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RESUMO

CHAVES-ALCANTARA-PINTO, Douglas. Isolamento e estudo da interacdo da
mangiferina e derivados sintéticos com albumina sérica humana. 2017, 179p.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica, area de concentracdo Quimica Organica - Quimica
Medicinal). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

A mangiferina é um composto polifenolico isolada naturalmente de extratos de folhas
de Mangifera indica, sendo a manga uma das frutas mais apreciadas em todo o mundo.
Além da importancia econdmica da M. indica, em termos da comercializacdo de seus
frutos e produtos, a mangiferina possui diferentes atividades farmacoldgicas,
destacando-se atividade antioxidante, anti-inflamatoria, imunomodulatoria, antitumoral,
antiviral, anti-helmintica e antibacteriana. Suas caracteristicas estruturais, aliadas a
abundancia da mangiferina no material vegetal e a facilidade de sua extragédo, a
qualificam como um produto natural extremamente atraente para avaliacdo em
diferentes modelos bioldgicos, além de tornar possivel o seu uso como material de
partida, visando o planejamento de derivados com potenciais aplicacdes farmacologicas.
Neste trabalho a mangiferina, uma xantona glicosilada, foi 0 composto majoritario
obtido, apds processo de extracdo das folhas da Mangifera indica, através de Soxhlet e
micro-ondas, sendo caracterizada pelo seu ponto de fusdo, espectros no infravermelho e
de 'H NMR e **C RMN. A quantificacdo de mangiferina nos extratos e o seu grau de
pureza de 99,9% foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodo. A capacidade antioxidante in vitro do extrato foi realizado
pelo método de captura de radical (DPPH). A modificacdo estrutural da mangiferina
ocorreu atraves da reacdo de acetilacdo, desacetilagdo seletiva, alquilacdo e benzilagdo
0s produtos sintetizados foram devidamente caracterizados por ponto fusdo,
espectrometria de RMN, infravermelho, CLAE-DAD e espectrometria de massas de alta
resolucdo. A interacdo entre mangiferina (MGF) e seus derivados com albumina serica
humana em solucdo foi investigada por estudos espectroscopicos (fluorescéncia e
dicroismo circular) e computacional (docking molecular). Os compostos foram
avaliados quanto a sua capacidade citotoxica in vitro frente a linhagem de mondcito
humanos THP-1.



Palavras-chaves: Mangiferina, albumina sérica humana, docking molecular, atividade

citotéxica.
ABSTRACT

CHAVES-ALCANTARA-PINTO, Douglas. Isolamento, caracterizacdo e
derivatizacdo da mangiferina, xantona C-glicosilada, isolada de Mangifera indica.
2017, Xp. Dissertacdo (Mestrado em Quimica, area de concentracdo Quimica Orgéanica
- Quimica Medicinal). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Mangiferin is a polyphenolic compound naturally isolated from leaf extracts of
the mango tree (Mangifera indica), with mango being one of the most appreciated fruits
in the world. In addition to the economic importance of M. indica, in terms of the
commercialization of its fruits and products, mangiferin has different pharmacological
activities, especially antioxidant, anti-inflammatory, immunomodulatory, antitumor,
antiviral, anthelmintic and antibacterial activity. Its structural characteristics, together
with the abundance of mangiferin in the vegetal material and the ease of its extraction,
qualify it as an extremely attractive natural product for evaluation in different biological
models, besides making possible its use as starting material, aiming the planning of
Derivatives with potential pharmacological applications. In this work the mangiferin, a
glycosylated xanthone, was the major compound obtained after the extraction of the
leaves of Mangifera indica, by Soxhlet and microwave, characterized by its melting
point, infrared spectra and * H and ** C NMR. The quantification of mangiferin in the
extracts and their purity of 99.9% was determined by high performance liquid
chromatography with a diode arrangement detector. The in vitro antioxidant capacity of
the extract was performed by the radical capture method (DPPH). The structural
modification of mangiferin occurred through the reaction of acetylation, selective
acetylation, alkylation and benzylation. The synthesized products were suitably
characterized by melting point, NMR spectrometry, infrared, HPLC-DAD and high
resolution mass spectrometry. The interaction between mangiferin (MGF) and its
derivatives with human serum albumin solution was investigated by spectroscopic
(fluorescence and circular dichroism) and computational (molecular docking) studies.
The compounds were evaluated for their cytotoxic capacity in vitro against the human
monocyte line THP-1.
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1-INTRODUCAO

1.1-Relevancia dos produtos naturais no desenvolvimento de novos compostos com

propriedades farmacoldgicas

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta. As pesquisas
envolvendo o conhecimento das substancias oriundas do metabolismo especial de
diferentes organismos vivos, presentes nos diferentes biomas brasileiros, principalmente
dos vegetais, tem despertado um grande interesse tanto na academia quanto no setor
produtivo, devido ao grande potencial destas moléculas atuarem na modulacdo de
diferentes fendmenos bioldgicos (PINTO, 2002; HOSTETTMANN, 2003). Como a
crescente demanda por insumos de origem natural pela inddstria farmacéutica, tanto
para o desenvolvimento e producdo de novos fitofarmacos, quanto no uso de produtos
isolados como matérias-primas na sintese de novas moléculas com perfil farmacol6gico
otimizado (SIMOES & SCKENKEL, 2002), torna-se de vital importancia a valorizago
da biodiversidade e preservacdo de espécies e a diminuicdo da degradacdo ambiental.

O isolamento e a caracterizacdo de moléculas de origem vegetal, notadamente
aquelas que ocorrem em quantidades adequadas para uso direto, ou ainda como
matérias-primas para a sintese de novos derivados, sdo uma das principais vias para o
desenvolvimento de novos farmacos (KADAM, 2013). Notadamente, as transformacdes
quimicas realizadas na estrutura destes produtos naturais tém como objetivo a
otimizacdo das atividades biol6gicas originais exibidas pelo mesmo, ou ainda a
minimizagdo de algum efeito tdxico indesejavel. Outra razdo para o uso de
modificacbes estruturais envolve a melhoria do perfil farmacocinético de uma
determinada molécula (HOSTETTMANN, 2003). A importancia dos produtos naturais
para a industria farmacéutica pode ser visualizada a partir dos dados do trabalho de
Newman e Cragg, que no ano de 2016 publicaram um levantamento onde é descrito que
do total de 1.562 novos farmacos introduzidos no mercado entre os anos de 1981 e
2014, um total de 1.211 foram micromoléculas de origem natural, sintética ou
semissintética (NEWMAN & CRAGG, 2016). Estas novas micromoléculas foram
agrupadas por indicacdo terapéutica e por fonte de origem (Figura 1). A anélise dos
nameros levantados neste trabalho deixa clara a expressiva participacdo dos produtos
naturais, direta ou indiretamente, no desenvolvimento destes novos farmacos. Por
exemplo: na area dos antitumorais, de um total de 174 novas micromoléculas

introduzidas para esta aplicacéo terapéutica, apenas 35,06 % (61 moléculas) ndo tiveram
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a participacdo direta ou indireta de produtos naturais no seu planejamento. As demais
113 micromoléculas (64,94%) introduzidas como antitumorais foram oriundas de
produtos naturais ou derivados semissintéticos de produtos naturais; ou derivados
sintéticos que tiveram seus farmacoforos planejados a partir do conhecimento da
atividade descrita para produtos naturais; ou ainda substancias de origem sintética, que
de alguma forma mimetizam produtos naturais (NEWMAN & CRAGG, 2016).

Novos Farmacos aprovados de 1981 a 2014
Pequenas Moléculas

9 (1%)
67 (6%)

€

Figura 1. Participacdo dos produtos naturais na area de desenvolvimento de farmacos
(adaptado de NEWMAN & CRAGG, 2016).

M Sintéticos

B Miméticos Sintéticos de PN's
B Sintéticos inspirados em PN's
B Derivados estruturais de PN's

W PN's sem alteragdo estrutural

Fitofarmacos

Ao considerarmos a perspectiva de obtencdo de novos farmacos de origem
natural vale salientar que os medicamentos que mais salvaram vidas humanas em toda a
historia foram, por exemplo, a quinina, extraida da Cinchona officinales e a penicilina-
G, obtida de processos fermentativos do Pennicilium chrysogenum (Figura 2), o que
coloca em posicéo de destaque os produtos de origem natural, principalmente na area de

quimioterapia de doencas infecciosas.
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Quinina Penicilina-G

Figura 2. Estruturas da quinina e da penicilina.

As oportunidades para a identificacdo de produtos com possivel utilizagdo
econdmica como, por exemplo, no uso como matéria-prima na preparacdo de moléculas
com diferentes tipos de aplicacdo na area bioldgica, aumentam com a diversidade das
espécies e o Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo,
contando com mais de 55.000 espécies catalogadas. (EMBRAPA, 2011).

Ao se considerar a possibilidade de obtencdo de novos farmacos, os produtos
obtidos de fontes naturais se distinguem dos sintéticos devido a diversidade molecular
que estas substancias apresentam, além das inimeras fungdes bioldgicas. E importante
ressaltar que a identificacdo de substancias de origem natural ndo representou apenas o
surgimento de um grupo novo de substancias, mas originou a identificacdo de uma nova
possibilidade de intervencao terapéutica. Exemplificando, ndo se conheciam anestésicos
locais, bloqueadores musculares, anticolinérgicos, entre outras categorias terapéuticas,
antes do isolamento e estudo da atividade da cocaina, tubocurarina e atropina,
respectivamente (KOLLER, 1928; KING, 1935; RAYMOND, 1952). Caso ndo tivesse
ocorrido a descoberta dessas substancias naturais bioativas a terapéutica atual seria

muito deficiente.

1.2- Produto natural xantona e sua classificacédo

A classe das xantonas abrange uma importante série de heterociclos oxigenados
bastante estudados quimicamente. Dentro desta classe existe uma variedade de
derivados xantdnicos, onde o0s anéis sdo rotulados em A e B para 0s benzénicos e C para
a y-pirona. No anel A, as posic¢oes 1-4 e no anel B, posi¢des 5-8 sdo as dos carbonos que

podem ser substituidos, resultando em uma variedade de xantonas obtidas por meio



natural (VIEIRA & KIJJOA, 2005) ou por rotas sintéticas (SOUSA & PINTO, 2005), ja
as demais posi¢des ndo estdo susceptiveis a introdugdo de nenhum grupamento quimico,

pois j& sdo completamente substituidas (Figura 3).

O
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Figura 3. Esquema da estrutura de um anel xantonico.

E vélido mencionar a existéncia de xantonas sintéticas que podem apresentar
em seu esqueleto uma diversidade de grupos substituintes simples, tais como, o hidroxil,
metoxil, metil, carboxil. Além de substituintes mais complexos, por exemplo, o epoxido
azol, aminodlcool, sulfamoil, &cido metiltiocarboxilico, diidropiridina (SOUSA &
PINTO, 2005). No entanto, a grande maioria das xantonas conhecidas é de proveniéncia
natural ocorrendo como metabdlitos secundarios bastante comuns em varias familias de
fungos, liquens e, principalmente, plantas. Em geral, as plantas produzem esses
compostos como finalidade de defesa contra 0 ambiente externo e de predadores (RAI
& CARPINELLA, 2006). Os compostos xantdnicos de origem natural séo classificados
e subdivididos de acordo com a natureza de seus substituintes. Uma classificacédo
recente divide as xantonas em seis grandes grupos: xantonas simples, xantonas
glicosiladas, xantonas preniladas, xantonoligndides, bis-xantonas e xantonas
miscelaneas (VIEIRA & KIJJOA, 2005). Para ilustrar alguns integrantes destes grupos,
na (Figura 4) estdo representadas seis xantonas conhecidas e bastante estudadas

biologicamente.
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Figura 4. Alguns representantes de cada classe das xantonas.

A fusarindina é uma representante das xantonas simples, apresentando
funcionalidades como hidroxila, metoxila, metila, dentre outras. Esta xantona tem sido
isolada, tanto de plantas, quanto de fungos (PASTRE, 2007). Na grande maioria das
vezes as xantonas metiladas sdo mais frequentes em fungos e linques, ao passo que as

hidroxiladas e metoxiladas estdo presentes com mais frequéncia em plantas.

Outra substancia da classe das xantonas bastante conhecida por suas
propriedades bioldgicas, é a mangiferina. Esta é uma xantona glicosilada presente em
abundancia na casca do tronco, folhas e frutos de Mangifera indica, conhecida
popularmente como mangueira (DA CRUZ, 2008). Este composto mesmo apresentando
hidroxilas substituidas nas posicdes 1, 3, 6, 7 esta incluido dentro da classe das xantonas
glicosiladas, pois o que define sua classificagdo neste caso é a presenca do agucar S-D-
glicopiranosil ligado na posicdo 2. A existéncia de um substituinte C-glicosideo
presente no nacleo da molécula pode em algumas situagcbes promover interagdes
moderadas com transportadores presentes na membrana das células, e deste modo,
podendo contribuir para 0 aumento de sua absor¢do no meio bioldgico, elevando assim

a sua biodisponibilidade.

Uma classe bastante estudada também sdo as xantonas preniladas, que séo
caracterizadas por apresentar em sua estrutura um substituinte lipofilico com cinco

atomos de carbonos, a prenila. Um composto alvo de varias investigacdes nos altimos
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anos e que representa bem essa classe de xantonas, € a mangostina (Figura 4), um
composto isolado do fruto do mangostéo, cujo nome cientifico € Garcinia mangostana.
Essa € uma espécie de planta nativa do sudeste asidtico e que chama atencdo por

apresentar inumeros derivados prenilados com atividade bioldgica (BALUNAS, 2008).

Os xantonoligndides sdo uma classe de compostos que apresentam um ligndide
(grupo fenilpropanico) ligado ao nucleo xantdnico. Em muitas rotas biossintéticas esse
grupo fenilpropénico se liga ao anel xantdnico intermediado pelo alcool coniferil. Um
dos compostos mais conhecidos desta rota biossintética é chamado de kielcorina (figura
6) que tem sido isolado da planta Kielmeyera variabilis (PINHEIRO, 2003). Este
composto tem apresentado moderado poder citotoxico contra células cancerigenas
humanas (WILAIRAT, 2005).

Outra classe, bis-xantonas, é originada quando dois nucleos xantona se unem
formando dimeros. Estruturalmente, esses compostos sao 0s mais complexos dentre 0s
constituintes xantdnicos naturais, e tém sido frequentemente isolados a partir de fungos
e linques, e menos comuns em espécies de plantas. A globulixantona E (figura 6) € um
dos poucos exemplares proveniente de uma planta. Esta bis-xantona foi isolada da raiz
de Symphonia globulifera, uma arvore encontrada em florestas africanas e Ameérica
Latina. No Brasil, esta planta é encontrada na floresta amazénica, onde é popularmente
conhecida como Ananim, cujo extrato é utilizado como ténico. Estudos in vitro
mostraram que globulixantona E € ativa contra bactérias Gram-positivas —
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Vibrio anguillarium — mas inativa contra
bactéria Gram-negativa, Escherichia coli (NKENGFACK, 2002).

Por fim, a classe das xantonas miscelaneas inclui xantonas que apresentam
substituintes diferentes dos que foram relatados anteriormente. Considerando as seis
classes relatadas de xantonas naturais, apenas as miscelaneas ainda nao foram obtidas a
partir de espécies de plantas. Até 0 momento, estes compostos foram encontrados
apenas em espécies de fungos, sendo que um dos poucos integrantes dessa classe € a
xantofulvina que foi isolada de Penicillium sp. e apresenta atividade antibidtica
(KUMAGAL, 2003).



1.3-Propriedades bioldgicas das xantonas

O crescente interesse nas pesquisas com xantonas, sejam elas oriundas de fontes
naturais ou sintéticas, esta associado as diversas propriedades bioldgicas e
farmacologicas que vém sendo atribuidas a elas. As investigacdes farmacologicas de
derivados xantonicos datam de 1968, quando o grupo liderado por Bhattacharya relatou
atividades diuréticas e acbes cardiotdnicas do glicosideo natural, mangiferina
(FINNEGAN, 1968). Mais tarde, foram descritos, pela primeira vez, o potencial
analéptico de derivados sintéticos de aminoalquilxantonas (DA RE, 1970). Uma
investigacdo posterior com a mangiferina resultou na descoberta dos efeitos
estimulantes desta xantona natural sobre o0 sistema nervoso  central
(BHATTACHARYA, 1972). Experiéncias in vitro mostraram que esse efeito seria
causado pela inibicdo da enzima monoamina oxidase que € a enzima responsavel pela
degradacédo de neurotransmissores do sistema nervoso central e do tecido periférico que
incluem noradrenalina, dopamina e serotonina (BHATTACHARYA, 1972).

Levando em consideragdo que a maioria das xantonas apresentam as mais
variadas atividades bioldgicas (PINTO, 2005), dentre essas atividades algumas foram
selecionadas para a realizacdo das pesquisas, como a capacidade antioxidante, visto que
um grande nimero de xantonas vem apresentando este tipo de propriedade, e atividade

antitumoral, devido a importancia e necessidade de farmacos que atuam sobre o cancer.

Como referido anteriormente, as xantonas constituem uma importante classe de
compostos que possuem amplas propriedades biologicas (Figura 5), que estdo
associadas a sua estrutura, e muito dependentes da posi¢do, do nimero e do tipo de
substituintes ligados ao nucleo béasico da xantona (FERNANDES, 1996; GOMES,
2005; PINTO, 2005; EL-SEEDI, 2010). Na figura 7 estdo enumerados os principais
efeitos que se encontram reportados na literatura para derivados naturais ou sintéticos de
xantonas (PINTO, 2005; EL-SEEDI, 2010).
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Figura 5. Atividades bioldgicas de xantonas (adaptado de El-Seedi, 2010).

A atividade antioxidante de xantonas deve-se sobre tudo a mecanismos de
quelacéo e reducdo de metais, captacdo de espécie reativa (através da doacdo de atomos
de hidrogénio), e atuacdo em sistemas enzimaticos que Sao responsaveis por gerar
espécie reativa inibindo assim a sua geracdo (PINTO, 2005; PANDA, 2013). Vale
ressaltar que o conhecimento a respeito das constantes de equilibrio da mangiferina em
solucdo aquosa € extremamente necessario para o estudo farmacocinético subsequente e
um passo para a compreensdo dos seus efeitos biologicos. Em trabalhor realizado por
Gomez-zaleta e colaboradores, no qual foram realizados estudos para anélise dos
valores de pKa da mangiferina com emprego das técnicas de ultravioleta visivel UV-Vis
e espectroscopia de RMN, foi possivel a determinacdo dos valores de pKa dos quatro
atomos de hidrogenio H4 da (MGF) em solucdo aquosa. Os experimentos demostraram
alteracdes nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios do sistema aromatico, este
efeito ocorreu em consequéncia do aumento da alcalinidade do meio em que a molécula
se encontrava, deste modo foi possivel atribuir os valores de pKa para a mangiferina:
pKa1 (6-H) = 6,52; pKaz (3-H) = 7,97; pKas (7-H) = 9,44; pKy, (1-H) = 12,10.

