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No espectro de RMN de 3C de LFQM-118 (Figura 61) foi observado um sinal em o
56,9 ppm referente ao carbono metilénico C-8. Em ¢ 117,7 ppm foi observado um sinal
atribuido aos carbonos C-3’ e C-5’. Em ¢ 129,2 ppm um sinal para os carbonos C-2 e C-6. Em
0 131,4 ppm um sinal para os carbonos C-2’ e C-6’. Em ¢ 138,7 ppm um sinal para o carbono
C-4’. Em ¢ 143,5 ppm um sinal para o carbono C-1’. Em ¢ 169,4 ppm um sinal do carbono

aromatico C-4. E em 6 201,5 ppm um sinal para o carbono carbonilico C-7.
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Figura 61 - Espectro de RMN de *°C a 200 MHz de LFQM-118 (CDCls; 200 MHz).

6.1.5 Derivado LFQM-119 (4-butoxibenzofenona)

OM " FM: C17H150;

Figura 62 - Derivado sintético LFQM-119. MM: 254,13 g/mol
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O derivado LFQM-119 foi obtido por uma reagéo de alquilagéo, pela qual reagiu-se 4-
hidroxibenzofenona CM-B com C4HyBr na presenca de K,CO3 (YANG et al., 2009) (Figura
62). O produto foi obtido como um so6lido amarelo (p.f.179° C)

com rendimento de 63,3%.

O espectro no ultravioleta (UV) do LFQM-119 (Figuras 63) mostrou bandas com
absor¢des com Amsx (Iog e{LFQM-119.L.mol™}) em 415 nm (-0,0004), 292nm (0,09), 251 nm
(0,04), 225 nm(0,06) e 204 nm(0,13). Com a adicdo de NaOAc verificou-se que ndo houve
deslocamento batocromico com absorc des nos Ama (Iog e{LFQM-119.L.mol™}) em 416 nm
(-0,0005), 290 nm (0,09), 226 nm (0,09) e 204 nm (0,2), sugerindo que a hidroxila acida (C-
4) foi substituida pelo o grupamento butila. Na presenca de NaOAc/H3BO3; ndo observou
novamente desvio batocromico em relacdo a solucdo inicial sem aditivos, com absor¢Ges com
Amax (log e{LFQM-119.L.mol™*}) em 416 nm (-0,0004), 286 nm (0,09), 225 nm (0,10) e 205
nm (0,24) indicando que o grupo para-hidroxi no anel B encontra-se substituido pelo mesmo
grupamento (MABRY, 1970).

Abs.

1
1
1
' LFQM-119
i +- LFQM-119 + NaOAc
1

1

= LFQM-119 + NaOAc + H3BO,

0,000 L
210,00 205,00 400,00
nm

Figura 63 - Espectro no ultravioleta do composto LFQM-119 com NaOAc e H3BO3; como aditivos.

O espectro na regido do IV (figura 64) apresenta banda fraca em 3057 cm™

caracteristico de deformacdo axial de C-H de aromatico e em 2970 cm™ caracteristico de

____________________________
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deformacéo axial de C-H de metila. Apresenta banda forte de deformacéo axial em 1649 cm™
de C=0 de carbonila. Banda forte de deformacéo axial em 1259 cm™ de C-O-C de éter

aromatico.
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Figura 64 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de LFQM-119.

No espectro de massas (Figura 65), foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades
relativas (Tabela 5). O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 254 (Figura

65) e o0 pico base em m/z 121.
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Figura 65 - Espectro de massas do derivado LFQM-119.

Tabela 6 - Principais fragmentos presente no espectro de massa do derivado LFQM-119

m/z Fragmento I néi?;it?\?:e
77 [CeHs]” 30

105 [C/H50]" 25

121 [C7H50,]" 100

254 [C1sH14035 1" 25

Pela anélise do espectro de RMN de * H de LFQM-119 (figura 66), foi observado um
sinal intenso de tripleto em ¢ 1,0 ppm referente ao hidrogénio metilico H-11 com J=7,3Hz.
Em 6 1,5 ppm foi observado sinal de sexteto em referente ao hidrogénio metilénico H-10 com
J=7,2 Hz . Um sinal de quinteto em 1,7 ppm referente ao H-9 com J=8Hz. Um sinal de
tripleto em 4,0 ppm referente ao H-8 com J=6,5Hz, comprovando a modificacdo estrutural.
Um sinal de dupleto em 6,9 ppm referente aos hidrogénios H-3 e H-5 com J=8,8 Hz. Um sinal
de dupleto em 7,7 ppm referente aos hidrogénios H-2 e H-6 do anel aromaético B com J=2,4
Hz . Um sinal de dupleto em 7,5 ppm referente aos H-2" ¢ H6’ com J=7,4 Hz do anel
aromatico A. Em 7,4 ppm um sinal de tripleto referente aos H-3’ ¢ H-5’ com J=7,1 Hz. E em
0 7,5 ppm um sinal de tripleto referente ao H-4’ com J=6,5 Hz.
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Figura 66 - Espectro de RMN de *H a 200 MHz de LFQM-119 (CDCl,; 200 MHz).

No espectro de RMN de 3C de LFQM-119 (Figura 67) foi observado um sinal em &
14,3ppm referente ao grupo metilico C-11. Em ¢ 20,4 ppm, ¢ 32,4 ppm e 6 66,9 ppm indicam
a presenca de grupo metilénico C-10, C-9 e C-8 confirmando a modificacdo estrutural. Em ¢
115,2 ppm foram observados os carbonos C-3 e C-5. Em 6 129,4 ppm foram observados 0s
carbonos C-2 e C-6. Em ¢ 130,9 ppm foram observados os carbonos C-3’ ¢ C-5’. Em ¢ 132,8
ppm foi observado os carbonos C-4’. Em ¢ 133,6 ppm foi observado o carbono C-1’. Em ¢
166,4 ppm foi observado o carbono C-4. Em 6 195,5 foi observado o carbono carbonilico C-7.
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Figura 67 - Espectro de RMN de *C a 200 MHz de LFQM-119(CDCl;; 200 MHz).

6.1.6 Derivado LFQM-120 (4-preniloxibenzofenona)

o
11
9
8 /10
O 12

Figura 68 - Derivado sintético LFQM-120.

FMZClnggoz
MM: 266,33g/mol

O derivado LFQM-120 foi obtido por uma reacéo de alquilagéo, pela qual reagiu-se 4-
hidroxibenzofenona CM-B com CsHyBr na presenca de K,CO3 (YANG et al., 2009) (Figura

62). O produto foi obtido como um s6lido amarelo (p.f. 68°C)

com rendimento de 51,5%.

O espectro no ultravioleta (UV) do LFQM-120 (Figura 69) mostrou bandas com
absor¢des com Amax (Iog e{LFQM-120.L.mol™}) em 416 nm (0,0005), 290 nm (0,02) e 250
nm (0,01). Com a adi¢do de NaOAc verificou-se que ndo houve deslocamento batocrémico
com absorgdes nos Amax (Iog e{LFQM-120.L.mol™}) em 416 nm (-0,0005), 288 nm (0,02),
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225nm(0,03) e 204 nm(0,1), sugerindo que a hidroxila &cida (C-4) foi substituida pelo o
grupamento butila. Na presenca de NaOAc/H3;BOs; ndo observou novamente desvio
batocromico em relacdo a solucdo inicial sem aditivos, com absorgdes com Amsx (lOg
e{LFQM-120.L.mol™}) em 416 nm (-0,0004), 287 nm (0,02), 226nm (0,03) e 204nm (0,09)
indicando que o grupo para-hidroxi no anel B encontra-se substituido pelo mesmo
grupamento (MABRY, 1970).

o
o w2

Abs.

___________________________

| cumm LFQM-120
1

| omsm | FQM-120 + NaOAC |
i i
1 1

s LFQM-120 + NaOAc + H,BO;

0,000 L
200,00 300,00 400,00
nm.

Figura 69 - Espectro no ultravioleta do composto LFQM-120 com NaOAc e H3BO; como aditivos.

O espectro na regido do IV (figura 70) apresenta banda fraca em 3061 cm™
caracteristico de deformacdo axial de C-H de aromatico e em 2976 cm™, 2943 cm®
caracteristico de deformacdo axial de C-H de metila. Apresenta banda forte de deformacéo
axial em 1598 cm™ de C=0 de carbonila. Banda forte de deformacédo axial em 1255 cm™ de C-

O-C de éter aromaético.
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Figura 70 - Espectro de absorcdo na regiéo do infravermelho de LFQM-120.

No espectro de massas (Figura 71), foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades
relativas (Tabela 6). O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 266 (Figura

71) e o pico base em m/z 41.
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Figura 71 - Espectro de massas do derivado LFQM-120.
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Tabela 7 - Principais fragmentos presente no espectro de massa do derivado LFQM-120

m/z Fragmento I néir;;it?\?:e
41 [C3Hs]" 15
69 [CsHo]" 73
105 [C/H50]" 20
121 [C/H50, 1" 65
266 [C1gH180,]" 1

Pela analise do espectro de RMN de* H de LFQM-120 (figura 72), foi observado um
sinal intenso de singleto em ¢ 1,7 ppm referente ao hidrogénio do grupo metilico H-11 ou H-
12. Em o 4,5 ppm foi observado um sinal intenso de dupleto referente ao hidrogénio
metilénico H-8 com J=6,8 Hz. Em & 5,5 um sinal de tripleto referente ao hidrogénio H-9 com
J=3,3 Hz comprovando a substituicdo. Em ¢ 6,9 ppm um sinal de dupleto referente aos
hidrogénios H-3 e H-5 do anel aromatico com J=8,8 Hz. Em ¢ 7,4 ppp um sinal de dupleto
referente ao hidrogénio H-2 e H-6 do anel aromatico com J= 7,2 Hz. Em $ 7,5 ppm um sinal
de dupleto referente ao hidrogénio H-2> ¢ H-6" do anel aromatico com J=7,2 Hz. Em & 7,7
ppm um sinal de tripleto referente ao hidrogénio H-4’ com J=3,3Hz. E em ¢ =7,5 ppm um
sinal de dupleto referente aos hidrogénios H-3 e H-5 referentes aos hidrogénios do anel
aromatico com J=7,2Hz.
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Figura 72 - Espectro de RMN de 'H a 200 MHz de LFQM-120 (CDClg; 200 MHz).