Geralmente, a alta atividade antioxidante de derivados fendlicos, como
hidroxixantonas, é atribuida aos substituintes OH que atuam como poderosos doadores

de proton. Isso se torna possivel devido a deslocalizacdo de elétrons ao longo da
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molécula que estabiliza os radicais fenoxi RO". A planaridade dessas moléculas é outra
caracteristica importante, pois permite a conjugagdo de elétrons m, aumentando a
estabilidade desse radical. De acordo com Soobrattee e colaboradores (2005), ligacdes
intramoleculares entre os grupos OH e C=0, contribuem para 0 aumento da conjugacao
do anel aromético, aumentando o poder de doacdo de proton, devido a deslocalizacao
dos radicais formados. Em geral, a presenca de hidroxilas no ndcleo xantona contribui
para 0 aumento da atividade antioxidante, uma vez que elas podem atuar como quelante
de metais, na captura de radicais livres, bem como no impedimento da oxidacéo lipidica
(SATO, 1992). Essa propriedade tem implicado na melhora de sua agdo hepatoprotetora
(FERNANDES, 1996; MARTINEZ, 2001) e quimiopreventiva ao cancer (MACKEEN,
2000), além de anti-inflamatoria (MADAN, 2002; JIANG, 2004).

Muitas pesquisas cientificas tem sido desenvolvidas sobre o poder bioldgico das
Xantonas, mas poucas estdo relacionadas com a capacidade de inibir o crescimento de
células cancerigenas. Estudos recentes vém enfatizando a importancia da natureza do
substituinte e a posicdo onde ocorre a substituicdo sobre a atividade antitumoral. Além
de aspectos como o efeito da densidade eletrnica, a geometria molecular e a presenca
de um quarto anel, como um cromeno, também devem ser levados em consideracdo
(OLIVEIRA, 2007). Um estudo in vitro sobre o potencial anticancerigeno foi realizado
por Pedro e colaboradores (2002), onde avaliaram o potencial de vinte e sete xantonas
oxigenadas contra a inibicdo do crescimento de trés linhagens de células tumorais
humanas, como MCF-7 (células do cancer de mama), TK-10 (células cancerigenas
renais) e UACC-62 (relacionada ao melanoma), os resultados obtidos demostraram que

a posicao e o nimero de substituintes interferem nos efeitos antitumorais das xantonas.

Para as xantonas mono-oxigenadas, com substituintes na posicdo 2 ou 4,
observou-se que houve mudangas drasticas no potencial da atividade inibitoria do
crescimento de célula tumoral, onde a xantona com hidroxila na posi¢do 2 foi quase
inativa, ao passo que, quando a substituicdo estava na posi¢cdo 4, 0 composto passou a
ter uma atividade consideravel. Quando se compara a mudanca de espécie quimica,
substituindo OH por OCHj3;, a xantona substituida por uma metoxila em 2 leva o
aparecimento da atividade inibitoria. Entretanto, o fenémeno oposto acontece quando na
posicdo 4 insere-se uma metoxila, nesse caso 0 composto passa a ser praticamente

inativo.
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Figura 6. Xantonas mono-oxigenadas.

Quando se compara xantonas bis-oxiganadas, nota-se que se tratando de
substituicdo apenas por hidroxilas, 0s compostos apresentaram-se ativos, ao contrario
dos bis-metoxilados que se tornaram inativos. Com relacdo aos compostos mesclados
com hidroxila e metoxila, resultados mostraram que tiveram sua atividade diminuida
consideravelmente. De modo geral, as xantonas diidroxiladas, independente da posicéo,
apresentaram-se mais ativas que as demais (mono-oxigenada e bi-oxigenada contendo
metoxila), com isso 0s pesquisadores comprovaram a importancia da presenca de
hidroxilas na inibicdo do crescimento de células tumorais em decorréncia de suas

melhores absorc¢des pela celula (PEDRO, 2002).

Pedro e colaboradores (2002), descreveram a seletividade de algumas xantonas
sobre células cancerigenas. Destacaram a seletividade das 1,2-diidroxixantona, 2,3-
diidroxixantona, 3,4- diidroxixantona e 2,3-diidroxi-4-metoxixantona sobre células do
melanoma em relacdo as células cancerigenas renais e de cancer de mama. Nesse caso,
foi observado, que a presenca de hidroxilas adjacentes pode ser uma explicacdo para a
seletividade para o melanoma. Na Figura 7 estdo representadas as diferentes xantonas

oxigenadas.
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Figura 7. Estrutura das xantonas bisoxigenadas.

Além disso, um estudo tedrico relacionando a densidade de carga molecular
sobre a atividade antitumoral mostrou que o efeito causado pela densidade eletrénica
local do grupo C=0 parece ser o responsavel pela especificidade da atividade observada
sobre as células do cancer de mama (OLIVEIRA, 2007). Ainda de acordo com Oliveira
e colaboradores (2007), os compostos que apresentaram densidade de carga eletronica
positiva mostraram um aumento da inibicdo do crescimento de células cancerigenas.
Isso sugere que 0s compostos que apresentam anéis fundidos, como o cromeno, sao de
extrema importancia para a atividade antitumoral exibida por esta familia de

substancias.

1.4-Mangifera indica L (Mangueira)

A Mangifera indica (Anacardiaceae) é uma espécie nativa do sudeste asiatico,
mais precisamente da india, havendo relatos de seu cultivo nesta regido ha mais de
quatro mil anos. A planta, devido a dogura, sabor e valor nutritivo de seus frutos,
chegou ao oeste da Asia em torno dos séculos 4-5 a.C., tendo sido introduzida pelos
portugueses nas costas leste e oeste da Africa e depois na América, chegando ao Brasil,
em torno do século XVI (CAMARGO-FILHO, 2004). E interessante notar o fato da
manga, uma das frutas mais apreciadas em todo o mundo, consumida in natura, ou
ainda na forma de polpa, sucos, molhos, ou mesmo entrando na composicao de aromas
e fragrancias, pertencer a uma familia de plantas altamente toxicas, a familia
Anacardiaceae, que possui géneros como o carvalho venenoso e a hera venenosa
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(EMBRAPA, 2011). A manga é a sexta mais importante fruta brasileira em area
colhida, com 75,2 mil hectares, e a terceira em volume de exportagdo, com 124,6 mil
toneladas em 2010 (MAPA, 2011). O Brasil ocupa o sétimo lugar entre os produtores
mundiais de manga (EMBRAPA, 2012). A producdo concentra-se no nordeste e sudeste
brasileiros, com destaque, nesta ordem de importancia, para os estados da Bahia,
Pernambuco, S&o Paulo e Minas Gerais (IBGE, 2012). Foi relatado que a manga uba
apresenta altos teores dos componentes como acido ascdrbico, carotenoides e
compostos fendlicos, superando outras variedades cultivadas em Minas Gerais
(RIBEIRO, 2007). Esta informacdo agrega valor a variedade ubd, podendo constituir
incentivo & expansao do seu cultivo na Zona da Mata Mineira.

Os constituintes fitoquimicos presentes na manga por exibirem propriedades
antioxidantes atuam retardando a velocidade da reacdo de oxidagdo, por acdo sinérgica
ou nao, protegendo o organismo contra os radicais livres (KAUR; KAPOOR, 2001).
Vale destacar que o teor destes compostos em vegetais varia, entre outros fatores, em
funcdo das condicGes edafoclimaticas do cultivo, variedade e grau de maturacgdo da fruta
(SCALZO et al., 2005). Vale ressaltar, ainda, que algumas frutas podem potencialmente
conter maior teor de compostos antioxidantes nas sementes e cascas do que na polpa, ou
ainda, o perfil dos fitoquimicos antioxidantes ser diferenciado nestas partes do vegetal
(GUO et al., 2003).

Em 2011, Almeida e Rodrigues avaliaram os teores dos principais fitoquimicos
antioxidantes presentes em trés variedades de manga, manga Espada, Rosa e Tommy
Atkins. A manga Espada e a Tommy Atkins apresentaram teor de carotenoides totais,
estatisticamente semelhantes, porém significativamente inferior ao da manga Rosa
(29,57 p.g™ Espada; 48,06p.9™ Rosa; 28,13 p.g™* Tommy Atkins). No que se refere ao
teor de acido ascorbico evidencia-se que a manga Tommy Atkins exibiu,
estatisticamente, o menor valor quando comparada com o da manga Espada, porém
semelhante ao da manga Rosa (38,21 mg.100g™ Espada; 28,70 mg.100g™ Rosa; 20,85
mg.100g™ Tommy Atkins). A manga Espada, também exibiu o maior teor de fenélicos
totais seguida da Tommy Atkins (279,54 mg.100g™ Espada; 126,08 mg.100g™ Rosa;
133,23 mg.100g™* Tommy Atkins). Em nossos estudos foi utilizada a variedade Espada
para extracdo dos constituintes de interesse, especialmente do composto polifendlico

mangiferina.
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Apds a obtencdo de seus resultados Almeida e Rodrigues compararam seus
dados com de outros autores, e encontraram diferengas nos resultados para as mesmas
variedades estudadas. As discrepancias entre as variedades possivelmente decorre do
perfil diferenciado dos constituintes fitoquimicos apresentado pelas mesmas, além
disso, as condicdes edafoclimaticas do cultivo e o grau de maturacdo dos frutos que
influenciam o teor destes componentes presentes na matriz vegetal (CHEN; TAI;
CHEN, 2004) podem justificar as diferengas entre as frutas até de mesma variedade.

Além da importancia econdmica da M. indica (Figura 8), em termos da
comercializacdo de seus frutos e produtos gerados a partir deles, a planta possui ampla
aplicacdo medicinal. H& relatos do uso tradicional de partes da mangueira para o

tratamento de verminoses, diarréias, diabetes, asmas, etc.

Figura 8. Mangifera indica L. (mangueira)
(http://lwww.vilamada.com.br/conteudo/vila_viva/arvores_praca.htm —acesso:
01/05/2016).

Em Cuba é comercializado um fitofarmaco padronizado, que consiste no extrato
aquoso das cascas da mangueira, chamado Vimang®. Este produto possui atividades
antioxidantes, imunomodulatérias, analgesicas e anti-inflamatdrias, comprovadas em
diversos estudos pré-clinicos, e mesmo em alguns estudos clinicos. Estudos
farmacoldgicos indicaram que o Vimang® apresenta efeitos imunomodulatérias,
analgeésicas, anti-inflamatdrias e antioxidantes (MAKARE et al., 2001, GARRIDO et al.
2004)

Anteriormente, foi demonstrado e concluiu-se que o extrato aquoso de M. indica
Vimang® pode ser classificado como inibidor duplo, uma vez que inibe tanto COX
(ciclooxigenase) como LOX (lipo-oxigenase) do metabolismo do araquidonato
(GARRIDO et al., 2004). Esta atividade anti-inflamatoria que se pensava ser devido a

sua alta atividade antioxidante exibida pelos constituintes como compostos fendlicos

13



incluindo mangiferina. Foi demonstrado que o Vimang® e mangiferina, exibem
atividade inibitoria contra liquido sinovial PLA2 (fosfolipase A2) (GARRIDO et al.,
2004).

O Vimang® possui elevado teor de compostos fendlicos, entre eles a xantona C-
glicosilada, mangiferina (Figura 9), que é o seu principal constituinte. Ha indicacdes
que a mangiferina isolada reproduz vérias das atividades farmacoldgicas do Vimang®,
embora ndo com a mesma intensidade que o préprio suplemento, mostrando um
sinergismo entre os seus diversos componentes: compostos fendlicos, terpendides,

sesquiterpenos e microelementos (MASIBO et al., 2010).

Figura 9. Estrutura quimica da mangiferina extraida de M. indica.

1.5- A Mangiferina

A mangiferina (MGF) é um composto fendlico da classe das xantonas,
qguimicamente denominada segundo as regras de nomenclatura sugeridas pela IUPAC,
por 2-C-S-D-glicopiranosil-1,3,6,7-tetraidroxixantona. Este glicosideo natural, possui
férmula molecular C19H;5011, peso molecular de 422.35 u.m.a. e ponto de fusdo igual a
271°C. Por ser um C-glicosideo (ou seja, possuir a unidade de acUcar ligada a aglicona
via uma ligagdo C-C), a mangiferina € muito mais resistente a perda da unidade de
acucar in vivo do que um O-glicosideo, de ocorréncia mais comum, no qual a ligacéo
acucar-aglicona se faz via uma ponte acetalica. A literatura preconiza diferentes formas
de isolamento da mangiferina, em rendimentos de até 2%, principalmente das cascas do
fruto e das folhas, sendo 0 método mais comum a extragdo em aparelhagem de Soxhlet,
seguida de separacdo do glicosideo dos demais componentes por meio de cristalizacdo
(ARITOMI, 1969).

Suas caracteristicas estruturais, aliadas a sua abundancia nos tecidos do vegetal

além da facilidade de sua extracdo, a qualificam como um produto natural
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extremamente atraente para avaliacdo em diferentes modelos bioldgicos. Todos esses
fatores tornam possivel 0 seu uso como material de partida, objetivando o planejamento
de derivados com potenciais aplica¢Ges farmacolégicas.

Singh (2006) relatou que a mangiferina desempenha importante papel fisiologico
na inducdo do crescimento vegetativo da mangueira e na inibicdo da ocorréncia de
malformacdes. No entanto, o crescente interesse cientifico pela mangiferina é atribuido
ao seu grande potencial farmacoldgico, cujo estudo permitiu a descoberta de vérias
atividades, tais como antioxidante, anti-inflamatéria (GARRIDO, 2004; OJEWOLE,
2005; PARDO-ANDREU, 2008;), hipoglicemiante, imunomodulatéria (MAKARE,
2001), entre outras. Dentre as diferentes partes de M. indica, a folha representa uma das
mais importantes fontes de compostos fendlicos, inclusive de mangiferina, superando a
casca, segundo investigacdo fitoquimica de diferentes cultivares produzidos no Brasil
(BARRETO, 2008). A despeito do seu alto conteddo de mangiferina e outros composto
fendlicos, estudos da bioatividade do extrato da folha M. indica ainda sdo pouco
documentados, restringindo-se a pesquisa in vitro evidenciando suas propriedades
antioxidantes, antiapoptética e antibacteriana (BBOSA, 2007; OLABINRI, 2009;
LING,2009) e a pesquisas in vivo evidenciando atividades gastroprotetora (SEVERI et
al., 2009) e hipoglecimiante (SHARMA, 1997; ADERIBIGBE, 1999; BHOWMIK,
2009).

1.6-Propriedades antitumorais da mangiferina

Estudos demonstram que a MGF apresenta importante atividade antiproliferativa
frente a diferentes linhagens tumorais, como pulmdo, colo do Gtero e mama.
Atualmente, muitos estudos tém como principal objetivo a investigacdo dos
mecanismos celulares e moleculares pelos quais a MGF desencadeia efeitos
antitumorais. Contudo, sdo poucos o0s estudos sobre 0s provaveis mecanismos de acao
envolvidos na atividade antitumoral exibida por esta xantona natural. Neste sentido, Li e
colaboradores (2013) descreveram que a MGF regula a expressdo de metaloproteinases,
além de inibir a transicdo epitelial-mesenquimal, que sdo importantes fatores envolvidos
no potencial metastatico de um tumor (LI et al.,2013). Mais recentemente, Cuccioloni e
colaboradores (CUCCIOLONI et al., 2016) demonstraram que a MGF induz a morte de
células de adenocarcinoma de mama por apoptose, além de atuar na inibicdo da enzima

HMG-CoA redutase, responsavel pela biossintese de colesterol na célula tomoral. O
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grupo de Cuccioloni, neste mesmo trabalho, evidenciou ainda a capacidade da xantona
natural em inibir o turnover proteico e a adesdo das células de adenocarcinoma
mamario.

Danos oxidativos e mutagénese sdo as causas basicas habituais de tumorigénese
e metastase. A MGF tem a capacidade de aumentar as enzimas no ciclo TCA (Ciclo do
Acido Tricarboxilico) e ETC (Cadeia de Transporte de elétrons) (LIM et al, 2014), e as
enzimas de desintoxicacdo (glutationa transferase, quinona redutase e uridina 5-
difosfato-glucuronosil transferase) (RAJENDRAN, 2008), e assim reduzir os danos ao
DNA. Por exemplo, em animais portadores de cancro do pulmdo. A MGF também
demonstrou aumentar os niveis de glutationa e as atividades de enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase) impedindo
0 desenvolvimento do céncer de pulmdo induzido por benzo (a) pireno em
camundongos (RAJENDRAN, 2008). O NF-kB ¢ um importante fator de transcrigdo
induzindo vérias citocinas pro-inflamatorias, que estdo intimamente associadas ao
desenvolvimento do céncer. Em células MCF-7 mostraram que a molécula poderia
inibir a inducdo pelo fator de necrose tumoral (TNF) de NF-kB (SARKAR, 2004).
Adicionalmente, Li e colaboradores (2013) mostraram que a MGF suprimiu a via da
para-catenina que mede a proliferacdo em células MCF-7. A MGF também demonstrou
diminuir a viabilidade das células MCF-7, provavelmente através da supressdao da
matrix metaloproteinase (MMP) -7 e -9 da matriz ¢ da inibi¢do da p-catenina. O efeito
antiproliferativo da, MGF também foi observado em células K562, o que levou a
inducdo eficiente a apoptose (PENG et al., 2004).

Estes efeitos anti-proliferativos e pré-apoptéticos da MGF e o aumento
concomitante dos efeitos da bioenergética mitocondrial e da desintoxicacdo parecem ser
paradoxais. Curiosamente, ha evidéncias que sugerem que a MGF tem um efeito
citotoxico seletivo contra células cancerosas, mas nao células normais (AHMAD et al.,
2012). Além do estresse oxidativo e da inflamacéo, a acidose e a hipoxia séo os fatores
do microambiente que promovem o crescimento de tumores. Como Warburg apontou na
década de 1950, "a causa raiz do cancer € a restricdo da respiracdo e adaptacdo a
fermentacdo™ e "as caracteristicas das células cancerosas é acidose e hipoxia”, tais
fatores favorecem o desenvolvimento da doenca (WARBURG, 1956), as células
cancerosas sdo altamente dependentes da energia, ATP, produzida pelo processo de
conversdo de glicose em &cido lactico sob condi¢des hipoxicas. Em estudo realizado por
Apontes e colaboradores, observou-se que a MGF inibe a formacdo de &acido lactico
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através da canalizacdo do piruvato para a via metabdlica oxidante (APONTES, 2014).
Este novo efeito bioldgico da MGF poderia ser um mecanismo molecular adicional pelo
qual a xantona natural exerce os seus efeitos anticancerigenos e sdo necessarias maiores

investigacOes para demonstrar se este € efetivamente o caso.