No espectro de RMN de C de LFQM-120 (Figura 73) observou-se sinal em &
19,5ppm referente ao carbono metilico C-11. Em ¢ 27,1 um outro sinal de carbono metilénico
C-12. Em ¢ 66,3 ppm, ¢ 120,2 ppm e ¢ 139,1 ppm sinais referentes aos carbonos C-8, C-9 e
C-10. Em ¢ 115,5 ppm foi observado um sinal atribuido aos carbonos aromaticos C-3 e C-5,
em ¢ 129,4 ppm um sinal atribuido a C-2, C-6 em ¢ 133,0 ppm um sinal atribuido ao C-1 em
0 131,2 ppm um sinal atribuido aos carbonos C-2’ ¢ C-6, em ¢ 133,1 ppm ao carbono C-4’,
em ¢ 163,8 ppm um sinal de H-4 e em ¢ 195,9 ppm um sinal de C-7 referente ao carbono

carbonilico.
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Figura 73 - Espectro de RMN de *°C a 200 MHz de LFQM-120 (CDCls; 200 MHz).

6.1.7 Derivado LFQM-121 (4,4’-dimetoxibenzofenona)

N @ G s FM: C15H1403

Figura74 - Derivado sintético LFQM-121. MM: 242 g/mol

O derivado LFQM-121 foi obtido por uma reacdo de alquilacdo, pela qual reagiu-se
4,4’-diidroxibenzofenona CM-C com CH3zl na presenca de K,CO3; (YANG et al., 2009)
(Figura 62). O produto foi obtido como um sélido amarelo (p.f. 183°C) com rendimento de
90,6%.

O espectro na regido do IV (Figura 66) apresenta banda fraca em 3057 cm™
caracteristico de deformacdo axial de C-H de aromatico e em 2970 cm™ caracteristico de

deformac&o axial de C-H de metila. Apresenta banda forte de deformacao axial em 1649 cm™
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de C=0 de carbonila. Banda forte de deformacéo axial em 1259 cm™ de C-O-C de éter

aromatico.
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Figura 75 - Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho de LFQM-121.

No espectro de massas (Figura 76), foram identificados os fragmentos mais
importantes para elucidacdo estrutural deste composto, além de suas massas e intensidades
relativas (Tabela 8). O pico do ion molecular do composto apresenta-se em m/z 242 (Figura

75) e o pico base em m/z 31.
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Figura 76 - Espectro de massas do derivado LFQM-121.

Tabela 8 - Principais fragmentos presente no espectro de massa do derivado LFQM-121

m/z Fragmento I nézr;;itcij\?;e
31 [CH501" 100
7 [CeHs]” 10

135 [CgH; O,]" 25

242 [CisH1405 1" 1

Pela analise do espectro de RMN de ! H de LFQM-121(figura 77), foi observado um
sinal intenso de singleto em ¢ 3,8 ppm referente aos H-8 e H-8’. Em ¢ 6,9 ppm um sinal de
dupleto referente aos hidrogénios H-3, H-5 e H-3° H-5’, J=8,8 Hz . Em ¢ 7,8 ppm um sinal de
dupleto referentes aos hidrogénios H-2, H-6 e H-2’, H-6’ com J=8,8 Hz.
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Figura 77 - Espectro de RMN de *H a 200 MHz de LFQM-121 (CDCl;; 200 MHz).
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No espectro de RMN de C de LFQM-121 (Figura 78) observou-se sinal em &
56,7ppm referente ao grupo metilico C-8. Em ¢ 114,4 ppm um sinal referente aos carbonos
aromaticos C-3, C-5 C-3’ e C-5’. Em ¢ 131,7 ppm referente aos carbonos C-2, C-6, C-2’ ¢ C-

6’. Em ¢ 133,4 um sinal referente aos carbonos C-4 e C-4’. Em 0195,7 ppm um sinal

referente ao carbono carbonilico C-7.
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Figura 78 - Espectro de RMN de *°C a 200 MHz de LFQM-121 (CDCls; 200 MHz).

6.1.8 Derivado LFQM-122 (4,4’-Dibutoxibenzofenona)

e O FM: C21H2603

MM: 326 g/mol

Figura79 - Derivado sintético LFQM-122.

O derivado LFQM-122 foi obtido por uma reacdo de alquilacdo, pela qual reagiu-se
4,4’-diidroxibenzofenona CM-C com C4HgBr na presenca de K,CO3 (YANG et al., 2009)
(Figura 62). O produto foi obtido como um sélido amarelo (p.f. 151°C) com rendimento de
73,0%.

O espectro na regido do IV (figura 80) apresenta bandas fracas em 2965 cm™

caracteristico de deformacdo axial de C-H de aromatico e em 2954 cm™ caracteristico de

deformacdo axial de C-H de metila. Apresenta banda forte de deformacdo axial em 1637 cm™
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de C=0 de carbonila. Banda forte de deformacdo axial em 1250 cm™ de C-O-C de éter

aromatico.
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Figura 80 - Espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho de LFQM-122.

Pela analise do espectro de RMN de * H de LFQM-122 (figura 81), foi observado um
sinal intenso de tripleto em ¢ 0,9 ppm referente aos hidrogénios H-11 e H-11’com J=7,3Hz.
Em ¢ 1,4 ppm um sinal de sexteto referente aos hidrogénios H-10 e H-10’com J=7,3 Hz. Em
01,8 ppm um sinal de quinteto referente aos hidrogénios H-9 e H-9’ com J=7,2 Hz. Em ¢ 4,0
ppm um sinal de tripleto referente aos hidrogénios H-8 e H-8’ com J=6,4Hz . Em ¢ 6,9 ppm
um sinal de dupleto referente aos hidrogénios H-3, H-5 e H-3°, H-5’com J=8,8 Hz .Em ¢ 7,0
ppm um sinal de dupleto referente aos hidrogénios H-2, H-6 ¢ H-2’,H-6" com J=8,8 Hz.
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Figura 81 - Espectro de RMN de *H a 200 MHz de LFQM-122 (CDCl;; 200 MHz).

No espectro de RMN de 3C de LFQM-122 (Figura 82) foi observado um sinal em &
14,6ppm referente ao grupo metilico C-11 e C-11’. Em ¢ 19,9 ppm, 6 31,4 ppm e ¢ 68,7 ppm
indicam a presenca de grupo metilénico C-10 e C-10°, C-9 e C-9°, C-8 e C-8’. Em ¢ 114,6
ppm foram observados os carbonos do anel aromético C-3, C-5, C-3’ e C-5’. Em ¢ 131,3 ppm
foram observados os carbonos C-2, C-6 e C-2°, C-6’. Em ¢ 132,9ppm foram observados 0s
carbonos C-1 e C-1°. Em ¢ 163,2 ppm o carbonos C-4 e C-4’. Em ¢ 195,2 ppm o carbono

carbonilico C-7.
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Figura 82 - Espectro de RMN de “°C a 200 MHz de LFQM-122_(CDCls; 200 MHz).

6.1.9 Derivado LFQM-123 (4,4’-Dipreniloxibenzofenona)

o
11° 7
11
. 9
\9 o /
10" & o o 00N,
12°

Figura 83 - Derivado sintético LFQM-123.

FM: Ca3H2603
- MM: 350,19g/mol
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O derivado LFQM-123 foi obtido por uma reacdo de alquilacdo, pela qual reagiu-se
4,4’-diidroxibenzofenona CM-C com CsHgBr na presenca de K,CO3; (YANG et al., 2009)
(Figura 83). O produto foi obtido como um sélido amarelo (p.f. 99°C) com rendimento de

76,2%.

O espectro na regido do IV (Figura 84) apresenta bandas fracas em 2966 cm™

caracteristico de deformacdo axial de C-H de aromatico e em 2925 cm™ caracteristico de

deformacéo axial de C-H de metila. Apresenta banda forte de deformacéo axial em 1600 cm™
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de C=0 de carbonila. Banda forte de deformacdo axial em 1247 cm™ de C-O-C de éter
aromatico.
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Figura 84 - Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho de LFQM-123.

Pela anélise do espectro de RMN de * H de LFQM-123 (figura 85), foi observado um
sinal intenso de singleto em 6 1,7 ppm referente aos hidrogénios carbonilicos H-11,H-11", H-
12 e H-12°. Em ¢ 4,5 ppm um sinal de dupleto referente aos hidrogénios H-8 e H-8* com
J=6,8Hz. Em ¢ 5,5 ppm um sinal de tripleto referente aos hidrogénios H-9 e H-9°. Em ¢ 6,9
ppm um sinal de dupleto referente aos hidrogénios H-3, H-5 e H-3 ¢ H-5’ com J=8,8 Hz. Em
0 7,7 ppm um sinal de dupleto referente aos hidrogénios H-2, H-2’ e H-6, H-6" com J=8,8 Hz.
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Figura 85 - Espectro de RMN de “H a 200 MHz de LFQM-123 (CDCls; 200 MHz).