1.7-Metodologias de extra¢éo da mangiferina

A extracdo é considerada um dos primeiros estagios bésicos em pesquisas
medicinais devido a preparacdo de extratos dos materiais é o inicio para separacdo e
purificacdo dos constituintes quimicos (ROMANIK et al., 2007). Diferentes técnicas
para a extracdo de produtos naturais podem ser aplicadas, muitas delas utilizadas podem
ainda sofrer alteracfes com o objetivo de maximizar a recuperacdo dos produtos de
interesse. Em 2013 Kulkarni e Rathod avaliaram a eficiéncia de uma extracdo
convencional da mangiferina com emprego de técnicas avancadas. A técnica de
extracdo convencional, realizada com aparelho de Soxhlet, requer um longo tempo,
além de ocorrer sob aquecimento. As técnicas de extracdo avancadas, como a extracao
em ultrason, por fluido supercritico, ou a assistida por micro-ondas tem aumentado a
produtividade por fatores de influéncia como a cinética das taxas de transferéncia de
massa, aumento da area de interface ou direcionamento de forcas intermoleculares
(WANG, 2006; CRAVOTTO et al.,, 2008). Uma das grandes vantagens de usar a
extracdo em ultrason é que o processo ocorre em bem menos tempo, quando comparado
a extracdo convencional (MASON & LORIMER, 2002). Neste estudo também foram
avaliados fatores como a frequéncia, poténcia aplicada, temperatura e geometria do
frasco utilizado, onde foi observado aproximadamente 54% do rendimento para
extracdo em ultrason, em apenas 4 minutos. Representando 31mg/g de mangiferina
recuperada, contra 57mg/g de mangiferina, obtida via Soxhlet em 5 horas. Isto demostra

a superioridade da técnica de extragdo por ultrason.

Embora alguns processos de extracdo tais como, maceracdo, extracdo em
refluxo, entre outros, sejam de facil operacdo em muitos casos, podem ser arduos e
dispendiosos consumindo o rendimento e ainda podem causar degradacdo quimica da
maior parte dos fitoconstituintes, devido as altas temperaturas. Com o objetivo de
aumentar a solubilidade dos metabdlitos e aumentar a transferéncia de massa essas
técnicas passam por modificacOes que se fizerem necessarias. Porém, o isolamento dos

diferentes constituintes presentes no material € limitado pelos estagios de extracédo
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(MANDAL, 2007). Nos ultimos anos, 0 use de micro-ondas para obtencao dos produtos
do material vegetal tem demostrado grande destaque. No entanto, a prética de utilizar
micro-ondas em extragdes ndo € nova, sendo utilizada desde 1986 na extracdo de
compostos organicos (DEAN, 2010). Em 2014, Salomon e colaboradores utilizaram
esta técnica para extracdo da MGF, neste trabalho eles avaliaram trés parametros: tempo
de irradiacdo, tempo de extracdo e razdo do solvente. Os resultados obtidos foram
comparados ao método tradicional (Soxhlet), ndo houve uma diferenca significativa no
aspecto da recuperacdo do produto de interesse, a extragdo em micro-ondas obteve um
rendimento de 63% contra 64% para extracdo em refluxo. Porém, as vantagens da
técnica de micro-ondas consiste no baixo consumo de solvente e um tempo de extracao
bastante reduzido (JAIN et al., 2009; MANDAL et al., 2007; CHAN et al., 2011).

2-Biossintese da mangiferina

O trabalho realizado por Fujita e Inoue em 1977, teve como principal objetivo
elaborar uma proposta para a via biossintética das xantonas. Nesse estudo eles
utilizaram como ferramenta a marcacao com isétopo de carbono **C, vérios compostos
foram marcados e administrados as partes aéreas da planta Anemarrhena asphodeloides
bunge (Liliaceae), que produz mangiferina. Nesse trabalho a fenilalanina, o &cido para-
cumérico, o &cido para-hidroxibenzdico e o acido protocatecuico foram marcados
isotopicamente. No entanto, apenas fenilalanina e o &cido p-cumarico demostraram alta
capacidade para se incorporar na por¢cdo da xantona, este resultado sugeriu que esses

compostos poderiam ser os precursores diretos para a biossintese da mangiferina.

Por outro lado, para obter evidéncias conclusivas da participacdo de uma
unidade C-6 e C-3 referente ao acido p-cumarico, uma mistura de acido p-cumarico
[anel-3,5-T,] e -2-**C, 4cido p-hidroxibenzdico e A&cido protocatecuico, foram
administrados & planta e a razdo T/**C da MGF isolada foi comparada com a do
precursor alimentado. Levando em consideracéo a perda (1/2) de T na aril-hidroxilagédo
na biossintese, as taxas de incorporacdo verificadas foram: 1,20%, 0,02% e 0,04%,
respectivamente. Os dados obtidos demostraram que o acido p-cumarico duplamente
marcado foi incorporado a mangiferina, sem haver alteracdo significativa da razdo
T/*C. Essas andlises indicaram que a aglicona pode ser biossintetizada através da

ciclizacdo de um intermediario derivado do p-cumarato e dois malonatos (Esquema 1).

18



Bhatia e Seshadri (1968) sintetizaram mangiferina a partir da aglicona e o
acetobromoglicose com base na consideracdo de que a C-glicosilacdo pode ocorrer na
fase da aglicona. Aritomi e Kawasaki (1970) isoloram primeiro um isémero, a
isomangiferina, juntamente com a mangiferina das partes aéreas de Anemarrhena
asphodeloides, sugerindo que esses isdmeros parecem ser formados por C-glicosilacéo

de maclurina (2,3',4,4',6-penta-hidroxibenzofenona).
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Esquema 1. Rota biossintética de xantonas (FUJITA e INOUE em 1977).

Em 1980 Fujita e Inoue, investigaram a etapa de C-glicosilacdo na formacao da
mangiferina e isomangiferina. Primeiramente, a aglicona e maclurina marcados foram
fornecidas as partes aéreas da planta Anemarrhena asphodeloides, a qual biossintetiza

tanto a iso- quanto a mangiferina (Morita et al, 1965). Ap6s 0 ensaio, a iso- e a
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mangiferina marcadas foram isoladas do material vegetal e degradadas a aglicona. A
MGF e a isomangiferina isoladas foram degradadas com &cido hidroiddico para gerar a
xantona aglicona (1,3,6,7-tretraidroxi-xantona) (Esquena 2). Foi verificado que o
percentual de incorporacdo da aglicona marcada (1,3,6,7-tetra-hidroxixantona-2,4,92-
14C), tanto na iso- quanto na mangiferina, foi muito baixo (aproximadamente 37,8%).
Em contraste, a maclurina marcada (2,3°,4,4’,6-penta-hidroxibenzofenona-1,3,5- 14C)
foi mais eficiente na constituicdo da estrutura quimica da iso e mangiferina, com um
percentual de incorporacdo de 96,4% e 97,9%, respectivamente em comparacdo a
aglicona marcada, e a radioatividade foi largamente incorporada na porc¢do que constitui
0 esqueleto base destas xantonas. Além disso, a aglicona obtida, ap6s tratamento com
maclurina marcada, foi degrada a floroglucinol (Esquema 2), demonstrando que a
maclurina foi incorporada. Este resultado deixou clara a importancia deste

intermediario, a maclurina, na rota biossitética de xantonas.
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Esquema 2. Degradacao de xantonas glicosiladas (adaptado FUJITA e INOUE, 1980).

20



Em trabalho realizado por Peters, Schmidt & Beerhues em 1997, no qual foram
utilizadas linhagens de células capazes de acumular diferentes xantonas, configurou-se

como uma proposta alternativa para a biossintese de xantonas.

Um segundo modelo apresentado consistia de uma cultura de Centaurium
erythrea (Gentianaceae) na qual enzimas para a biossintese de xantonas foram
detectadas em um primeiro momento (PETERS, SCHMDT & BEERHUES, 1997). Os
autores observaram um precursor imediato de xantonas, 2,3',4,6-tetraidroxibenzofenona,
sendo regioseletivamente ciclizado a 1, 3, 5- e 1, 3, 7-tri-hidroxi-xantona através da
sintese de xantonas pelo emprego destas células C. erythrea e Hypericum androsaemum
L., respectivamente (PETERS, 1997). Neste trabalho foi reportada a deteccdo e a
caracterizacdo das enzimas envolvidas na formulagdo do intermediario chave (2,3 ', 4,

6-penta-hidroxibenzofenona) em culturas de células (Esquema 3).
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Esquema 3. Alternativa biossintética de xantonas em culturas celulares (SCHMIDT &
BEERHUES, 1997).

2.1-Sintese da mangiferina

Um dos primeiros relatos em sintese da MGF foi reportado por Nott e Roberts
no ano de 1967, baseados na metodologia empregada por Chopin e colaboradores para a
sintese do 6-C-4-D-glicopiranosil-5,7-diidroxi-flavonoides (CHOPIN & DURIX, 1966).
Percebeu-se naquele momento que era possivel utilizar o mesmo método para obtencéo
de xantonas, visto que ha certa similaridade existente entre as duas classes de
compostos. Neste trabalho de sintese total da MGF Nott e Roberts, realizaram o
tratamento de aglicona 1,3,6,7-tetra-hidroxi-xantona com um excesso de brometo de a-

D-glucopiranosil. A mistura de produtos foi submetida a hidrélise acida com o objetivo
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de impedir a formacdo do O-glicosil e consequente formacdo do composto C-glicosil
(Esquema 4), e foi isolado por longo e complicado processo envolvendo extragdo com
solventes e técnicas cromatogréficas. Contudo, o rendimento do produto obtido foi
inferior a 1%, mas a significancia deste resultado supera este inconveniente, sendo este

um dos primeiros relatos de obtencao da MGF sinteticamente.

HO, o) OH oH
MeOH anidro
+ o
Meto><|do de sodio, Nal
OH HO' oH
HO
OH @]

Brometo de a-D-

Aglicona . X
glucopiranosil

Mistura de produtos

Esquema 4. Metodologia de sintese da mangiferina (NOTT & ROBERTS, 1967).

Wu e colaboradores (2010) realizaram um trabalho no qual relataram a sintese
total da mangiferina, isomangiferina e homomangiferina, empregando uma reagéo de C-
glicosilagdo altamente estereosseletiva entre um derivado de xantona e
tetrabenzilglicopiranosil N-feniltrifluoro acetamideto, porém obteve-se um rendimento
relativamente baixo, além de baixa regiosseletividade (WU, YU, WEI & LIAN, 2010).

Mais recentemente, este mesmo grupo reportou a semi-sintese eficiente da
neomangiferina, a partir do isolamento da mangiferina (WEI et al., 2014). No entanto, a
sintese total desta molécula, que possui tanto O- quanto C-glicosideos, é ainda um
desafio. Neste estudo Wei e colaboradores (2014) forneceram uma abordagem sintética
eficiente para a mangiferina e a homomangiferina, e também relataram a primeira
sintese total do neomangiferina. Estes pesquisadores realizaram, em 2016, um novo
trabalho baseado nos estudos sintéticos e biossintéticos da mangiferina, no qual a
benzofenona (Maclurina) atua como intermediario-chave e a reacdo de glicosilacdo
ocorre antes da constru¢cdo do esqueleto xanténico (FUJITA & INOUE, 1980).
Contudo, os autores encontraram problemas em relagdo aos grupos protetores utilizados
na etapa final da sequéncia sintética. Uma otimizacéo da rota sintética desenvolvida foi
descrita por Wei e colaboradores (2016) e encontra-se no (Esquema 5). A glicosilagédo
de 6a com glicosil acetato 4a, seguido por formulagédo de Vilsmeier de 7a levou ao S-C-
glicosideo 8a desejado com 76% de rendimento global. Subseqliente acoplamento com

aril-boromo 9a litiado e oxidacdo imediata de um precursor, que entdo originou a
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benzofenona 10a (intermediario chave) com 72% de rendimento em duas etapas, que foi
posteriormente convertido em 10c por desmetoximetilagdo e reprotegéo seletiva (76%
para duas etapas). A cicliza¢do de 10c procedeu com sucesso para 2-C-glicosideo 11a e
em menor proporcdo 4-C- glicosideo 11b em 92% e 8% de rendimento,
respectivamente. Para 11a, a confirmacdo se deu através da correlacdo por técnicas de
RMN bidimensionais HMBC (do inglés heteronuclear multiple bond correlation)
observado entre o sinal do prétron anomérico H-1' com os carbonos C-1 (159,4 ppm) e
C-3 (162,5 ppm), enquanto para 11b foi observado a correlacdo entre o sinal do préton
anomérico H-1' com os carbonos C-3 (162,6 ppm) e C-4a (157,4 ppm). Eventualmente,
a desprotecdo do grupo metoximetil e do éter benzilico com acido para-
toluenossulfénico e hidrogendlise catalitica proporcionou a obtencdo da mangiferina
com 81% de rendimento a partir de 11a (WEI, LIANG, WANG, MENG & LI, 2016).
Os dados espectroscopicos obtidos para a mangiferina sintetizada (H-1": 4,59 ppm, d, J
= 9,6 Hz) foram correspondentes aos relatados para o composto natural (H-1 ": 4,59
ppm, d, J = 9,6 Hz) (ARITOMI et al., 1970; QUIN et al., 2008; WANG et al., 2010 &
LIU etal., 2013).
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Esquema 5. Sintese total da mangiferina (WEI, LIANG, WANG, MENG & LI, 2016).

2.2-Sintese de derivados de mangiferina

Devido a importancia dessa classe de compostos xantdnicos com potencial
aplicacdo farmacoldgica para o arsenal terapéutico atual, muitos trabalhos acerca da
sintese desses sistemas heterociclicos, bem como de sua derivatizagdo vem sendo
realizados com muito sucesso. Pinto e colaboradores (2011) realizaram a sintese de
derivados xantdnicos poli-hidroxilados/metilados em vérias posi¢cbes do nucleo, os
quais foram investigados quanto as suas propriedades antifungicas e contra varias cepas
de microorganismos patogénicos. A resisténcia crescente de fungos patogénicos aos
compostos antifungicos e o ndmero reduzido de medicamentos disponiveis levou a

busca por novos derivados.
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No trabalho realizado por Sing e colaboradores (2011) foram estudadas as
reatividades do produto natural mangiferina frente & condigdo da reacdo de Mannich,
diversas produtos foram obtidos usando diferentes tipos de aminas ciclicas, alifaticas e
aromaticas e foram avaliados o potencial antipirético desses compostos (Esquema 6).

As reacdes de Mannich proporciona uma metodologia sintética muito eficiente na
formagéo de ligacbes carbono-carbono, ou seja, por meio de uma condensacdo
tricomponente essa ligagdo ocorre entre uma amina primaria ou secundéria, uma cetona
enolizével (contendo hidrogénio acido a a carbonila) e um aldeido em meio 4cido, os
mesmo reagem entre si através de uma reacao tricomponente para formar uma base de
Mannich (MARQUES, 2012; VIEIRA, 2006; KULKARNI, 2012). Em trabalho
reportado por Singh e colaboradores (2011) no qual foi sintetizado uma série de
derivados com a utilizacdo de diferentes aminas aromaticas com diferentes substituintes
(R= anilina, p-cloroanilina, p-toluidina, p-anisidina, difenilamina, a-naftilamina) sobre a
mangiferina, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antipirético desses
compostos (Esquema 6) (SINGH et al., 2011).

R
HO, o OH . HO, o OH
OH p-formaldeido, amina OH
o EtOH, HCI, refluxo o
HO OH o oH
OH OH
HO OH o HO OH o

R = anilina, p-cloroanilina, p-toluidina, p-anisidina,
difenilamina, a-naftilamina.

Esquema 6. Sintese de derivados aminados via reacdo de Mannich (Adaptado de Singh
etal., 2011).

No ano de 2007, Hu e colaboradores realizaram um estudo sobre a sintese de
derivados de mangiferina para avaliar atividade inibitoria destes compostos frente a
proteina tirosinase fosfatase B1, estudos clinicos revelaram que esta proteina é
responsavel pela defosforilacdo dos receptores de insulina, com isso 0s niveis ideais de
insulina ndo sdo alcancados (ELCHEBLY et al., 1999). A inibicdo desta proteina surgiu
como uma nova intervencdo terapéutica para o tratamento da diabetes tipo 2. Em
trabalhos anteriores com a mangiferina, existem relatos que esta xantona natural possui
atividade antidiabética significante (MIURA et al., 2001). Baseados nestes relatos Hu e
colaboradores (2007) tiveram como objetivo avaliar atividade antidiabética, porém em

um primeiro instante encontraram um problema, pois a mangiferina apresentava uma
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solubilidade muito ruim na maioria dos solventes por eles utilizados para a reacdo de
sintese desses derivados, eles propuseram o preparo de derivados O-alquilados e O-
benzilados. Com base em estudos anteriores, uma série de substituintes benzilicos foi
incorporada a mangiferina originando os derivados (Esquema 7). Porém os derivados
benzilados tiveram resultados promissores para atividade antidiabética em relacdo aos
demais. Os derivados benzil-mangiferina e benzil-p-cloro-mangiferina foram os que

apresentaram as melhores atividades.
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Esquema 7. Reacdo de preparacédo de derivados O-benzilados (Hu et al., 2007).

Mahendran e colaboradores (2014) realizaram modificagcbes estruturais na
mangiferina com intuito de avaliar a relacdo estrutura-atividade para propriedades
antioxidantes. Tem sido bem documentado na literatura os danos causados por radicais
livres a membranas celulares, proteinas, enzimas e DNA, aumentando o risco de
desenvolvimento de doencas degenerativas, como o céncer, Alzheimer, diabetes. A
mangiferina ja demostrou efeitos antidiabéticos (MURUGANANDAN et al., 2002),
anticancer (RAJENDRA et al., 2008), antioxidante (DELGADO et al., 2005). Logo, 0

planejamento para a elaboragéo de derivados a partir do composto natural, objetivando
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aumentar as propriedades pré-existentes tornou-se de vital importancia para o
desenvolvimento de novos compostos com potencial aplicacdo farmacoldgica. Bhatia e
colaboradores (1967) reportaram a reacdo de acetilacdo e metilacdo da mangiferina
(Figura 10). Adicionalmente, Hu e colaboradores (2007) sintetizaram uma série de
derivados benzilicos da mangiferina. Contudo, os relatos da literatura tem demonstrado
que a investigacdo farmacoldgica da mangiferina, bem como de seus derivados ainda

nao foram totalmente estudadas.

o
o o O\Q o o
OH oH
o

[¢]

o@
o
[¢]
OH OH
Ho OH o Ho OH
[¢]
Benzil-mangiferina Benzoil-mangiferina

H;CO,

AcO o Ohc o OCH,
OAc OH
0. o
OAc OCH,
OAc OH
OAc o

AcO

AcO HO

OH [e]

Acetil-mangiferina Metil-mangiferina

Figura 10. Derivados sintetizados a partir da mangiferina (MAHENDRAN et al.,
2014).

3- Importancia Biologica das Albuminas Séricas

A estrutura molecular das proteinas € muito complexa; por essa razdo €
tipicamente dividida em niveis distintos de organizacdo (Figura 11): a sequéncia de
aminoacidos numa proteina (unidos por ligacOes peptidicas) é chamada de estrutura
primaria; a estrutura secundaria corresponde a certos arranjos tridimensionais comuns
de fragmentos da cadeia principal, mantidos por ligacdes de hidrogénio (folha f
pregueada, hélice a, etc.); a estrutura terciaria € o arranjo tridimensional de uma cadeia

polipeptidica (e, consequentemente, dos elementos de estrutura secundaria) determinado
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por interacOes entre as cadeias laterais dos residuos de aminoéacidos, incluindo ligacdes
de hidrogénio e de dissulfeto, além de interagdes hidrofobicas; e a estrutura quaternéria
aplica-se somente a proteinas constituidas por duas ou mais cadeias polipeptidicas, e
refere-se a disposicdo espacial dessas cadeias, ou seja ao arranjo espacial das
subunidades. Um exemplo deste tipo de estrutura é a hemoglobina, que é composta por
quatro subunidades (VOET, 2008).
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Figura 11. Representacdo dos diversos niveis organizacionais de uma proteina.
Adaptado de Berg et al., 2008.

A albumina é uma proteina de grande importancia bioldgica e a mais abundante
do plasma sanguineo.As albuminas sdo provavelmente as mais conhecidas e mais
estudadas de todas as proteinas existentes. Suas diversidades de funcfes tém atraido o
interesse de cientistas por geracdes (PETERS, 1996). A Albumina do Soro Humano
(ASH) ¢é a proteina mais abundante (40 mg/mL) no plasma sanguineo. Esta proteina é
composta por uma Unica cadeia polipeptidica ndo glicosilada contendo em sua
sequéncia 585 residuos de aminoacidos (66 kDa), a qual se divide em trés dominios (I,
Il e I11), cada um contendo dois subdominios (A e B). Cada dominio contém dez hélices
a e sdo divididos por seis hélices geometricamente antiparalelas, formando os
subdominios com quatro hélices cada. A estrutura terciaria da ASH é estabilizada por 17
pontes de dissulfeto, (GHUMAN, 2005).

A ASH desempenha um importante papel no transporte e disposi¢édo de ligantes
enddgenos (acidos graxos ndo esterificados, bilirrubina e composto lipofilicos) e
exogenos presentes (flavonoides, varfarina e diazepam) no sangue. Devido a essa sua
surpreendente capacidade de ligacdo a uma grande variedade de moléculas, a ASH
apresenta um papel preponderante na farmacocinética e farmacodinamica de drogas
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(SUDLOW, 1975; SUDLOW, 1976; GHUMAN, 2005). O que também faz da ASH,
uma proteina modelo para o estudo de intera¢fes proteina-ligante. Estudos mostram que
a interacdo entre a ASH e ligantes arométicos e heterociclicos acontece dentro de dois
bolsos hidrofobicos dos subdominios 1A e IlIA, nomeados de sitio | e I,
respectivamente (SUDLOW, 1975; SUDLOW, 1976).

Experimentos de espectroscopia de fluorescéncia de estado estacionario e
resolvida no tempo, espectroscopia de absorcdo UV-Vis (Ultravioleta-Visivel),
dicroismo circular (Dicroismo Circular —-DC), espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy — FTIR) e célculos
de modelagem molecular demonstram que flavonoides, tais como: quercetina, canferol,
luteolina, catequina, naringina, naringenina e genisteina (ZSILA, 2003; DUFOUR,
2005; MISHRA, 2005; ZHANG, 2008; JURASEKOVA, 2009; BOLLI, 2010), ligam-se
préximo ao Trp214 que se localiza dentro do bolso hidrofébico no subdominio 1A da
ASH (sitio 1) e causam mudancas conformacionais na estrutura dessa albumina. A ASH
pode se ligar rapidamente e com grande afinidade a varios ligantes diferentes, tendo as
reacOes de equilibrio ASH -ligante constantes de velocidade de pseudo primeira ordem
tipicas de 10™s™, ou seja, que a reacdo atinge o equilibrio na ordem de 1 microssegundo
(VORUM, H. 1999). Isso sugere a capacidade da proteina de alterar sua conformacao
interna de modo rapido. Bolsdes hidrofébicos, por um lado, e grupos substituintes
carregados, por outro, devem auxiliar esses ligantes a se fixarem na proteina. Contudo,
essa capacidade de alteracdo conformacional néo é ilimitada; o préprio ligante tem que

preencher certos requisitos estéricos para ligac@es de alta afinidade.

Além disso, a presenca de um ligante pode impedir a ligacdo de outro
(competicdo pelos sitios de ligacdo) e proteger a proteina contra desnaturacéo pelo calor
ou pela acdo da uréia; contra hidrolise enzimatica, etc. Uma decorréncia desse fato €
que, apesar das alteracdes conformacionais na proteina induzidas pelos ligantes, a
quantidade de hélices a ndo se altera significativamente (KRAGH-HANSEN, U. 1990).
Em geral, as albuminas de mamiferos possuem um baixo contetdo de triptofano e
metionina e um alto conteddo de cisteina e de aminoacidos carregados como 0s acidos
aspartico, glutamico e lisina. A albumina bovina apresenta dois triptofanos (Trp 134 e
Trp 212) o que a diferencia da albumina humana que apresenta apenas um triptofano
(Trp 214). Além disso, a diferenca entre a ASB e a ASH no sitio N-terminal resume-se

a um aminoéacido, sendo Asp-Thr-His para a ASB e Asp-Ala-His para ASH. Tanto a
30



albumina bovina quanto a humana apresentam uma sequéncia N-terminal XY-His que
constitui um forte sitio fisiolégico de coordenagdo para ions de cobre Il. Este sitio €
estavel, pois os quatro nitrogénios do tripeptidio amino-terminal formam uma forte
ligacdo quadrado planar com o metal. Assim, a albumina humana apresenta, por
exemplo, aproximadamente 75% de homologia com as sequéncias das albuminas
bovina e equina. Em experiéncias laboratoriais a Albumina Sérica Humana (ASH, do
inglés Human Serum Albumin) é geralmente substituida pela Albumina Sérica Bovina
(BSA, do inglés Bovine Serum Albumin) devido a sua maior disponibilidade e baixo
custo. Como a ASH partilha de 76% de identidade e 88% de similaridade de sequéncia
com a BSA, os resultados obtidos com a albumina bovina podem ser analogos aos da
humana (CURRY, 2011).

Na técnica de espectroscopia de fluorescéncia o residuo de aminoacido
triptofano (Trp) é frequentemente usado para o estudo de ligacdo dessas albuminas com
moléculas endogenas e exdgenas. A estrutura da ASH possui apenas um triptofano,
localizado na reagido I1A (Trp-214), e a estrutura da ASB possui dois triptofanos, um
localizado na regido IB (Trp-134) e outro na regido A (Trp-212), conforme
apresentado na Figura 12 (SUGIO, 1999; PETERS, 1985).

Figura 12. Da esquerda para a direita, estrutura cristalografica da BSA (pdb: 3V03) e
ASH (pdb: 1N5U), respectivamente. Nessas estruturas séo mostradas a distin¢do de seus
dominios | (castanho), Il ( ) e I (cinza). Na ASB o triptofano Trp-134 esta
localizado no dominio | (castanho) e o Trp-212 no dominio Il ( ), ja na ASH o
Trp-214 esta localizado no dominio 11 ( ).
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A xantona mangiferina apresenta um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas. Para que a mangiferina cause o efeito terapéutico desejado, existe a
necessidade desta xantona glicosilada ser transportada por proteinas plasmaticas na
corrente sanguinea para o seu local de acdo. O estudo do mecanismo de ligagédo e
transporte de mangiferina por proteinas plasmaticas, pode fornecer informacoes sobre a

farmacocinética desse composto no organismo.

4-OBJETIVOS

Isolar, purificar e caracterizar a mangiferina obtida de folhas de mangueira
(Mangifera indica), preparar diferentes derivados a partir deste produto natural e avaliar

suas propriedades bioldgicas.

4.1-Objetivos especificos

1 — Avaliar diferentes metodologias de extracdo da mangiferina, comparando o método
classico (Soxhlet) com técnicas avancadas (irradiacdo com micro-ondas e ultrasom),
além de testar diferentes solventes (etanol, metanol) para extracdo da mangiferina das
folhas de M. indica.

2 - ldentificar e quantificar a mangiferina presente nos extratos metanolico e etandlico
por CLAE-DAD e comparar a eficiéncia dos métodos, quanto aos rendimentos obtidos e

pureza dos produtos.

3 - Determinar a capacidade antioxidante, através do método radicalar com DPPH, dos

diferentes extratos das folhas de mangueira.

4 - Realizar transformacdes quimicas planejadas (acetilacdo, metilagdo, benzilacdo) na

mangiferina para gerar novos compostos com possiveis propriedades biologicas.

5 - Avaliar as interacGes entre a proteina albumina sérica humana e 0s compostos por

meio de estudos espectroscopicos e modelagem molecular.

6 — Avaliar a mangiferina e seus derivados quanto a suas potenciais atividades

antitumorais, frente a linhagens de mondcitos de origem humana.
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5-PARTE EXPERIMENTAL
5.1 - Material e Métodos

O solvente utilizado para os ensaios espectrofotométricos e anélise por CLAE-DAD
foi metanol grau espectroscopico (VETEC, RJ, Brasil) e todas as solu¢bes aquosas
foram preparadas usando &gua ultrapura, obtida em sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore, SP, Brasil).

Os solventes graus analiticos (acetato de etila, acetona, éter de petréleo,
diclorometano, etanol, éter etilico, metanol e dimetilformamida) e os reagentes
carbonato de sodio anidro, cloreto de aluminio hexaidratado, bissulfito de sodio, acido
cloridrico concentrado, anidrido acético, hidroxido de sodio, sulfato de sodio anidro,
formaldeido, DMAP, iodeto de metila, iodeto de etila, cloreto de benzila, 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil, 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), Trolox (&cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico] foram adquiridos da Vetec e/ou Tédia
Brazil e utilizados sem purificacdo prévia.

O espectrofotdbmetro UV-Vis utilizado para as leituras de absorbancias foi da marca
NOVA 2000UV.

Os espectros de RMN de 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) foram obtidos em
espectrometros de marca Bruker, modelo Ultrashield Plus (PPGQ — UFRRJ). Foi
utilizado como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) e os solventes: cloroformio
(CDCl3), metanol (MeOD) ou dimetilsulfoxido (DMSO-D6) para a solubilizacdo das
amostras. Os deslocamentos quimicos (8) foram registrados em parte por milh&o (ppm)
e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz);

Os espectros de Infravermelho (1V) foram obtidos em espectrofotémetro da marca
Bruker, modelo Vertex 70 (PPGQ-UFRRJ). As amostras solidas foram pulverizadas e
analisadas em pastilhas de KBr.

Os espectros de massa de alta resolugdo (EMAR) foram obtidos no equipamento
Micromass Q-TOF (Waters, UK) do Instituto de Quimica da UNICAMP.

As analises por cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas
em cromatofolhas (aluminio) recobertas com gel de silica 60 Fys4 (camada de 0,2 mm),
da marca Merck para o acompanhamento das reagoes.

Para as purificacOes realizadas por cromatografia de camada delgada preparativa
foram utilizadas cromatoplacas de vidro (20 x 20 cm, 500um) recoberta com gel de

silica F;s4 da marca Silicycle.
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Para os ensaios biologicos foram utilizadas placas para cultura de células de 96
pocos, de fundo chato, estéril em poliestireno da marca (Suica, TPP™). Células THP-1
adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, EUA) foram
cultivadas em meio RPMI-1640 completo (Roswell Park Memorial Institute) contendo
2 mM L-Glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL estreptomicina, e
suplementado com 10% de SFB (HyClone Laboratories, Canadd), PBS (Phosphate-
Buffered Saline, Sigma-Aldrich, EUA). Reagente colorimétrico sal monossodico de
XTT (2, 3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -2H-tetrazolio-5-carboxanilida, Sigma-
Aldrich, EUA), corante azul de Trypan, Sigma-Aldrich, EUA) e Leitor de placas iMark
(BioRad).

Outros equipamentos
> Reator de micro-ondas - Modelo Discover - CEM Inc;

» Aparelho Aaker para medigéo dos pontos de fuséo;

» Evaporador rotatorio da Buchi - Modelo R-210;

» Placas de aquecimento e agitacdo da marca Fisaton e IKA.
» Jasco J-815 fluorimeter, PFD-425S15F.

5.1.2 — Folhas de Mangifera indica L.

As folhas da Mangifera indica L. var Alphonso (Anacardiaceae) foram coletadas
no campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, uma primeira colheita feita
apenas para testar o método, outra coleta foi realizada no més de abril de 2015, onde foi
observado que os rendimentos do produto natural obtido ndo apresentram variagdes
significativas. Inicialmente, as folhas foram lavadas e secas naturalmente em sala
ventilada, a temperatura ambiente, por aproximadamente 48 horas. As folhas secas
foram entéo pulverizadas em liquidificador semi-industrial e armazenadas em frascos de

plasticos a temperatura ambiente.

5.1.3. - Extracéo e isolamento de mangiferina das folhas de mangueira com Soxhlet

A extracdo com Soxhlet foi usada como um método referéncia para comparagédo
com a extragédo assistida por micro-ondas. Inicialmente 10,0 g de folhas de M. indica
pulverizadas foram colocadas no cartucho de papel em um aparelho de Soxhlet (Figura
13) e extraidas com 120,0mL de n-hexano, por 12 horas, etapa realizada para remocao

de ceras e lipideos. Em seguida, o material vegetal desengordurado foi extraido com
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120 mL de metanol P.A durante 18 horas. Apés esse tempo, o extrato etandlico foi
resfriado e concentrado a pressao reduzida em evaporador rotatério. O extrato bruto
concentrado foi redissolvido em etanol, e esta solugao foi mantida no freezer por um dia
onde ocorreu a precipitacdo de um sélido amarelo palido. O material foi filtrado, a
vacuo, em funil de Buchner, lavado sucessivas vezes com etanol gelado e apds secar
forneceu 0,220g (rendimento 2,2%) de um so6lido amorfo de coloragdo amarelo pélido
caracterizado como mangiferina. O sdlido obtido foi caracterizado através do seu ponto
de fusdo (p.f : 271° C) comparado com o da literatura (p.f =270-272°C — MISHRA,
2006), pelos dados de IV, RMN e EM com os valores descritos na literatura Shaheen
Faizi (2006), e através da comparacdo por CCDA com um padrdo comercial de
mangiferina (M3547-1G, Sigma, 98% grau por HPLC) usando o sistema de solvente n-
butanol: dgua: acido aceético (4:2:2, Rf =0,82).

Em uma segunda alternativa de extracdo utilizando o extrator Soxhlet, houve a
mudanca do solvente n-hexano por éter de petréleo no processo para desengordurar.
Inicialmente 10g de folhas trituradas contidas no cartucho de papel foram extraidas com
120 mL de éter de petroleo durante 8 horas. ApOs esse periodo o material
desengordurado foi extraido com 120 mL de etanol P.A. (95%) durante 18 horas. O
extrato etandlico foi concentrado em evaporador rotatdrio, e o residuo bruto foi lavado
repetidas vezes com éter de petréleo. Em seguida, o residuo bruto foi solubilizado em
etanol, e esta solucdo etandlica foi mantida em freezer durante um dia, onde ocorreu a
precipitacdo do sélido. O material foi filtrado a vacuo em funil de Buchner, lavado
sucessivas vezes com etanol gelado e ap6s secar forneceu 0,310 g (rendimento 3,1%) de

um sélido amorfo de coloragdo amarelo palido caracterizado como mangiferina.

Figura 13. Aparelho de Soxhlet utilizado na extracdo da mangiferina.
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5.1.4 - Extracao da mangiferina com uso de reator de Micro-ondas

Cerca de 10g de folhas de mangas trituradas foram desengorduradas
previamente por 8 horas com éter de petréleo (60°C) através de extrator Soxhlet. Em
seguida, o material vegetal foi extraido com 50mL de etanol usando reator micro-ondas
(Figura 14) com 62 W de poténcia, na temperatura de 60-70°C, durante 56 minutos
(VENKATESH et al.,, 2010). O extrato etanolico obtido foi filtrado e em seguida
concentrado em rota vapor. O extrato bruto concentrado foi desengordurado por
repetidas lavagens com éter de petroleo e, finalmente o residuo dissolvido em etanol a
temperatura ambiente. O extrato etandlico foi deixado no freezer durante uma noite para
que houvesse a precipitacdo de um sélido amarelo claro. O solido foi filtrado, a vacuo,
em funil de Buchner, lavado sucessivas vezes com etanol gelado e, em seguida
recristalizado em etanol: agua (5:2) fornecendo 0,200 g (rendimento 2,0%) de um sélido

amarelo-palido caracterizado como mangiferina.

Figura 14. Reator de microondas CEM Discover System, utilizado na extracéo da
mangiferina.

5.1.5- Extragéo da mangiferina com uso de Ultrassom e Micro-ondas

Neste método de extracdo da mangiferina foi utilizado o sistema de ultrassom
com sonda de imerséo para desengordurar as folhas da mangueira antes da extragdo no
reator de micro-ondas. Cerca de 10,0g de folhas de manga pulverizadas foram
desengorduradas previamente por 1 hora com n-hexano (100,0mL) usando sistema de
ultrassom com sonda de imersdo. Apds remogdo dos componentes apolares do material
vegetal, 0 mesmo foi filtrado a vacuo. Em seguida este material passou por uma nova
extracdo com 50,0mL de etanol usando reator micro-ondas com 62 W de poténcia, na
temperatura de 70°C, durante 1 hora. Apés extracdo, o extrato etandlico foi filtrado a

vacuo e a solucéo obtida foi concentrada em evaporador rotatério, o residuo contido no
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baldo foi novamente desengordurado com 3x 20,0 mL de éter de petroleo, e finalmente
o residuo foi solubilizado com etanol (40,0mL), e deixado no freezer durante a noite,
onde houve a precipitacdo de um solido amarelo claro. O solido foi filtrado, a vécuo,
em funil de Buchner, lavado sucessivas vezes com etanol gelado, e em seguida
recristalizado em etanol: agua (5:2) fornecendo 0,198g (rendimento 1,98%) de um
solido amorfo amarelo-palido de mangiferina. O esquema 8 a seguir, representa o
fluxograma da metodologia de extragéo utilizado nesse trabalho.

10g de Folhas trituradas

12) n-hexano - 5
T ou
M. indica @ —> | 22 Eter de petrdleo ——>
Residuo de M. indica ’ -
desengordurado 1%) n-hex/MeOH (20h)
13) MeOH; 22) Eter de petréleo/ EtOH
2a) EtOH ——(16h)
Ext. etanollco Ext. metandlico

J
I1 Seco (rota evaporador)

Precipitado amorfo

. Recristalizado .
2%) Eter de petréleo l EtOHH,0 (52) 1+ F-F- (270 °C);

(Soxhlet)/EtOH (9h) 2. CLAE-D':\D; N
ou 3.IV,RMN 'H e 3C, EMAR;

g 4. Sintese de derivados;
3°) ultrassom (n-hex.)/ ‘ o j 5. Estudo fotofisico — ASH;
Mangiferina 6. Atividade antitumoral.

Esquema 8. Fluxograma de extracdo da mangiferina das folhas de Mangifera indica L.

5.1.6. Determinacéo de fenolicos totais nos extratos com reagente de Folin-Denis

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nos extratos estudados foi feita
por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de Folin-Denis
com modificagdes, utilizando o reagente de Folin-Denis (FOLIN e DENIS, 1912;
MEDA et al., 2005; SILVA et al., 2006).