No espectro de RMN de 3C de LFQM-123 (Figura 86) foi observado um sinal em &
18,8 ppm referente ao grupo metilico C-11 e C-11°. Em ¢ 26,4 ppm um sinal referente ao
grupo metilico C-12 e C-12°. Em ¢ 65,5 ppm , 6 119,6 ppm e 6 139,3 ppm foram observados
sinais referentes aos carbonos C-8 e C-8’, C-9 e C-9°, C-10 e C-10’. Em 8114,6 ppm sinais
referentes aos hidrogénios C-3, C-5 e C-3°, C-5’. Em 6 131,2 ppm sinais referentes aos
carbonos C-2, C-6 e C-2’, C-6’. Em 6 132,7 ppm sinais referentes aos C-1 e C-1".Em & 162,7
ppm sinais referentes aos C-4 e C-4’. Em & 195 ppm sinal do carbono carbonilico C-7.
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Figura 86 - Espectro de RMN de *°C a 200 MHz de LFQM-123 (CDCls; 200 MHz).

6.2 RESULTADOS DOS ENSAIOS BIOLOGICOS
6.2.1 Antioxidante

A atividade sequestrante de radicais pelo método de DPPH" é um método rapido de
avaliacdo da atividade antioxidante e estd baseado na redugdo do radical DPPH" (roxo) na
hidrazina (amarelo) correspondente (GULCIN et al., 2005), o que é identificado pelo
decréscimo na absorbancia determinada espectrofotometricamente em A = 515-528 nm. Ja o
ensaio de poder redutor é baseado na reducéo de Fe®* do ferricianeto de potassio a Fe**, que é
identificado pela formag&do um complexo azul. Quanto maior o poder redutor, maior a
concentracdo do complexo formado, consequentemente, maior serd a absorbancia
determinada em A = 700 nm.

A atividade antioxidante esta fortemente relacionada & capacidade de doacdo de
elétrons. A etapa de transferéncia do hidrogénio tem se destacado, mas a atividade
antioxidante ndo depende apenas forca de energia da ligagdo O-H. A estabilizacdo das
espécies cation-radicalar e radicalar formadas também devem ser consideradas (THOMAS,
2000).
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Muitos fatores influenciam a atividade antioxidante dos compostos de natureza
fendlica, em especial a posicdo de substituicdo e o nimero de grupos hidroxila (OH), as
propriedades de outros grupos substituintes e a possibilidade de formacdo de ligacdes de
hidrogénio. A posicao de substituicdo da hidroxila no anel fenolico, considerada em relacdo a
uma posicéo fixa, influencia diretamente a atividade antioxidante.

Compostos com dois (mais comum) ou trés substituintes hidroxila no anel benzénico
possuem maior atividade antioxidante do que os monoidroxilados (SCOTTI et al., 2007).
Portanto, 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
reacOes de alquilacéo.

De acordo com o0s resultados obtidos, expressos em percentual da capacidade
sequestrante de radicais livres — DPPH (Figura 87), pode-se observar que os derivados de
LFQM-115, LFQM-116 e LFQM-117 diminuiram suas atividades antioxidantes quando
comparados ao composto o precursor CM-A e ao padrao acido ascorbico (AA). Este resultado
é coerente, devendo estar associado a reducdo do nimero de hidroxilas fendlicas presentes na
estrutura do protétipo CM-A, ja que estas foram substituidas, reduzindo a atividade
antioxidante. No entanto, a inser¢cdo de grupamentos alquilicos pode resultar numa maior
lipofilicidade, facilitando sua permeabilidade em membranas celulares e compensando a
menor atividade antioxidante.

Dentre os derivados sintéticos propostos, 0 que apresentou maior atividade
sequestrante de radicais livres — DPPH numa concentracéo de 4,0 x10™ mol/L, foi o derivado
protétipo CM-A (2,4-diidroxibenzofenona) com 30% de capacidade sequestrante, seguido do
derivado LFQM-115 com 20% de capacidade sequestrante, respectivamente contra o padrdo
4cido ascorbico que numa concentracdo de 4,0 x 10” mol/L apresenta 95% de capacidade
sequestrante de radicais livres. Para os derivados LFQM-116, LFQM-117, LFQM-118,
LFQM-119, LFQM-120, LFQM-122 e 123 pode-se afirmar que permaneceram com valores
constantes para avaliacdo antioxidante com o aumento de suas concentragdes, assim como o

derivado CM-B também teve seu resultado constante com 0 aumento da concentracao.
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Figura 87 - Efeito antioxidante dos derivados de 2,4-diidroxibenzofenona (CM-A).

Tabela 09 - Atividade antioxidante dos derivados de 2,4-diidroxibenzofenona (CM-A)

ACIDO
CONCENTRAGAO | VA LRQMALLS | LFQMALS | LFQMAIT | ascorico
Mol/L %

SEQUESTRO | SEQUESTRO | SEQUESTRO | SEQUESTRO | o Pstro
1,0 17 17 30 22 57
20 22 17 32 17 72
30 27 18 30 17 03
40 30 20 - - 95
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Figura 88 - Efeito antioxidante dos derivados de 4-hidroxibenzofenona (CM-B).