Para cada extrato foram preparados solugfes na concentracdo de 100 mg/mL em
agua Milli-Q, e todas as andlises foram feitas em triplicatas. A uma aliquota de 0,5 mL
(utilizando micropipetas de 1000 uL) dessa solucdo adicionou-se 2,5 mL do reagente de

Folin-Denis, e ap6s 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de uma solugdo aquosa 14% de
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carbonato de sodio, recém-preparada. A mistura reacional ficou em repouso por 2h, e
observou-se a mudanca da colora¢do da solugéo de esverdeada para azul. Em seguida,
fez-se a leitura da sua absorbéncia a 760 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm
de caminho 6ptico e agua Milli-Q como branco (PEREZ et al., 2007).

O teor de fenoOis totais dos extratos foi determinado por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva analitica construida com padrées de &cido
gélico e expressos como mg de equivalentes de acido gélico por 100g de extrato
(mgEac/100g).

5.1.7. Preparo do reagente de Folin-Denis

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL acoplado a um condensador de
refluxo, foram inseridos 20g de tungstato de sodio diidratado (Na;WQ,4.2H,0), 4g de
acido fosfomolibdico (H3[P(M03010)4]x.H20), 10 mL de &cido fosforico (HsPO,) e 152
mL de agua Milli-Q. Apds duas horas de refluxo, a solugdo foi resfriada a temperatura
ambiente, passada para baldo volumétrico de 200 mL e seu volume completado com
agua Milli-Q. A solucdo apresentou coloracdo esverdeada, foi armazenada em frasco

ambar, sob refrigeracdo até 0 momento do uso (LIANDA, 2009).

5.1.8. Preparo da curva analitica do &cido gélico

Foi preparada uma curva analitica a partir da solu¢do metanodlica do padrdo de
acido galico (1 mg/mL = 0,0059 mM). Aliquotas de 2, 6, 8, 10, 20, 30, 50, 75 e 100 pL
desta solugcdo mée foram misturadas com 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, e ap6s 5
minutos adicionou-se 2,0 mL de solu¢do aquosa 14% de carbonato de sodio, recém-
preparada. As leituras foram feitas a 760 nm, utilizando-se dgua Milli-Q como branco.
A curva analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0, e sua equacao foi
definida como Y = 0,083 + 81,759 . X, onde Y é a absorbancia a 760 nm, X é a
concentracdo de &cido galico. O coeficiente de correlacdo (R) obtido foi de 0,999.
Através dessa equagdo determinou-se indiretamente o teor de fenois totais nas amostras
(concentracdo X), substituindo Y pela média das absorbancias de cada amostra de

extrato. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
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5.1.9. Determinacao de flavondides totais nos extratos com cloreto de aluminio

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo adaptacdo da metodologia
descrita na literatura (MEDA et al., 2005; AHN et al., 2007) utilizando como reagente 0
cloreto de aluminio. Foram preparadas as solucdes dos extratos a 500 mg/mL, 100
mg/mL ou 50 mg/mL em metanol UV-HPLC/agua Milli-Q (1:1). Foram feitas
triplicatas das amostras. A 2,0 mL da solugéo de extrato e foram adicionados 2,0 mL de
solucdo metanodlica de cloreto de aluminio 2%. Apds 30 minutos em repouso as

solucdes foram lidas a 415 nm, utilizando metanol como branco.

A concentracdo dos flavonoides totais dos extratos foi determinada utilizando
uma curva analitica estabelecida com solu¢Bes de concentracdo conhecida para
quercetina padréo. Os resultados foram expressos, pela média de trés determinacdes, em

mg de equivalentes de quercetina por 100g de extrato (mgEq/100g).

5.2. Preparo da curva analitica com quercetina

Para a construcdo da curva analitica foi preparada uma solucdo padrdo de
quercetina, em metanol (1,78 mg/mL = 0,0059 mM). Em seguida, aliquotas de 2, 4, 6, 8,
10, 15, 20, 25, 30 e 40 pL desta solugdo padrdo foram misturadas 2,0 mL solucdo
metandlica de cloreto de aluminio 2%. Apds 30 minutos em repouso, foi realizada a
leitura espectrofotométrica em 415 nm, utilizando metanol como branco. A curva
analitica foi feita a partir do programa Origin 6.0, sendo obtida a equacdo da reta Y =
0,00482 + 47,44374 . X, onde Y é a absorbancia a 415 nm e X é a concentracdo de
quercetina. O coeficiente de correlagdo (R) obtido foi de 0,998. Através dessa equagédo
determinou-se indiretamente o teor de flavondides totais nos extratos, onde se substituiu
Y pela média da absorbancia de cada extrato. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.
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Figura 15. Curva analitica das médias das concentracBes da solucdo de quercetina

versus as leituras de absorbancias (415 nm), apds o ensaio com cloreto de aluminio.

5.2.1- Avaliacdo da capacidade antioxidante através do método DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos de folha de manga foi
realizada segundo metodologia descrita por (PEREZ, 2007), com pequenas alteracdes.
A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada com o radical 2,2-difenil-picril-
hidrazil, no espectrofotobmetro de ELISA, com leitura a 520 nm. A atividade
antioxidante também pode ser avaliada por leitura em UV-Vis a este comprimento de
onda, mas a utilizacdo das microplacas da a possibilidade da analise imediata de todas
as absorbancias presentes nos pocos, sendo um método mais rapido e eficiente. A
porcentagem de atividade antiradicalar (%AA) é calculada através da descoloracdo do
radical DPPH®, segundo a equacdo abaixo (MENSOR, 2001). Para determinacdo da
atividade antirradicalar (%AA), foram selecionados para o controle negativo trés
valores, dos quais foi feita a média usada no célculo (Abs controre), € para o branco foi

feita a média das leituras dos dois pogos (10 e 11).

%AA =100 — (Abs amostra — AbS branco) X 100
ADS controle

Onde: Abs amostra = absorbancia da amostra com a solucéo de DPPH
Abs branco = absorbancia da amostra com metanol
Abs controle = absorbancia do metanol com a solucéo de DPPH

Para a determinacdo do CEsy foram preparadas solucGes dos extratos em metanol

(extrato hexanico, éter de petréleo, etandlico em Soxhlet, e etandlico MW), partindo de
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uma soluc¢do inicial de 1000 ug/mL, foram feitas a seguintes diluicdes: concentracdes
(5,7,9, 11,13, 15 pg/mL).

Os ensaios foram realizados utilizando duas microplacas com 96 pogos para
cada amostra, com trés concentragdes em cada linha e em ordem crescente de diluicéo,
onde foram pipetados 71uL das solugdes (fileiras B, C e D, da coluna 1 a 11). Como
controle, nos seis primeiros pogos (fileira A) foram pipetados 71uL de metanol, e para o
branco foi pipetados 29ul. de metanol e 71ul da solugdo (colunas 10 e 11 da
microplaca). Em seguida foram pipetados 29uL da solugdo de DPPH e adicionados em
cada poco utilizado, exceto nos relativos aos brancos. Apds 30 minutos de incubacgéo no
escuro, as leituras foram realizadas em espectrofotometro ELISA a 520nm. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata.

Foram utilizadas para a construcdo das curvas, as concentracdes iniciais
presentes nos pocos a partir das diluicdes que foram feitas a 71%. Sendo assim, pode ser
calculada as concentragdes obtidas em cada pogo, representada por [ Jpoco = 71 pL.[ ]sol-
A concentragdo efetiva, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50% (CEsp), foi determinada para as amostras usando
o programa Origin 6.0, a partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida
plotando na abscissa as concentracdes da amostra (ug/mL) e na ordenada, a
porcentagem de atividade antioxidante (% AA).

Para avaliacdo do CEsy, foram preparadas solugdes-estoque do padrdo
quercetina na concentracdo de 100 uM e foram feitas algumas diluicdes aleatérias para
uma primeira avaliacdo (em triplicata) em busca do CEsy. Os dados obtidos foram
utilizados para a construcdo do gréfico (Figura 16) que relaciona o percentual de
atividade e a concentracdo da substancia ensaiada, no caso a quercetina. Juntamente
com o gréafico, obteve-se a equacdo da reta, que permitiu o calculo do valor de CEsy,

como exemplificado a seguir:
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Regressao Linear:
Y=A+B*X
Parametro Valor Erro
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3 50 _// B 5112  0.269
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P R sDb N P
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wl 0.9945 2.783 6 <0.0001
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Figura 16. Gréfico que relaciona o percentual de atividade antioxidante e a
concentracdo da quercetina

Y=A+B.X

50 = 17,002 (+2.223) + 5,112 (+ 0,269) CEsy

CEs = 6,46 uM

5.2.2- Quantificacdo de mangiferina nos extratos das folhas de M. indica por
CLAE-DAD

A determinacdo de mangiferina nos diferentes extratos de M. indica foi realizado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de fotodiodos
(CLAE-DAD). Um cromatografo liquido Prominence (Shimadzu) equipado com duas
bombas (LC-20AT), detector de fotodiodos (SPD-M20A), injetor automatico (SIL-10A)
e forno para coluna (CTO-20A) foi utilizado para quantificacdo da mangiferina nos
extratos. A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna analitica de fase
reversa C-18 (25cm x 4,6 mm, 5 um de particula, Betasil-Thermo), tendo como fase
movel agua Mill-Q com 1% de acido acético (solvente A) e metanol (solvente B), fluxo
constante de 1,0 mL/min e temperatura de 30 °C. O volume de injegdo foi de 20ulL e a
deteccdo foi realizada a 280nm. O gradiente de eluicdo iniciou-se com 35% do solvente
B ate 70% por 5 minutos, 70 a 95% de B em 10 min., 95 a 35% B em 12 min, onde foi
mantido a 35% de B por 3 minutos. Os cromatogramas foram adquiridos e processados
através do software LCSolution (Shimadzu). Todas as solugdes dos extratos de M.
indica foram preparadas dissolvendo-se 1mg do extrato em 1,5mL de metanol/agua

(2:1, e 20 pL foram injetados no cromatodgrafo apds serem filtrados através de um filtro
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de seringa (13mm, porosidade de 0,45 um, PVDF, Analitica). A identificacdo e
quantificacdo da mangiferina presente nos extratos foi baseada na comparacdo dos
tempos de retencdo e das curvas no UV com a mangiferina comercial (Sigma M3547-
19, 98% grau HPLC). A mangiferina foi quantificada com base na area do pico e
comparagdo com a curva padrdo usando método de calibracdo externo para esta
substancia com diferentes concentragdes (5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 35,0 ¢ 100pg/mL).
Para a construgdo da curva foi utilizado o valor médio dessas areas nas suas
concentracdes correspondentes, estes dados foram tratados no programa Origin 6.0 e
sua equacao foi definida como Y =-262,556 + 91,464.X, com coeficiente de correlacédo
(R) de 0.99883 (Figura 17). Todas as anélises foram realizadas com trés repeticOes e 0s
resultados quantitativos foram expressos em mg de mangiferina por 100 mg de extrato.

O tempo de retencdo do padrdo de mangiferina foi de 4,0 min.

Regressdo linear:
Y=A+B*X
2600000 1 Parameter Value Error

2000000 4

2000000 o

8 . -262,556 5,087,727,867
£ 1500000 -

B 91464 255991371
500000 o . R SD N P
T e 0.99883 589,336,393 5 <0.0001

Figura 17. Curva analitica das médias das concentragdes da solucéo etanolica da MGF
Versus as areas nos cromatogramas.

5.2.3- Caracterizacao Estrutural da Mangiferina

A completa elucidagéo estrutural da mangiferina isolada dos extratos da folha de
M. indica no presente trabalho foi realizada usando as técnicas RMN, 1V, EMAR, e a
atraves da determinacgé@o do seu ponto de fuséo, e 0 seu grau de pureza através da analise

por CLAE-DAD (espectros no anexo, pag. 140).

A mangiferina foi isolada como um sélido amarelo palido com P.F. = 270°C.
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2-C- B-D-glocopiranosil- 1,3, 6, 7-tetraidroxixantona

Tabela 1. Deslocamento quimico de RMN *H e RMN **C (500MHz, DMSO) da mangiferina
isolada comparada com os dados da literatura (500MHz, CsDsN).

Literatura*

Literatura*

C 8 'H (ppm) d 'H (ppm) $"°C (ppm) $"°C (ppm)
1 —— —— 162.26 163.21
2 ———- ———- 108.09 108.80
3 -—- -—- 164.31 165.29
4 6.38 (1H, s) 6.60 (1H, s) 93.77 94.41
4a -— -— 156.68 157.62
5 6.87 (1H, s) 7.14 (1H,5) 103.10 103,46
ba -— -— 151.24 152.14
6 -—- -—- 154.49 156.05
7 -— -—- 144.19 145.51
8 7.39 (1H, s) 8.08 (1H, s) 108.54 109.35
8a -—-- -—- 112.19 113.26
9 -—- -— 179.56 180.38
9a -—- -—- 101.77 102.90
r 4.86 (1H, d) 5.84(1H, d) 70.70 72.06
2’ 4.49 (1H, d) 5.22 (1H, 1) 82.06 82.93
3 4,06(1H, d) 4.47(1H, 1) 79.46 80.66
4 3,71(1H, m) 4.42(1H, 1) 71.11 72.97
5 3,40(1H, m) 4.19(1H, ddd) 73.54 75.62
¢ Ha=4,61(1H, dd)  Ha=4.56(1H,dd) 61.97 62.89
Hg=4,59(1H, dd)  Hg=4.45(1H,dd)
1-OH 13.76(1H, s) 14.50
3-OH 10.58 12.10
6-OH 5.12
7-OH 5,33

* Shaheen Faizi (2006).

EMAR (ES+) (m/z): 423,0927 ([C19H18011+1H])"", m/z calculado = 423,084911,
variacdo = 0,0018%)

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm -1):
vo-n = 3364,91 (estiramento —OH associado intermolecular, banda larga);

vo-H = 3181,69 (estiramento —OH em ligacéo de hidrogénio com C=0)

veH (Csp3) = 2939,17 (estiramento C-H de CHy);

ven (Csps) = 2891,44 (estiramento C-H de carbono terciario);
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ve=0 = 1648,95 (estiramento de carbonila duplamente conjugada em sistema aromatico,
esqueleto xantonico);

ve=c (Csp2) = 1619,53, 1592,53 (vibracéo da ligagdo C=C do anel aromatico);

dc-+ (Csp2) = 1490,32 (deformagéo angular de CHy);

dc-on=1251,17 (deformacéo angular);

dc-0=1190,91 (deformacéo angular de éter);

dc-0-c =1074,23 — 1093,99 (deformacdo angular de C-O de éter);

d¢c-0=1050,60 (deformacéo angular de C-O de éter);

dc=c (Csp2) = 828,33 (vibragéo da ligagdo C=C de aromatico tetrassubstituido);

5.2.3.1-Modificacdo Estrutural da Mangiferina (Sintese de derivados)
5.2.3.2- Sintese de 2-#-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1,3,6,7-tetraacetoxixantona 1
anidrido acético
O O o
DMF

1hT.a.
MGF

Esquema 9. Sintese do derivado acetilado 1.

Em um baldo de 50 mL, uma solucdo de mangiferina (0,200 g, 0,4739 mmol) em
dimetilformamida (16 mL, 206,7 mmol) foi tratada com anidrido acético (12 mL, 126,9
mmol) e depois agitada a temperatura ambiente durante 60 minutos (HERAVI, et al.
2006). O término da reacdo foi acompanhada por CCDA em silica gel com eluente
hexano/acetato de etila 75%. A mistura reacional foi vertida em agua gelada e em
seguida extraiu-se com acetato de etila (3 x 20mL) as fracBes sollveis. A fase organica
foi reunida, particionada com 10 mL de HCI 10% , 15 mL de solugdo de NaHCO3; 20%
e 15 mL de solucdo saturada de NaCl. A fase orgénica foi seca com sulfato de sodio
anidro e o solvente evaporado para fornecer a octaacetil mangiferina (AcMGF). O
produto foi recristalizdao em uma mistura de acetona/dgua para fornecer um sélido
amarelo-palido de peso 340mg (rendimento 93,0 %). A caracterizacdo se deu por
determinacéo experimental dos pontos de fusdo, espectrometria no infra-vermelho (1V),
espectrometria de massas de alta ressolucdo (EMAR) e ressonéncia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN*H) e de carbono treze (RMN*C) (espectros no anexo, pag. 142).
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P.f. 142°C (Lit: 141-143 — BHATIA, 1967) e 94,70% de pureza determinado por
CLAE-DAD.

EMAR (ES+) (m/z): 759,1772 ([CasH34010+1H])™, m/z calculado = 759,1694,variacio
=0,0010%)

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm™):
ve=0 (Csp2) = 1747,30 (estiramento C=0 carbonila de éster);

ve=c (Csp2) = 1666,30 (vibracéo da ligagdo C=C do anel aromatico);

ve=o (Csp2) = 1618,09 (estiramento de carbonila duplamente conjugada em sistema
aromatico);

dc-+ (Cspa) = 1454,16 (deformagéo angular de CHy);

Sc-H (Csps) = 1369,30 (deformagdo angular de CHg);

ve-o-c = 1215,01 e 1170,66 (estiramento C-O de éter);

dc-0 = 1043,37 (deformacéo angular de éter);

dc=c (Csp2) = 877,51 (vibragéo da ligagdo C=C de aromatico tetrassubstituido).

OAg* 4 5

4" AcO B
3” AcO > OAc

2-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1,3,6,7-tetraacetoxixantona 1.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN™C (500MHz, CDCl5) para 1.

C 8 'H (ppm) Literatura* stC Literatura* HMQC Cosy HMBC
8 'H (ppm) (Ppm) 8 C (ppm)
1 - 152.90 152.90
2 118.26 118.35
3 e e 154.36 154.44
4 7.27 (1H, s) 7.19 (1H, s) 111.73 111.62 c-4 C2;C3;C4
4a -—-- 157.41 156.44
5 7.41 (1H, s) 7.31 (1H, s) 112.67 112.88 c-5 C1;C7;C9;C10
5a -—-- 147.65 147.72
6 14956 152.90
7 - - 139.35 139.44
8 8.02 (1H, s) 7.92 (1H,s) 120.79 120.75 C-8 C1,C7;C9;C10?
8a - - 120.11 120.13
9 173.59 173.55
9a 120.11 112.09
1’ 4.87 (1H, d) 4.81 (1H, d) 72.70 72.47 c-1° H-2’ cL.c2
2 5.74 (1H, t) 5.66 (1H, ) 72.40 69.67 C2  H-I;H3
3 5.31(1H, t) 5.25(1H, t) 74.34 74,52 C-3 H2,H4 C47,C3”
& 5.19(1H, t) 5.11 (1H, t) 68.11 68.35 C-4  H3H-5 C37:,C5°,C6’
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5’
6’

1- OCOCH;
3- OCOCH,
6- OCOCH,
7- OCOCH,
2"- OCOCHjs
3”’- OCOCH,
4’- OCOCH,4
6’- OCOCH,

1-OCOCH;
3- OCOCH;
6- OCOCH;
7- OCOCH;
2”- OCOCH;
3”- OCOCH;
47- OCOCH;
6”- OCOCHs

-OCOCH;

3.82(1H, dd)
Ha=4.00(1H,d)
He=4.43(1H,dd)

2.54
2.50
2.35
2.33
2.08
2.07
2.04
1.81

3.78(1H,dd)
Ha=3.94(1H,d)
He=4.35(1H,dd)

2.44
2.23
2.24
2.42
1.98
2.00
1.95
1.73

76.52
61.89

170.50
170.31
169.63
168.51
168.05
167.70
167.65
167.24

21.28
22.20
21.38
20.76
20.68
20.63
20.48
20.41

76.61
62.02

170.38
170.16
169.76
169.53
168.43
167.89
167.51
167.11

20.27
21.16
20.60
20.60
20.56
20.56
20.51
20.33

C-5
C-6’

H-4"H-65;

H-6"s

C4°;C5;C6”
6

* Shaheen Faizi (2006).