Tabela 10 - Atividade antioxidante dos derivados de 4-hidroxibenzofenona (CM-B)

ACIDO
CONCENTRACAO C'(\,Z'B LFQO'Z)"“S LFQ(%'HQ LFQ(%'HO ASCORBICO
Mol/L %

SEQUESTRO | SEQUESTRO | SEQUESTRO | SEQUESTRO SEQUESTRO
1,0 12 22 22 22 57
2,0 12 22 20 22 72
3,0 12 22 20 22 93
4,0 12 22 20 -- 95
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Figura 89 - Efeito antioxidante dos derivados de 4,4-diidroxibenzofenona (CM-C).

Tabela 11 - Atividade antioxidante dos derivados de 4,4’-diidroxibenzofenona (CM-C)

122

ACIDO
CONCENTRACAO C'(\Q)'C LFQ(%"m LFQO'\/ﬂ'lzz LFQ(%'HP’ ASCORBICO
Mol/L %

SEQUESTRO | SEQUESTRO | SEQUESTRO | SEQUESTRO SEQUESTRO
1,0 10 NR 17 17 57
2,0 7 NR 20 18 72
3,0 7 NR 22 -- 93
4,0 7 NR -- -- 95

6.2.2 Inibitéria de xantina oxidase

A2,4-diidroxibenzofenona apresentou inibigdo de XOde 7,48% e 1Cso = 481 uM numa

concentragdo de 38,9 uM. Numa concentracdo de 77,8 uM esse composto apresentou inibicdo

de 16,29 % e 1Cso de 400 . O alopurinol, utilizado como padréo apresentou inibicdo de 39,67

% com ICs de 5,67 uM numa concentragdo de 3,73 uM. Numa concentracdo de 7,47uM
apresenta inibicdo de 49,51% e 1Cs, de 7,62uM.

Os demais derivados ndo foram testados devido dificuldade de solubilidade.
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Tabela 12 - Resultados de inibicdo de XO por 2,4-diidroxibenzofenona, [xantina] = 26 uM, 30 °C.

CM-A (UM) Inibicdo (%) 1Cs0 (UM)
0 0
38,9 7,48 481
77,8 16,29 400
156 24,41 483
311 41,93 431
449 + 41a
®Média + desvio padréo
Tabela 13 - Resultados de inibi¢do de XO por alopurinol,[xantina]=26 uM, 30 °C.
[alopurinol] (LM) Inibicéo (%) ICsp (LM)
0 0
3,73 39,67 5,67
1,47 49,51 7,62
67,67 7,12
6,80 £ 1,01a

*Média + desvio padrdo

6.2.3 Avaliacdo do efeito antibacteriano
6.2.3.1 Acéo sobre a parede celular

A parede celular constitui-se em uma regido de extrema importdncia a célula
bacteriana por conferir a estabilidade osmotica, mantendo a integridade celular, além de
conferir as células as diferentes morfologias, tais como cocos, bacilos, espirilos.

As bactérias Gram-negativas e Gram-positivas reagem diferentemente a coloracao de
Gram devido as diferencgas estruturais em suas paredes celulares que afetam a retencdo ou
liberacdo do complexo cristal violeta-iodo (CV-I) ou também denominado iodopararosanilina.
As bactérias Gram-negativas contém uma camada externa de lipopolissacarideos como parte
de sua parede celular, conferindo-lhe um carater mais lipofilico quando comparada a regido
externa da parede celular de bactérias Gram-positivas. Quando aplicada a células Gram-
positivas e Gram-negativas, a violeta genciana e o iodo penetram facilmente nas células e, em
seu interior, formam o complexo CV-I. Esse complexo é maior que a molécula de violeta
genciana que penetrou na celula, e devido ao seu tamanho néo pode ser removido da camada

intacta de peptideoglicano das celulas Gram positivas e que fora desidrata na presenca de
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alcool. Consequentemente as células Gram-positivas retém a cor do corante cristal violeta.
Nas células Gram-negativas, a lavagem com alcool solubiliza a camada externa de
lipopolissacarideos e os complexos CV-1 sdo removidos através dos poros da camada de
peptideoglicano (TORTORA et al., 2005).

Bactérias Gram-positivas podem ser coradas como Gram-negativas ao sofrerem
modificacOes estruturais em sua parede celular. Os antibioticos que agem sobre a sintese da
parede celular atuam produzindo parede com defeitos estruturais. As bactérias Gram-positivas
guando expostas a antibidticos que atuam por esse mecanismo de acao sofrem lesdes em suas
paredes celulares e, consequentemente, passam a ndo responder da maneira esperada a
coloragdo diferencial de Gram por néo reterem o complexo CV-I no interior de suas celulas.
Nos ensaios de avaliacdo da atividade antibacteriana, as células das bactérias expostas as
concentracdes ativas dos compostos e as células do mesmo microrganismo presentes nos
pocos utilizados como controle do crescimento foram submetidas ao teste de coloracédo
diferencial de Gram. Todos os esfregacos apresentaram coloracdo violeta, demonstrando que
os derivados que apresentaram acdo ndo danificaram a parede celular em pontos que
alterassem a estrutura conformacional da mesma, evidenciando que a atividade antibacteriana
n&o deve ocorrer por este mecanismo de acao.

De acordo com os testes realizados os derivados CM-A, CM-B, CM-C, LFQM-115,
LFQM-116, LFQM-117, LFQM-118, LFQM-119, LFQM-120, LFQM-121, LFQM-122,
LFQM-123 quando avaliados nos microrganismos B. subtilis. S. aureus, S. epidermis, E. coli,
P. aeruginosa e S. thyphimuriu e utilizando Clorafenicol com farmaco padrdo, néo

apresentaram atividade bacteriostética.

6.2.4 Avaliacdo do efeito antifungico

Os resultados mostrados no Quadro 5 mostram os valores de ICsy de seis substancias
sintetizadas (LFQM-115, LFQM-117, LFQM-118, LFQM-119 LFQM-120 e LFQM-121) e
dos compostos de partida CM-A, CM-B e CM-C frente as formas fungicas. De todos 0s
derivados avaliados, alguns mostraram atividade fungistatica contra as formas avaliadas
guando comparado aos compostos de partida, CM-A, CM-B e CM-C. No entanto, alguns séo
inferiores ao padrdo de referéncia e ja outros apresentaram resultados melhores que
Fluconazol padrdo utilizado apresenta 1Csp 64pg/mL.

Os derivados sintetizados exibiram acdo contra os fungos C.glabrata, C. Tropicalis, C.

Krusei, C. parapsilosis, C. albicans e C.albicans. Para C. glabrata os derivados LFQM-122,
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LFQM-116 e LFQM-119 apresentaram ICso de 50 pg/mL,100 ug/mL e 100 ug/mL,
respectivamente, enquanto que o antifdngico fluconazol, utilizado como padréo apresentou
ICso 64 ug/mL. Estes resultados evidenciaram que o composto LFQM-122, 1,28 vezes mais
ativo que o farmaco de referéncia. . Para C.Tropicalis os derivados LFQM-122 e LFQM-123
apresentaram 1Csg de 31,2 ug/mL e 100 pg/mL, sendo bem menos potentes que o padrédo
fluconazol (ICso 1ug/mL). Para C. Krusei, os derivados LFQM-122, LFQM-118 e LFQM-123
apresentaram 1Csp = 31,2 pug/mL, 50 ug/mL e 50 ug/mL, respectivamente. O derivado
LFQM-122 demonstrou efeito antifungico 16,4 vezes maior o padrdoFluconazol (ICsy 64
ug/mL). Para C. parapsilosis os derivados LFQM-122 e LFQM-123 apresentaram ICs, de
1,95 ug/mL para ambos, , ou seja, 8,2 vezes mais ativos que o antifingico Fluconazol (ICsg
16 pg/mL). Para C. albicans os derivados LFQM-122, LFQM-123 e LFQM-116 apresentaram
ICs0 = 7,8 pug/mL, 50ug/mL e 100ug/mL, enquanto que o Fluconazol apresentou ICsp =
2ug/mL. Para C. Albicans, os derivados LFQM-118, LFQM-122 e LFQM-123 mostraram-se
equipotentes (ICsp = 50 ug/mL), sendo, portanto menos ativos queque o Fluconazol (ICso=
2ug/mL).

Na avaliacdo da atividade antifingica, o derivado LFQM-122 apresentou atividade
fungistatica contra C. Glabrata, enquanto que os derivados LFQM-118, LFQM-122 e LFQM-
123 apresentaram atividade fungistatica contra C. Krusei LFQM-122 e LFQM-123

apresentaram atividade fungistatica contra C. parapsilosis.



Tabela 14 - Atividade antifingica dos derivados LFQM

Ml(_:rorga- C.glabrata | C.tropicalis | C.krusei C parapsilosis C.albicans | C.albicans
nismos | uyM | ATcC aTcC | ATCC | R e | ATCC | ATCC
Derivados 90030 15105 6258 10231 64548
IC 0,233 - - - - -
CM-A 20
IC]_OO - - - - - -
ICso 0,252 0,252 0,505 0,505 0,505 0,505
CM-B
IC]_OO - - - - - -
ICso 0,467 0,233 0,233 - 0,467 0,467
CM-C
IC]_OO - - - - - -
IC50 - - - - - -
LFQM-115
IC]_OO - - - - - -
ICso 0,370 - - - 0,370 -
LFQM-116
IClOO - - - - s s
IC - - - - -
LFQM-117 50 -
IC100 - - - - -
ICso - - 0,238 - 0,471 0,238
LFQM-118
IC]_OO - - - - - -
IC 0,393 0,393 - - - -
LFQM-119 50
IC]_OO - - - - - -
IC - - - - - -
LFQM-120 50
IC]_OO - - - - - -
ICso - 0,206 0,413 - 0,128 0,128
LFQM-121
IC]_OO - - - - - -
ICso 0,153 0,095 0,011 0,005 0,023 0,153
LFQM-122
IC]_OO - - - - - -
LFOM-123 ICso 0,285 0,285 0142 0,005 0.142 0,142
1C100 0,142
Fluconazol
1C50 ICso 0,209 0,003 0,209 0,052 0,006 0,006
(pg/mL)