5.2.3.3- Sintese de 2-#-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-hidroxixantona

NH,OAc

[

MeOH-H,0,

Ta, 40 min.

AcO

Esquema 10. Sintese do derivado 2.

Em um bal&o de 25 mL foram adicionados mangiferina acetilada 1 (0,1 g, 0,132
mmol), 10 mL de MeOH aquoso (1:4) e NH4OAc (0,081g, 1,056 mmol) (RAMESH, et
al., 2003). A reacdo foi acompanhada por CCDA em silica gel com eluente

hexano/acetato de etila/acido férmico (45: 53: 2). A mistura reacional foi concentrada, o

residuo foi extraido com acetato de etila (3 x 10mL), e seco com sulfato de sddio anidro.

O solvente foi evaporado fornecendo um solido branco de peso 79.7 mg (rendimento

96.02% ) e P.f: 185°C, apos recristalizacdo em uma mistura de solventes acetona/agua.

O grau de pureza do derivado parcialmente desacetilado foi de 99,0% determinado por

anélise de CLAE-DAD. A caracterizacdo se deu por determinacdo experimental do
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ponto de fusdo, espectrometria no infra-vermelho (1V), espectrometria de massas de alta
ressolucdo (EMAR) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e de
carbono treze (RMN*3C) (espectros no anexo, pag. 145).

EMAR (ES+) (m/z): 633,1456 ([C29H28016 +1H])"™, m/z calculado = 633,1377,variacio
=0,0012%)

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm -1):
vo-H = 3366,25 (estiramento -OH associado, banda larga);

veH (Csp3) = 2920,85 (estiramento C-H de CHy);

ve-n (Csps) = 2851,42 (estiramento C-H de carbono terciario);

ve=0 = 1742,48 (estiramento de carbonila de éster);

ve=0 = 1615,20 (estiramento de carbonila duplamente conjugada em sistema aromatico,
esqueleto xantonico);

Sc-H (Csps) = 1473,44 (deformagio angular de CHy);

dc-+ (Cspa) = 1367,37 (deformagéo angular de CHg);

ve-o-c = 1215,01 (estiramento C-O de éter);

dc-0 = 1043,69 (deformacéo angular de éter);

dc=c (Csp2) = 837,97 (vibracéo da ligacdo C=C de aromatico tetrassubstituido).

OAc (0]

2--D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-hidroxixantona 2.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN™C (400MHz, MeOD) para 2.

@]

3 'H (ppm) 3"°C (ppm)

158.30

11357

158.51
6.78 (1H, s) 99.42
160.86
6.83 (1H, s) 101.85
150.84
153.43

14358
7.43 (1H, s) 108.43
114.28
174.40

114.28

(o] (o] a1 N
P ©Og ©ONO®g Og AW
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1 4.96* (1H, d) 71.65

2’ 5.71 (1H, t) 70.68
3 5.37(1H, 1) 74.58
¥y 5.20(1H, 1) 68.24
5 4.00(1H, d) 76.00
6 Ha=4.21(1H,dd) 61.89
Hg=4.45(1H,dd)
1-OH
3-OH
6-OH
7-OH
1- OCOCH; 2.52
2"- OCOCHj, 2.08
3”’- OCOCH, 2.05
4”- OCOCH,4 2.01
6’- OCOCHj, 1.80
1-OCOCH, 170.93
2-OCOCH; 170.01
37-OCOCH;, 170.35
4-OCOCH;, 169.61
6’-OCOCHj, 169.79
1- OCOCH; 20.51
2”- OCOCH,4 20.02
3”’- OCOCH,4 19.45
4’- OCOCH,4 19.26
6”- OCOCH,4 18.89

4.96* (1H, d) se encontra no mesmo deslocamento quimico do solvente MeOD.

5.2.3.4- Sintese de 2-#-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-
trimetoxixantona 3
CHyl o

K,CO;,
DMF, 60°C,
60mim.

Esquema 11. Sintese do derivado 3.
Em um baldo de 10 mL foi adicionada a mangiferina parcialmente desacetilada 2

(0,05g, 0,08mmol), juntamente com 2,38mL de DMF anidro, K,COj3 anidro (0,033g,
0,24mmol) e CHsl (0,033g, 0,24mmol) (FAIZI et al., 2006). O fim da reacdo foi
acompanhada por CCDA em silica gel com eluente hexano/acetato de etila/acido
formico (45: 53: 2). A mistura reacional foi concentrada em evaporador rotativo e 0
residuo foi solubilizado com acetato de etila (10mL), a fase organica foi particionada
com 10mL de H,0O, em seguida 10mL de solucdo 10% de bissulfito de sodio e posterior
lavagem com 20mL de H,0. A fase organica foi seca com Na,SO,4 0 solvente
evaporado para fornecer o produto 3 como um sélido branco de peso 47,6mg

(rendimento 89,81% ) e P.f: 140°C, ap0s recristalizacdo em uma mistura de solventes
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acetona/agua. O produto apresentou pureza de 94,0% determinado por CLAE-DAD. A
caracterizacéo se deu por determinagdo experimental do ponto de fusdo, espectrometria
no infra-vermelho (IV), espectrometria de massas de alta ressolucdo (EMAR) e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e de carbono treze (RMN*3C).

EMAR (ES+) (m/z): 675,1925 ([C32H34016 +1H])™, m/z calculado = 675,1847,variagio
= 0,0011%) (espectros no anexo, pag. 148).

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm™):
veH (Csp3) = 2931,46 (estiramento C-H de -CH,-);

ve=o (Csp2) = 1745,38 (estiramento da carbonila de éster);

ve=0 (Csp2) = 1618,09 (estiramento de carbonila conjugada ao sistema aromatico);
dc-H (Cspa) = 1459,94 (deformagéo angular CHy);

Sc-H (Csps) = 1369,30 (deformagio angular CHg);

v c-o-c = 1213,08 (estiramento assimétrico de éter);

ve-o (Csp2) = 1107,01(estiramento C-O de éster);

ve-o = 1035,65 (deformacdo angular de éter);

d c=c (Csp2) = 833,15 (vibragdo da ligagdo C=C de aromatico tetrassubstituido);

OCH,4

OCH,

OAc (0]

2-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trimetoxixantona 3

Tabela 4. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN*C (500MHz, CDCL3) para 3.
C 8 *H (ppm) 8°C (ppm)

161.29

114.03

158.88
6.81 (1H, s) 98.01
163.51
6.83 (1H, s) 99.12
155.08
158.70

146.85
7.54 (1H, s) 105.35
151.26
173.90

115.28

© (o O ol I
SoPovoJudfrwn

r 4.82 (1H, d) 72.37
2 5.95 (1H, 1) 71.81
3 5.33(1H, t) 74.62
4 5.21(1H, t) 68.70
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5 3.82(1H, dd) 76.14
5 Ha=4.17(1H,d) 62.49
Hg=4.44(1H,dd)

1-OH
3-OH
6-OH
7-OH
1- OCOCHj 2.57
2”- OCOCHj, 2.09
3>- OCOCH, 2.09
4”’- OCOCH, 2.04
6°’- OCOCH, 1.80
1-OCOCH,; 170.77
27- OCOCH, 169.79
3”’- OCOCH, 170.37
4”’- OCOCH,4 168.84
6°’- OCOCH, 169.55
3-OCH; 4.05 56,49
6-OCHj 4.01 56,34
7-OCH,4 3.97 56,28
1- OCOCHj 21.55
2”- OCOCHj, 21.43
3”’- OCOCH, 20.80
4”’- OCOCH,4 20.72
6’’- OCOCH, 20.51

5.2.3.5- Sintese de 2-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trietoxixantona
4

CH, CHyl
K,CO;,

DMF,
60°C, 1,5h Ohe O

Esquema 12. Sintese do derivado 4.

Em um baldo de 10 mL foi adicionada a mangiferina parcialmente desacetilada 2
(0,065g, 0,103mmol), juntamente com 2,38mL de DMF anidro, K,COg3 anidro (0,0426g,
0,309mmol) e CH3CH> I (0,048g, 0,309mmol) (HU et al., 2007). O fim da reacéo foi
acompanhada por CCDA em silica gel com eluente hexano/acetato de etila/acido
formico (45: 53: 2). A mistura reacional foi concentrada e o residuo foi solubilizado
com acetato de etila (10mL), a fase organica foi particionada com 10mL de H,O, em
seguida com 10ml de uma solucdo 10% de bissulfito de sddio e posterior lavagem com
20mL de H,0. A fase organica foi seca com Na,SO,4 e 0 solvente evaporado para
fornecer o produto 3 como um sélido branco de peso 53,0mg (rendimento 72,60% ) e

P.f. 175°C, apds purificacdo por CLAE semipreparativa. O seu grau de pureza foi
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98,7% por CLAE-DAD. A caracterizacdo se deu por determinacdo experimental do
ponto de fusdo, espectrometria no infra-vermelho (1V), espectrometria de massas de alta
ressolucdo (EMAR) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e de
carbono treze (RMN*C) (espectros no anexo, pag. 151).

EMAR (ES+) (m/z): 717,2394 ([C3sH40016+1H])", m/z calculado = 717,2316,variacio

=0,0010%)

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm -1):

ve-H (Csps) = 2983,53 (estiramento C-H de -CHy-);

ve=o (Csp2) = 1747,30 (estiramento da carbonila de ester);

ve=0 (Csp2) = 1618,09 (estiramento de carbonila conjugada ao sistema aromatico);

Sc-H (Csps) = 1461,87(deformago angular CHy);

dc-n (Cspa) = 1371,23 (deformagéo angular CHs);

vc-o-c = 1201,51 (estiramento assimétrico de éter);

ve-o (Csp2) = 1108,94(estiramento C-O de ester);

dc-0 = 1035,65 (deformacéo angular de éter);

d c=c (Csp2) = 842,79 (vibragdo da ligagdo C=C de aromatico tetrassubstituido);

OAc (6]

2-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trietoxixantona 4
Tabela 5. Deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN*C (500MHz, CDCL3)para 4.

C 8 'H (ppm) $°C (ppm)
1 160.53
2 113.90
3 - 158.88
4 6.77 (1H, s) 98.35
4a -—-- 162.68
5 6.81 (1H, s) 99.78
5a - 154.72
6 158.87
7 - 146.26
8 7.55 (1H, s) 106.65
8a - 151.15
9 173.94
9a 115.11
r 4.81 (1H, d) 72.37
2 5.99 (1H, t) 71.92
3 5.33(1H, t) 74.59
4 5.17(1H, t) 68.47
5 3.82(1H, dd) 75.99
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I3 Ha=4.01(1H,d) 62.35
Hg=4.46(1H,d)

1-OH
3-OH
6-OH
7-OH
1- OCOCHj 2.56 170.74
2"- OCOCHjs 2.09 170.41
3”- OCOCH, 2.08 170.52
4- OCOCH, 2.04 168.84
6°- OCOCH, 1.81 169.62
3-OCH,CHj 4.20 65.17
6- OCH,CH; 4.20 64.96
7- OCH,CH; 4.20 64.76
3- OCH,CH, 1.64 20.77
6- OCH,CH, 1.56 14.62
7- OCH,CH, 1.50 14.42

5.2.3.6- Sintese de 2-#-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-tribenzilxantona

3
oac HO 0.
L e O O
Ao © on K2C03
AcO OAc DMF, AC
OAc [} 600C
@

Esquema 13. Sintese do derivado 5.

Em um baldo de 10 mL foi misturado inicialmente a mangiferina parcialmente
desacetilada 2 (0,05g, 0,08mmol), 2,0 mL de DMF anidro e K,CO3 anidro (0,044g,
0,32mmol). Apés 10 minutos sob agitacdo e atmosfera inerte foram adiconados
lentamente o brometo de benzila (0,0547g, 0,32mmol) (HU et al., 2007). A reacdo foi
acompanhada por CCDA em silica gel com eluente hexano/acetato de etila/acido
férmico (45: 53: 2). Ap6s o término da reagdo, concentrou-se a mistura reacional e o
residuo foi solubilizado com acetato de etila (10mL), a fase organica foi particionada
com 10mL de H,0, em seguida com 10mL de solucdo 10% de bissulfito de sodio, com
posterior lavagem com 20mL de &gua. A fase organica foi seca com Na,SO4 e 0
solvente evaporado para fornecer o produto bruto 5 como um sélido branco de peso
67,0mg (rendimento 94.36% ) e P.f: 80°C. O grau de pureza de 96% foi determinado
por CLAE-DAD. A caracterizacdo se deu por determinacdo experimental do ponto de

fusdo, espectrometria no infra-vermelho (IV), espectrometria de massas de alta
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ressolucdo (EMAR) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e de
carbono treze (RMN*3C) (espectros no anexo, pag. 154).

EMAR (ES+) (m/z): 903,2864 ([CsoH46016+1H])™, m/z calculado = 903,2785,variacio
= 0,0008%)

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm -1):
ver (Csps) = 3031,75 (estiramento C-H de aromatico, banda fraca muitas vezes

obscurecida);

v (Csps) = 2935,32 (estiramento C-H de -CH,-);

ve=o (Csp2) = 1745,38 (estiramento da carbonila de ester);

ve=o (Csp2) = 1614,23 (estiramento de carbonila conjugada ao sistema aromatico);
Sc-H (Csps) = 1452,23 (deformagio angular CHy);

Sc-H (Csps) = 1369,30 (deformagio angular CHg);

v c-o-c = 1201 (estiramento assimétrico de éter);

vc-o (Cspz) = 1107,01 (estiramento C-O de éster);

dc-0 = 1029,87 (deformacéo angular de éter);

d c=c (Csp2) = 736,72 - 696,22 (deformacdo angular 5 atomos de hidrogénios adjacentes,
anéis monossubstituidos);

3 c=c (Csp2) = 831,22 (vibragdo da ligacdo C=C de aromatico tetrassubstituido);

2--D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-triebenzilxantona 5
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN*C (500MHz, CDCL3) para 5.

C 8 'H (ppm) °C (ppm) HMQC COosY HMBC
1 152.82
2 ---- 114.27
3 ---- 162.40
4 6.83 (1H, s) 98.96 C-4 C-1;C-2;C-9
4a ---- 151.24
5 6.85 (1H, s) 101.20 C-5 C-6;C-7;C-8
5a 149.93
6 ---- 154.70
7 146.40 C-8 C-6;C-7;C-102
8 7.66 (1H, s) 108.02
8a ———- 115.48
9 ---- 173.81
9a ———- 114.27
1 4.87 (1H, d) 72.45 c-1’ H-2’ C-2,C-3
2’ 6.04 (1H, t) 70.68 c-2’ H-1’; H-3’ C-1’;C-3°:,C-2
3 5.33 (1H, 1) 74.44 C-3 H-2’; H-4° C-2’;,C-4’;,C-3”
4’ 5.09 (1H, t) 68.40 C-4 H-3’; H-5° C-3’;,C-5°;,C4”
5’ 3.83 (1H, dd) 76.00 C-5 H-4’; H-6’5; H- C-4’;C-6’
6’s
6’ H 44=4.13 (1H,d) 62.26 C-6 H-5 C-4,C-5°;,C-6
H ¢5=4.26 (1H,dd)
1-CH; 257 c-1’” c-1”
2"-CH, 2.06 c-2 c-2
3°*°-CH,3 2.02 Cc-3>» Cc-3”
4°>°-CH;3 1.83 Cc-4> Cc-4>
6°>’-CHs3 1.95 C-6’”’ C-6”
1> OCOCH; 168.86 c-1”
2> OCOCH; 168.91 c-2”
3”2 OCOCHg3; 170.41 Cc-3»
4> OCOCH3 169.52 Cc-4”
6> OCOCH3 170.82 C-6”
1°”’-CH; 21.46 c-1’
2°>°-CHs3 20.71 c-2>>
3°>°-CH;3 20.71 Cc-3>>
4°>°-CH; 20.67 Cc-4>
6°>>-CH; 20.55 C-6>
3’a-CH, 5.31 71.24 C-3’a C-3;C-3a;C-3"’b
3”a-C ---- 135.64 C-3a
3’b-CH 7.49 127.11 C-3"b H-3’c C-37a;C-3’¢c;C-3°d
3’b-CH 7.49 127.11 C-3"b H-3’c C-37a;C-3"¢c;C-3°d
3”¢-CH 7.42 128.54 C-3¢c H-3b C-3"a;C-3"’b;C-3d
3”¢-CH 7.42 128.54 C-3¢ H-3’b C-3a;C-3b;C-3’d
3d-CH 7.63 127.97 C-3d H-3’c C-37¢;C-3’b
6’a-CH, 5.27 70.96 C-6’a C-6;C-6’a;C-6"’b
6’a-C ---- 135.85 C-6a
6’’b-CH 7.49 127.25 C-6"’b H-6"c C-6"a;C-6""c;C-6"°d
6’’b-CH 7.49 127.25 C-6"’b H-6""c C-6"a;C-6""c;C-6"°d
6’’c-CH 7.38 128.72 C-6"’c H-6""b C-6"’a;C-6"’b;C-6""d
6’’c-CH 7.38 128.72 C-6"’c H-6""b C-6"’a;C-6"’b;C-6""d
6>°d-CH 7.40 128.36 C-6d H-6"c C-6"a;C-6"b;C-6""c
7’a-CH, 5.20 71.12 C-7’a C-7;,C-7a;C-7’b
7’a-C ---- 136.55 C-7a
7°°b-CH 7.49 127.33 C-7b H-7"’c C-7"a;C-7"’¢c;C-7°d
7°°b-CH 7.49 127.33 C-7b H-7"’c C-7"a;C-7"’¢c;C-7°d
7°°¢-CH 7.39 128.80 C-7’¢c H-7""b C-7"a;C-7’b;C-7d
7°°¢-CH 7.39 128.80 C-7’¢c H-7""b C-7"a;C-7’b;C-7d
7°°d-CH 7.61 128.23 C-7d H-7"¢c C-7"b;C-7’¢c
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5.2.4- Determinacao da Fluorescéncia por Espectroscopia

A fluorescéncia foi determinada utilizando fluorimetro Jasco J-815, usando uma
cubeta de quartzo 1,0 cm e empregando suporte de cuvete termostatico Jasco PFD-
425S15F. Todo o espectro foi obtido com corre¢des de fundo. O espectro de emissao de
fluorescéncia para albumina (1.00x10°M solution in PBS, pH = 7.4) foi obtido na faixa
de 300-450 nm comprimento de onda (Aex =280 nm), nas temperaturas de 23, 30, 37
graus. Inicialmente, a medigdo do espectro de emissdao de fluorescéncia para albumina
ASH foi recuperado no comprimento de onda de 340 nm, que representa 0 maximo de
emissdo correspondendo a intensidade de emissdo de fluorescéncia inicial (Fo). Em
seguida, os volumes de MGF e AcMGF (1), Parcial AcMGF (2), Parcial AcCMGFMetil
(3), Parcial ACMGFEtil (4) e Parcial AcMGFBenzil (5) a partir de uma solugédo estoque
(1.00x10°*M em etanol) foram adicionadas, para se obter definitivas concentracdes 0.17,
0.33, 0.50, 0.66, 0.83, 0.99, 1.15 e 1.32x10° M. A fluorescéncia assim obtida

corresponde a intensidade de emissao na presenca de supresores (F).