*-|C50: inibicdo de 50% do crescimento (agao “statica”- bacteriostatica ou fungistatica ):

IC100: inibicdo de 100% (agdo “cida”- bactericida ou fungicida) do crescimento

-- sem acao

6.2.5 Avaliacdo do efeito antiparasitario

6.2.5.1 Atividade leishmanicida contra as formas promastigotas
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Os resultados apresentados no Quadro 5 mostram os valores de ICsy de seis
substancias sintetizadas (LFQM-115, LFQM-117, LFQM-118, LFQM-119 LFQM-120 e
LFQM-121) e dos compostos de partida CM-A, CM-B e CM-C frente a forma promastigotas
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de L.(L.) amazonensis. Todos os derivados mostraram atividade leishmanicida contra a forma
promastigota de L. (L.) amazonensis, quando comparados aos compostos de partida, CM-A,
CM-B e CM-C, porém menos potentes que a Anfotericina-B (ICso = 4,70 ug/ mL ), utilizada
como padrdo. O derivado LFQM-115 (ICsp = 4,90ug/ mL)apresentou a melhor atividade
contra a forma promastigota, sendo de 1,03 a 4,34 vezes mais potente que os demais
derivados, LFQM-118 (ICs = 5,05 pg/ mL), LFQM-117 (ICs = 7,05 pg/ mL), LFQM-120
(ICs = 7,82 pg/ mL), LFQM-119 (ICsq = 8,56 pg/ mL) e LFQM-121 (ICso = 21,3 pg/ mL).

Tabela 15 - Atividade anti-leishmania dos derivados LFQM

~ CONCENTRACAO ICs
SUBSTANCIAS % INIBICAO
40pg/ mL | 20pg/ mL | 10pg/ mL | Spg/ mL 1ug/ mL pna/ mL
LFQM-115 94,23 88,61 69,76 48,98 34,44 0,021
LFQM-116 -- -- -- --
LFQM-117 97,96 89,48 63,88 41,46 19,75 0,025
LFQM-118 96,61 85,53 65,37 50,06 35,67 0,023
LFQM-119 95,82 85,47 59,66 27,98 13,65 0,033
LFQM-120 96,48 88,96 61,53 30,98 18,00 0,029
LFQM-121 56,34 47,51 33,27 30,32 20,45 0,088
LFQM-122 -- -- -- --
LFQM-123 -- -- -- --
CM-A 75,85 61,35 - -
CM-B 37,20 15,58 - --
CM-C 3,87 -- - --
ANFOTERICINA-B -- 96,07 69,45 48,67 38,28 0,005

-- ndo realizado
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho foi relatada a sintese, a caracterizacdo e a avaliagdo bioldgica dos
compostos benzofendnicos LFQM-115, LFQM-116, LFQM-117, LFQM-118, LFQM-119,
LFQM-120, LFQM-121, LFQM-122 e LFQM-123.

Com o intuito de verificar o potencial destes intermediarios em alvos bioldgicos de
interesse, alguns dos derivados foram testados para avaliar o potencial antioxidante, inibitorio
de xantina oxidase e antimicrobiano.

Para a atividade antioxidante, os resultados ndo foram significativos, uma vez que
apos as modificacBes os derivados tornaram-se lipofilicos perdendo hidroxilas fendlicas que
sdo consideradas importantes no sequestro de radicais livres (SCOTTI et al., 2007).

Quanto ao teste para avaliar a inibicdo de XO, detectou que os derivados por serem
mais lipofilicos ndo foram testados devido dificuldade de solubilidade em DMSO.

Para a atividade antimicrobiana, os resultados parecem indicar que a insercdo de
substituintes que aumentam a lipofilicidade das moléculas, potencializou a agdo contra
Leishmania e para alguns fungos que foram testados, porém sem acdo antibacteriana.
Acredita-se que para as bactérias 0 mecanismo de acdo desses derivados ndo esteja
relacionado com receptores de parede celular.

Jé para os fungos e Leishmanias que s@o organismos eucariotos, os derivados testados
apresentaram resultados promissores e acredita-se que 0 seu mecanismo de acdo esta
relacionado com inibicdo da biossintese de ergosterol, que é o componente da membrana
citoplasmatica desses microrganismos (TORTORA et al., 2005).

O conjunto de resultados obtidos da avaliacdo biol6gica apontam para a pertinéncia do
planejamento das modificacBes estruturais sobre 0 composto protétipo, que levou a derivados
mais potentes, seletivos e pouco toxicos para diferentes tipos de microrganismos patogénicos.
Além disso, estas substancias representam um novo padrdo estrutural possivel de ser

explorado para o planejamento de novos candidatos a farmacos.
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8 PERSPECTIVAS

¢ Aprofundar o estudo dos mecanismos da ac¢do no nivel molecular;

¢ Explicar através de modelagem molecular (“docking”) provaveis interagdes com alvos

receptores;

¢+ Sintetizar novos analogos baseados em estudos de planejamento racional de farmacos.
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