5.2.5- Metodologia para espectroscopia de dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram medidos em um
espectropolarimetro Jasco J-815 e empregando a mesmasuporte de cuvete termostética,
conforme descrito no item anterior. Todos os espectros foram registados com correccdes
de fundo apropriados. As condicdos utilizadas para esta analise foram: varredura na
faixa de 200- 260 nm, a linha de base foi a solugdo aquosa de PBS , pH= 7,4. Os
espectros das solugdes aquosas de albumina sérica humana (ASH) tamponada com PBS,
pH= 7,4 com concentracdo de aproximadamente 1.00x10® M foram subtraidos desta
linha de base. Para a realizacdo das analises de dicroismo circular foram colocados 3,00
mL de uma solucdo de albumina (ASH) tamponada com PBS, pH= 7,4 com
concentracdo de aproximadamente 1.00x10° M em uma célula de quartzo, e medida a
sua elipticidade (branco), em uma Unica temperatura 37 graus celsius. Os espectros de
CD foram registrados para uma solucdo ASH (1.00x10°M em PBS, pH = 7,4) e para a
ASH na presenca de MGF e seus derivados AcCMGF (1), ParcialAcMGF (2),
ParcialAcCMGFMetil (3), Parcial ACMGFEtil (4) e ParcialAcMGFBenzil (5) (0,17, 0,50;
0,99 e 1.32x10° mol/L), na faixa de 200-260 nm, a 37 °C.
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5.2.6- Metodologia para estudos de docking molecular

A estrutura cristalogréafica de ASH foi obtida a partir do banco de dados Protein
Data Bank (PDB), cujo codigo de acesso é 1IN5U (WARDELL, M. 2002). A estrutura
da HSA tem uma resolucéo de 1,90 A. As estruturas dos compostos MGF, ACMGF (1),
ParcialAcCMGF  (2), ParcialAcCMGFMetil  (3), ParcialAcCMGFEtil (4) e
Parcial AcMGFBenzil (5) foram construidas e tiveram suas energias minimizadas pelo
método semi-empirico PM6 (STEWART, 2007), disponivel em Spartan 14 program
(funcédo de onda, Inc. Irvine, CA, EUA). O acoplamento molecular foi realizado com o
programa GOLD 5.2 (Cambridge Centro cristalografica de dados, CCDC, Cambridge,
UK). Os atomos de hidrogénio foram adicionados para a proteina de acordo com a
ionizacdo e estados tautoméricos inferidos pelo programa (G. Jones e colaboradores
1997).

Os sitios de interacdo onde ocorre o ancoramento molecular na proteina foram
estabelecidos com raio de 10 A do aminoacido Trp-214. O nimero de operagdes
genética (cruzamentos, migracdo, mutacdo) em cada execucdo de ancoragem utilizado
no procedimento de pesquisa foi ajustado para 100.000. O programa otimiza geometrias
de ligacdo de hidrogénio através da rotacdo de grupos hidroxil e amino de cadeias
laterais de aminoéacidos. A funcéo de score foi "ChemPLP " (KORB, O. 2009), que ¢é a
funcéo padrdo do programa GOLD. A pontuacdo de cada pose identificada é calculada
como 0 negativo da soma de uma série de condicdes de energias envolvidas no processo
de interacdo proteina-ligante, quanto mais positiva for a pontuacdo, melhor é a
interacdo. As figuras dos resultados das interacbes moleculares foram geradas pelo
programa PyMOL 1.level (Delano Scientific LLC, San Fransisco, CA, EUA).

5.2.7-Ensaio biologio de citotoxidade frente a linhagem de monocitos humanos
THP-1

As células foram mantidas em garrafas de 25 cm? contendo meio de cultura,
meio RPMI-1640 suplementado com 10% (v / v) de soro fetal de bovino, em camara
umida a 37°C, com 5% de CO, (MULLER, 2003; CORSINI, 2011). Apoés a
determinacdo do numero de células viaveis para utilizagcdo nos ensaios, as células foram
cultivadas durante 48h em placas de 96 pogos transparente de fundo chato na
concentracdo de 3,0 x10° células/mL em meio RPMI e 10% de soro fetal bovino no
volume final de 500uL/pogo. O tratamento foi realizado com o derivado ACMGF nas
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concentragdes de 1, 10, 20 e 40ug/mL em triplicata, solubilizado em DMSO. Triplicatas
de células sem tratamento (controle Vivo), tratadas com 0,8% de DMSO (veiculo) e
sem células (controle branco) utilizados como controles dos experimentos.

Ao fim do periodo de incubacéo foi realizada a contagem das células para cada
poco com auxilio da camara de Neubauer, as células foram comparadas com o0s
controles e avaliadas quanto a sua integridade morfoldgica, foi utilizado corante azul de
Trypan para avaliacdo da viabilidade celular.

Para a realizacdo do ensaio utilizando o reagente colorimétrico XTT,
primeiramente foi realizada a contagem do nimero de células viaveis. Em seguida a
concentracdo de células viaveis foi ajustada para a faixa de 1-5 x 10° células/poco em
meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Posteriormente, foram adicionados
cerca de 100uL a uma placa de 96 pocos transparente de fundo chato, sendo deixado uma
triplicata para (controle branco) sem células, outra para o (veiculo) 0,8% de DMSO e (controle
Vivo) células sem tratamento. Apos este procedimento a placa foi incubada em estufa (BOD,
37°C, 5% CO,) por 48 h ao fim deste periodo cada um dos pocos foram tratados com
50uL de solugdo de sal monossodico de XTT (1,2 mg/mL) + PMS (0,077 mg/mL) em
PBS. Novamente a placa foi incubada por 2-4 horas, as leituras foram realizadas com 2,

3 e 4 horas em leitor de placas Elisa com filtro de luz de A = 490nm.

6-RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Isolamento e caracterizacdo da mangiferina das folhas de Mangifera indica L.

A parte inicial deste trabalho consistiu no isolamento, purificacdo e
carcaterizacdo do produto natural, mangiferina, obtida das folhas de M. indica
(ARITOMI, 1970), com objetivo de se obter quantidades suficientemente adequadas
para a sintese de seus derivados (Figura 18).

A recuperacdo e isolamento de substancias bioativas presentes em matrizes de
origem vegetal ou animal consiste na sua extragdo (ROMANIK et al., 2007).
Geralmente, os métodos convencionais para a obtencao de substancias de interesse sao
principalmente maceragéo, refluxo e extragdo com Soxhlet. Estes processos sdo, em
geral, de facil operacdo; entretanto, na maioria dos casos, s&o muito demorados, com
rendimentos reduzidos e, sendo possivel risco de degradacdo térmica para a maior parte

dos constituintes da matriz.
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Figura 18. Folhas de mangueira de Mangifera indica L. (a), folhas trituradas (b),
mangiferina isolada (c), estrutura da mangiferina (d).

()

O objetivo principal dos métodos de extracdo € a obtencdo de uma amostra
enriquecida com os componentes de interesse e, livres de interferéncia dos demais
componentes da matriz. Para isso, a escolha correta dos solventes da extracdo e a
utilizacdo de métodos (calor ou agitacdo) sdo importantes para aumentar a solubilidade

e a transferéncia de massa do metabdlito escolhido.

Ha descrito na literatura diferantes metodologias para a preparacdo de extratos.
A busca de um método de extracdo pratico e eficiente € um processo constante nas
avaliacbes de compostos bioativos, onde diversos parametros devem ser observados,
podendo ser influenciados pelo solvente, tempo e temperatura (KULKARNI &
RATHOD, 2013).

Em meio as varias metodologias descritas, em um primeiro momento foi
escolhida aquela que utiliza o extrator Soxhlet, pela facilidade de acesso ao
equipamento e pela eficiéncia do método de extracdo. O extrator Soxhlet é um dos
equipamentos mais usados para a extragcdo sélido-liquido no isolamento de produtos
naturais e seu funcionamento consiste na utilizacdo de um solvente apropriado que é
reciclado por destilagbes sucessivas (IKAN, 1991). Buscando avaliar o método mais
eficaz quanto a extragdo da mangiferina das folhas de M. indica foram testados dois
métodos de extracdo (Soxhlet e micro-ondas) e dois solventes (etanol e metanol). Como
descrito na literatura estes solventes s@o os que possibilitam a extragcdo de substancias
mais polares e de polaridades intermediarias (MANDAL, 2007).

As folhas de mangueira (Mangifera indica L) trituradas foram submetidas a
diferentes metodologias de extragdo. Para a extracdo da mangiferina foi utilizada uma
aparelhagem de Sohxlet, tendo como etapa preliminar o uso de n-hexano para remogéo
de ceras, lipideos, com duracdo de 12h. Em uma segunda etapa, fez-se a troca deste

solvente por metanol para que entdo se obtivesse o composto natural mangiferina
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totalmente extraido do material vegetal, etapa realizada por 18h. O processo de
purificacdo do extrato metandlico forneceu 0,220g de mangiferina, com um rendimento
de 2,2% (p/p) em relacdo ao material vegetal (folhas secas e trituradas). O mesmo
procedimento de extracdo foi empregado utilizando a troca do solvente n-hexano por
éter de petroleo no processo de remocdo de gorduras e a troca do solvente metanol por
etanol na etapa de extracdo da mangiferina, possibilitando uma reducdo de 4h na etapa
de remocédo dos componentes apolares. O processo de purificacdo do extrato etanolico
forneceu 0,308g de mangiferina, com rendimento de 3,1% (p/p).

Em ambos os procedimentos a mangiferina foi isolada como um sélido amarelo
palido que apresentou o cromatograma (analise por CLAE-DAD) com um pico Unico
(tR =4 min), espectro no UV compativel com o padrdo (Figura 19), e o grau de pureza
foi superior a 99%.

Figura 19. Cromatograma e espectro no UV da mangiferina purificada a partir
de folhas de M. indica. Condig6es: Coluna C18, detector de arranjo de diodos (254nm),
fase movel- solvente A (agua com 1% AcOH) e B (MeOH).

Os rendimentos aqui relatados foram superiores aos encontrados por
Jutiviboonsuk e Sardsaengjun (2010) no processo de extracdo de mangiferina de
extratos etanolicos das folhas de 3 diferentes cultivares tailandesas de M. indica, 0s

quais variaram de 0,3 a 1% em relacdo ao material vegetal.
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Em 2014, Mahendran e colaboradores realizaram a extracdo da mangiferina
fazendo uso de éter de petroleo e etanol, durante 40h tempo total de extragdo, obtendo
um percentual de recuperacdo de 0,45% em 1kg de material vegetal ( folhas de M.
indica). Neste trabalho os rendimentos também foram superiores ao relatado por
Mahendran, além de ocorrer em um tempo bem menor.

No presente estudo a extragdo assistida por micro-ondas foi também utilizada
como metodologia com o objetivo de avaliar o teor de mangiferina e também o tempo
de extracdo. A extracdo de fito-constituintes realizada em reator de micro-ondas,
embora esta ndo seja uma técnica nova, tem demonstrado grande destaque ao longo dos
anos por apresentar muitas das vezes vantagens para obtencdo do produto da fonte
vegetal (DEAN, 2010). No trabalho realizado por Venkatesh e colaboradores (2010) foi
comparada a eficiéncia da extracdo convencional (Soxhlet) com a técnica de micro-
ondas para extracdo de mangiferina, utilizando os mesmos solventes em ambas as
técnicas. Os resultados apresentados pelos autores deixou clara a alta eficiéncia da
radiagdo micro-ondas sobre a matriz com o tempo de extracdo drasticamente menor, ndo
havendo diferenca significativa no rendimento.

No presente trabalho a extracdo da mangiferina utilizando micro-ondas procedeu
do seguinte modo: inicialmente foi realizada a remocdo de lipideos, ceras entre outros
componentes apolares com emprego de éter de petréleo em aparelho de Soxhlet por 8h
de extracdo. Em seguida, procedeu-se a extracdo em reator micro-ondas utilizando
etanol como solvente, por um periodo de 56 minutos. O processo de purificacdo do
extrato etandlico de M. indica forneceu 0,200g da mangiferina, com rendimento de 2%
(p/p). Embora a teécnica convencional empregando Soxhlet tenha apresentado
rendimento levemente superior (3,1% p/p), a extragdo em micro-ondas foi realizada em
um tempo significativamente inferior (menor do que 10h), e o grau de pureza
correspondeu a 99% (CLAE-DAD).

Visto que a técnica utilizando reator de micro-ondas reduziu consideravelmente
0 tempo de extracdo da mangiferina das folhas de mangueira, buscou-se neste estudo
outra técnica capaz de reduzir ainda mais esse tempo. Segundo relatos de Wang et al.
(2006), a extracéo utilizando sistema de ultrassom aumentou a obtenc¢do dos produtos de
interesse extraidos do material vegetal por fatores de influéncia como a cinética das
taxas de transferéncia de massa, area de interface ou direcionamento de forcas (WANG,
2006; CRAVOTTO et al., 2008). O uso de ultrassom tem sido investigado como
metodologia alternativa no preparo de extratos de produtos naturais e para obtengéo de
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substancias especificas com maiores concentracbes e massas. Uma das grandes
vantagens dessa técnica é que 0 processo ocorre em bem menos tempo comparado a
extragcdo convencional (MASON & LORIMER, 2002). O aspecto mais importante para
uma extracdo bem sucedida utilizando ultrassom é estabelecer parametros operacionais
apropriados para conservar as caracteristicas do extrato e também a estabilidade das
substancias bioativas (VRUSHALI & VIRENDRA, 2014). Assim, 0 uso de ultrassom
com sonda de imersdo foi aplicado nesse trabalho no processo de remocdo de
compostos apolares das folhas de M. indica. a fim de reduzir o tempo, até entdo
realizado com extrator Soxhlet utilizando, inicialmente n-hexano por 12 horas, e depois
com éter de petréleo como solvente, durante 8h. Além do uso de ultrassom nesta etapa
da extracdo, também foi trocado o solvente éter de petréleo por n-hexano, devido ao seu
menor ponto de ebulicdo. O emprego do ultrassom foi capaz de reduzir
consideravelmente o tempo de remocdo dos componentes apolares de 8h para 1h de
extragdo. Assim, 0 uso do ultrassom com sonda de imerséo e subsequente preparo do
extrato etandlico no reator micro-ondas, forneceu 0,198g de mangiferina com um tempo
total de ~2h, e rendimento global de 1,98% (p/p) em relacdo ao material vegetal . Com o
emprego das técnicas de ultrassom e micro-ondas foi possivel que se alcancasse uma
reducdo bastante significativa no tempo de extracdo total da mangiferina. O emprego
em conjunto dessas técnicas ocasionou em reducdo no gasto energético, além de
possibilitar a realizacdo de uma quimica limpa, menos agressiva ao meio ambiente, na
qual foi utilizado solvente menos tdxico em quantidades reduzidas. Embora a extracdo
convencional apresente rendimentos superiores, 0 tempo necessario para realizar a
extracdo do material torna o processo arduo. Uma vez que se disponha dos
equipamentos de ultrassom e micro-ondas, 0 uso dessas técnicas torna a aplicacdo desta
metodologia para a extragdo da mangiferina justificavel. Na tabela 7 a seguir se

encontram os percentuais da mangiferina obtida em cada técnica que foi utilizada.
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Tabela 7. Principais técnicas empregadas com valores de massas e rendimentos do produto

natural, mangiferina, obtidos apds extracoes.

Técnicas Massa de Rendimentos Tempo
Mangiferina (g) (%) (p/p) (horas)
Soxhlet” (éter de petroleo 0117 117% 20
/etanol) ’ '
Soxhlet (n-hexano/metanol) 0,220 2,20% 20
Soxhlet (éter de petrdleo 0.308 310% 16
/etanol) ’ '
Soxhlet -Micro-ondas (éter de 0,200 2,00% 9
petroleo /etanol)
Ultrassom -Micro-ondas (n- 0198 1.98% 2

hexano/etanol)
“Dados da literatura (ARAUJO, 2012)

A confirmacdo da estrutura quimica da mangiferina isolada foi realizada por
comparacgédo dos dados no IV, UV e RMN com a literatura (SHAHEEN FAIZI, 2006).

A mangiferina isolada de coloracdo amarelo claro palido apresentou no seu
espectro no UV (Figura 19) trés maximos de absorcdo em 257, 317, 365nm, estando
de acordo com os dados da literatura (ARAUJO, 2012).

Através da analise do seu espectro no infravermelho (Espectro A.2, pagina 140)
foi confirmado o estiramento axial de carbonila conjugada (esqueleto xantonico) por
uma intensa absorcdo em 1649 cm™, 3364 cm™ estiramento axial de O-H (associado
intermolecular), 3181 cm™ estiramento axial de O-H em ligacdo de hidrogénio com
C=0, absorcdes na regido entre 2939 - 2891 cm™ referentes aos estiramentos axiais das
ligagdes C-H em Csp®, e 1050 cm™ referente ao estiramento de C-O de -OH priméria.
No espectro de RMN 'H (Espectro A.3, pagina 141), observou-se um simpleto em &
13,76 ppm, relacionado ao hidrogénio da —O-H fendlica do anel xantdnico em ligacdo
de hidrogénio intramolecular com a carbonila, além de trés simpletos em 6 7,39, 6 6,87
e 0 6,38 ppm com integragao para 1 hidrogénio, referentes aos 3 hidrogénios aromaticos
do sistema xantonico, ¢ o sinal em & 4,86 ppm, com integragdo par 1 hidrogénio,
referente ao hidrogénio do carbono anomérico da porgdo glicosidica. No espectro de
RMN ®¥C (Espectro A.4, pagina 142) observou-se um sinal em & 179,56 ppm
relacionado a absor¢do do carbono da carbonila xantonica, além dos Csp3 na faixa de
70,70 a 82,06ppm e o sinal para o carbono metilico em 61,97ppm para 0 a porcao
glicosidica. Os dados foram comparados com valores relatados na literatura
(SHAHEEN FAIZI, 2006), sendo confirmada a estrutura da mangiferina.
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6.1.2- Determinacao do teor de fenolicos e flavonoides totais

Os métodos mais utilizados na literatura para a determinacao do teor de acidos
fendlicos sdo os métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteau. O método de Folin-Denis é
0 mais antigo, desenvolvido por Otto Folin e Willey Denis em 1912 (FOLIN e DENIS,
1912), enquanto o Folin-Ciocalteau data de 1927 e foi desenvolvido por Otto Folin e
Vintila Ciocalteau (FOLIN e CIOCALTEAU, 1927). Ambos os métodos consistem na
reducdo do molibdénio (Mo*®) presente no reagente em meio basico, através da
oxidacdo de compostos fendlicos a ortoquinonas, formando, parcialmente, a forma
reduzida Mo*> (AOAC, 2006). Neste trabalho, foi utilizado apenas o reagente de Folin-
Denis, em virtude de o nosso laboratorio dispor dos reagentes para sua sintese. A
andlise de polifenois se da através da reacdo acido-base o carbonato de sodio e 0 acido
polifendlico, produzindo o a&nion fenolato, que é o agente redutor do molibdénio, e
acido carbonico. Quanto a reatividade das substancias fenolicas, sabe-se que pode haver
uma grande variagdo no grau de oxidacdo de acordo com 0s aspectos estruturais,
complexos também podem ser formados entre o reagente de Folin-Denis e outros
polifendis, taninos e flavonoides que estejam presentes na amostra, €, como a analise
depende exclusivamente da oxidacdo do complexo do reagente e ndo do substrato, o
método promove a leitura das substancias fendlicas totais (flavonoides, acidos

fenolicos, taninos, etc) que estiverem presentes.

No presente estudo, foi utilizada a curva padrdo de &cido galico (VIANNA,
2010), por ser a mais comumente utilizada para o calculo de concentracdes
equivalentes. O conteddo foi expresso em concentracdo de acido galico (mgEac/100g
de extrato). Foi utilizada uma curva analitica obtida a partir de diferentes concentracdes
de 4cido gélico (0-0,025 mg.mL™) para a determinacéo indireta dos teores de fendlicos
totais dos méis conforme ja havia sido utilizado em trabalhos anteriores realizados em
nosso grupo de pesquisa (VIANNA, 2010; LIANDA, 2009).

Os flavonoides sdo os principais responsaveis pela coloracdo das flores e,
absorvem radiacdo ultravioleta, o que é inclusive uma de suas fungdes na planta, pois
além de promover a atracdo dos insetos protege contra a radiacdo. Por isso, 0S
flavonoides podem ser identificados e quantificados por espectrometria no UV-Vis.
Estes apresentam duas bandas de absorcdo, uma entre 240 a 285 nm, que € a absorcao

méaxima, chamada de banda Il, e outra em cerca de 300 a 400 nm, chamada de banda I.
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A absor¢ao na banda II ¢ gerada pelas transi¢gdes m1 — * do sistema benzénico do anel
A, e a absor¢do na banda I, relativa as transi¢cbes n — n* do sistema cinamoila, no anel
B (MASELEV e KUNTIC, 2007). A maior parte dos flavonoides possui alguma
atividade de complexacdo com ions metélicos, o que promove um efeito batocromico
por conta da extensdo da conjugacdo. Essa complexacdo depende muito dos fatores
estruturais, como a presenca de grupos catecol (1,2-diidroxi), que possibilitam a
interagdo com metais formando complexos em anéis de cinco membros, e também a
presenca de grupo carbonila na posicdo 4 e hidroxila na posicao 5, que forma complexo
em anéis de seis membros, mais estaveis, deslocando ainda mais o comprimento de

onda.

Neste trabalho, foi feita a avaliacdo da quantidade de flavonoides dos extratos
pelo método espectrofotométrico utilizando o cloreto de aluminio (AICI3). O cétion
aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides em metanol, ocorrendo na
analise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma
intensificacdo da absorcdo. A leitura dos complexos é feita a 415 nm, 0 que evita a

interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os &cidos fenolicos.

Tendo em vista as diferentes capacidades de quelacdo dos flavonoides, estes
apresentam diferentes intensidades de absorcdo a 415 nm, gerando curvas de
absorbancia versus concentracdo, com distintos coeficientes. Para a determinacdo
indireta do teor de flavonoides totais para cada extrato, utilizou-se a quercetina como

padrdo, que é um flavonoide que apresenta uma boa capacidade complexante.

A curva analitica para a determinagéo indireta dos flavonoides totais dos extratos
foi construida a partir das leituras de absorbancia (415 nm) obtidas para cada
concentracédo da solucdo padrdo de quercetina (0 — 0,025 mg/mL). Na tabela 8 a seguir
estdo os resultados para os teores de fenolicos e flavonoides totais presentes nos extratos
obtidos das folhas de Mangifera indica L.

O método de deteccdo dos teores de fendlicos e flavonoides nos extratos
mostrou-se bastante satisfatério, visto que a mangiferina por possuir hidroxilas
fendlicas, detém alta capacidade em formar complexos com os metais de transicao,
assim como os flavonoides. Na tabela 8 estdo apresentados os teores de fendlicos e
flavonoides totais para os extratos metanolico, etanolico e agua mée etandlica da folha

de M. indica. Conforme pode ser observado, o teor de fendlicos totais para os extratos
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de M. indica variou de 6,47 a 31,86 mg Ega/100 mg de extrato, enquanto o teor de

flavonoides totais variou de 6,04 a 19,26 mg Eqe/100mg de extrato.

Tabela 8. Valores médios e os desvios padroes dos teores de fendlicos e flavonoides totais
dos extratos.

Amostras® Teor em Fendlicos Total Teor em Flavonoides Total
(mg Ega/100 mg de extrato)® (mg Eog/100 mg de extrato)*
Extracdo (Soxhlet)
Ext. Metanélico 16,00 £0,003 12,56 0,001
Agua Mae Etandlica 6,47 £0,007 14,87 £0,004
Extracao (Soxhlet)
Ext. Etandlico 20,70 0,038 15,21 +0,001
Agua Mée Etanolica 8,43 +0,048 10,40 +0,006
Extracdo Microondas
Ext. Etanélico 31,86 +0,088 19,26 +0,001
Agua Mae Etandlica 18,20 + 0,069 6,04 + 0,001

a- Extratos de mangiferina; b- Ega- equivalentes em acido galico; ¢ — Eqe- equivalentes em quercetina.

O teor em fenodlicos para o extrato etandlico obtido na extracdo em aparelho de
Soxhlet (20,70 mg Ega por 100 mg de extrato) foi relativamente menor do que relatado
por ARAUJO (2012) (21,27 mg Ega por 100 mg de extrato) sendo esta diferenca
considerada pouco significante. Porém, o extrato etandlico obtido via micro-ondas
apresentou maior valor (31,86 mg Ega por 100 mg de extrato) comprovando que este
extrato contém alto teor em componentes fenolicos, além de apresentar um valor de
(19,26 mg Ega por 100 mg de extrato) para o teor em flavonoides, isto demonstra que a
metodologia de isolamento da mangiferina via micro-ondas consiste em um método

bastante eficaz.

6.1.3. Quantificacdo da mangiferina nos extratos etandlico

A quantificacdo da mangiferina nos extratos secos (Soxhlet e micro-ondas) de
M. indica foi realizada por CLAE-DAD, de acordo com (LING, 2009) com algumas
modificagdes (Tabela 9).

O método de CLAE de fase reversa foi desenvolvido para fornecer uma analise
especifica e adequada para determinar o teor de mangiferina nos extratos etanolicos
preparados por duas diferentes técnicas de extracdo (Soxhlet e micro-ondas). O método
envolveu a utilizacdo de uma coluna C18, e uma fase movel contendo agua acidificada

(1% de &cido acético) e metanol. Uma alteracdo do comprimento de onda foi realizada
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durante a corrida, a fim de alcangar a resposta maxima do detector e obter um melhor
cromatograma sem picos de interferéncia. O sistema cromatogréfico de anélise permitiu
obter os resultados de maneira confidvel.

Realizou-se a quantificacdo injetando sete diferentes solucdes de mangiferina
nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25, 35 e 100ug/mL, em triplicata, para construir a
curva de calibracdo da mangiferina. Verificou-se que a curva de calibragéo na faixa de
de 5 a 100 ug / mL foi linear com um bom coeficiente de correlagdo 0,998-0,999. A
tabela a seqguir estdo representados os resultados para avaliacdo do teor de mangiferina

nos extrados alcéolicos.

Tabela 9—Valores médios (n=3) dos teores de mangiferina nos extratos

Extratos Teor de MGF (mg MGF/100mg de extrato)

Extracéo (Soxhlet)

Ext. Etandlico Soxhlet 10,93+0,0166
Agua Méae* Etandlica Soxhlet 5,93+0,0133
Extracéo (Micro-ondas)
Ext. Etandlico MW 3,13+0,0155
Agua Mé&e* Etandlica MW 3,30+0,0100

* Agua mée — solugéo etandlica resultante apos filtragdo para obtengdo da mangiferina.

Como pode ser visto na tabela 9 acima o teor de mangiferina obtido pelo método
convencional (Soxhlet) mostrou-se mais elevado/rico em comparacdo a metodologia de
extracdo com reator de micro-ondas, isto se explica devido ao fato de que na extracédo
em Soxhlet o solvente entra em contato com a matriz em maior namero de ciclos, ou
seja, durante o processo o solvente de extracdo é constantemente renovado a cada ciclo
possibilitando que este seja exaurido a0 maximo removendo o quanto for possivel do
constituinte de interesse da matriz. No entanto, vale ressaltar que a extragcdo em Soxhlet
ocorre em um tempo significativamente superior tornando o processo bastante arduo em
relacdo ao tempo total para a realizacdo da extracdo, além disso, houve o emprego de
maiores quantidades de solvente. Embora o teor de mangiferina para a extragdo com
micro-ondas seja inferior ao método convencional, a escolha para 0 uso desta técnica
esta fundamentada principalmente nos fatores como: reducéo significativa do tempo de
processo extrativo, reduzindo deste modo o gasto energético e também a reducdo na

guantidade de solventes utilizados.
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Na Figura 20 estdo apresentados os cromatogramas dos extratos de etandlicos
analisados por CLAE-DAD. O perfil dos picos no cromatograma revelou que para todos
os extratos (Etandlico Soxhlet, Agua Mae Etanélica Soxhlet, Etandlico MW, e Agua
Mé&e Etanolica MW,) havia quantidades consideraveis de mangiferina. Esta andlise
demonstrou que as metodologias de extracdo empregadas no material vegetal foram
satisfatoriamente adequadas para obtencdo do produto natural mangiferina. Um estudo
da pureza méxima do pico cromatogréafico da mangiferina foi feita pela comparagdo do
espectro no UV em diferentes partes do pico (Figura 20). Ndo foram observadas
diferencas nos espectros obtidos para o pico da mangiferina, o que se pode concluir que
nédo existem interferéncias na determinacdo da mangiferina nos extratos nas condi¢fes

de analises utilizadas.
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Figura 20. Cromatogramas de CLAE-DAD do padrdo de mangiferina (preto) e dos
extratos da folha de M. indica: Agua Mae Etandlica MW (rosa), Agua Méae Etandlica

Soxhlet (azul); Ext. Etanélico MW (marrom); Ext. Etandlico Soxhlet (verde).

6.1.4. Avaliacdo da Capacidade Antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante pode ser definida como a capacidade que algumas
substancias tém para reduzir reacGes oxidativas nos alimentos e no corpo humano.
Notavelmente, essas reacOes oxidativas podem causar danos nos produtos alimentares
(exemplo: oxidacdo lipidica em alimento, ou escurecimento enzimatico em frutas e
vegetais) e produzir efeitos adversos na saude, tais como doencas cronicas e cancer
(GHELDOF e ENGESETH, 2002). Os antioxidantes podem ser de grande beneficio
para a melhoria da qualidade de vida, ja que eles tém a capacidade de proteger um
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organismo dos danos causados pelos radicais livres, prevenindo ou adiando o inicio de
varias doengas.

O potencial antioxidante da mangiferina tem sido amplamente investigado
através de estudos in vitro, utilizando testes do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), da hipoxantina/xantina oxidase, da habilidade ferro-redutora plasmatico
(FRAP) e da capacidade de absorcdo de radicais oxigénios (ORAC). A literatura tem
descrito que a mangiferina demonstra atividades farmacoldgicas em diferentes 6rgéaos e
tecidos, exercendo efeito preventivo e terapéutico contra uma gama de doencas.
Basicamente por meio de uma acdo sequestradora de radicais livres, a mangiferina
protege coragdo, neurdnios, rins, figado e estdmago contra os efeitos nocivos de radicais
livres, retardando ou prevenindo o surgimento de doengas neurodegenerativas,
processos inflamatorios e até mesmo de neoplasias (CHI e BERNARD, 2015).
Entretanto, a acdo antioxidante ndo explica integralmente as propriedades bioldgicas da
mangiferina.

No presente estudo a avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro dos diferentes
extratos (Soxhlet e micro-ondas) de folhas de M. indica e da mangiferina isolada foi
realizada com o emprego do método de captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH), e foram representados pelo CEsg (concentracdo do extrato para reduzir em 50%
a absorvancia inicial do DPPH a 520nm) (Tabela 10).

Os resultados obtidos para o0 extrato etandlico e &gua méae etandlica da extracao
em (Soxhlet) apresentou alta capacidade antirradicalar, assim como o extrato etandlico e

agua mée etanodlica da extracao realizada em micro-ondas.

Tabela 10. Valores médios e os desvios padrdes das atividades antioxidantes dos extratos de M.
indica. e da mangiferina

Amostras DPPH - CEs, (ng/mL)
Extracdo (Soxhlet)
Ext. Etandlico 4,79+1,736
Agua Mae*** Etandlica 4,450,041
Extracdo Microondas
Ext. Etandlico 8,61+0,150
Agua Mae***Etanélica 5,89+0,051
MGF isolada 4,58+0,010
MGF** 5,800,010
Quercetina* 1,95

* Padrdo quercetina
** MGF - dado literatura (Chi e Bernard, 2015).
***Agua mde — solugdo etandlica resultante apds filtragdo.

69



Em comparagdo com dados da literatura Chi e Bernard (2015) relataram o valor
de CEsp de 5,80 pg/ml para a mangiferina isolada. Neste trabalho o valor observado foi
relativamente melhor (CEso = 4,58 pg/ml). Os valores de CEsg para o extrato etandlico e
agua mde etandlica da extracdo em Soxhlet demonstraram alta capacidade antirradicalar
apresentando baixos valores de CEso em comparacéo aos extratos etanolicos e agua mae
da extragdo em micro-ondas, este resultado veio a corroborar com os dados obtidos para
a quantificacdo da MGF descritos na tabela 8.

Em testes in vitro, para avaliacdo da acao antioxidante com DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), a mangiferina mostrou atividade cerca de trés vezes superior a do a-
tocoferol (substancia de referéncia), porém duas vezes menor quando comparada a do
Trolox (padrdo) (CHEN et al., 2008). A acdo antioxidante de mangiferina também foi
evidenciada em teste realizado com substancia reativa ao acido tiobarbiturico
(ANDREU et al., 2005).

6.1.5. Sintese de derivados da mangiferina

6.1.5.1 Sintese do derivado 2-B-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1,3,6,7

tetraacetoxixantona (AcCMGF)

A preparacdo da mangiferina acetilada (AcMGF) e demais derivados
sintetizados neste trabalho, surgiu como uma proposta alternativa, uma vez que 0s
resultados obtidos na preparacéo dos derivados Mannich originalmente planejados nao
foram satisfatorios. Estes derivados, que seriam obtidos via reagdo de Mannich sobre o
nicleo xanténico, geraram misturas de produtos, provavelmente devido a baixa
seletividade das reacOes de SEar neste sistema, contrariamente aos resultados descritos

na literatura por outros grupos (SINGH et al., 2011).

HO, o OH AcO, o, OAc
. ‘ ‘ : g O ‘
_—
o o
HO oH Ao OAc
HO OH e OAc
OH o OAc o)
MGF (1)

Condic0es reacionais: (a) anidrido acético, DMF, T.A., DMAP, 1h. (96%).
Esquema 14. Reacéo para obtencdo do derivado peracetilado, octacetil MGF (1).

A sintese do derivado ACMGF se deu através da reacdo de per-O-acetilacdo da

glicose e das hidroxilas fendlicas presentes no composto natural com excesso de
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anidrido acético. A utilizacdo de dimetilformamida e DMAP como catalisador se
mostrou mais eficaz do que o método convencional que emprega excesso de piridina
como solvente e DMAP como catalisador (WANG et al., 2014), levando a obtencao do
produto apés 1 hora a T.A. No presente trabalho a piridina foi trocada por
dimetilformamida (DMF), com a vantagem deste reagente ser menos tdxico. Embora
seja possivel a ocorréncia de um subproduto com uma OH intacta, sendo sua acetilacdo
menos suscetivel devido a ligacdo de hidrogénio intramolecular com a carbonila. Em
2014, WEI realizou a sintese deste derivado utilizando apenas anidrido acético, piridina
a T. A por cerca de 12h, ao fim da reacdo verificou que o produto per-O-acetilado
apresentou bom rendimento (93%), porém houve a formacdo do subproduto no qual a -
OH em ligagdo com a carbonila ndo foi removida. Objetivando contornar este
inconveniente Wei utilizou as mesmas condi¢cdes, onde também fez uso do catalizador
DMAP, além do emprego de temperatura (60°C), o tempo de reacéo foi de 0,5h, ao fim
da reacdo Wei relatou que o percentual do produto de interesse aumentou e ndo foi mais
detectada a presenca de subproduto. No presente estudo procedimento anélogo ao de
Wei foi empregado para a sintese do derivado AcCMGF com algumas modificacles, a
reacao ocorreu em 1h sem utilizar aquecimento, apenas T.A, também utilizou-se DMAP
e houve a mudanca do reagente piridina por DMF. O rendimento obtido foi levemente
inferior ao relatado por Wei, apds o término da reacdo o produto foi obtido como um
s6lido amarelo claro com rendimento de 94% e ponto de fusdo de 142°C, compativel
com a literatura (Lit. 142-143°C) (ZHAO et al., 2010). A mangiferina acetilada foi
devidamente caracterizada pelos métodos convencionais de analise (IV, RMN e EM).
Dados de infravermelho revelaram que as absorcdes em 3364 cm™ referente ao
estiramento —OH associado intermolecular e 3181 cm™ estiramento —OH em ligacéo de
hidrogénio com C=0 néo foram mais observados, esta auséncia indica que o0 grupos —
OH foram removidos, outra absorcdo importante foi detectada em 1747 cm™
estiramento caracteristico de C=0 carbonila de éster (Espectro A.6, pagina 143). Os
dados de CLAE-DAD demonstrou aumento no tempo de retencdo deste derivado em
relacdo a mangiferina, além da mudanga de bandas observadas no espectro de UV-Vis
(Espectro A.9, pagina 144), estes fatores indicaram que a mudanca dos grupos —OH
pelos grupos acetila alterou a polaridade da molécula, ou seja, em fase reversa
diferentemente do que ocorre com o composto natural, este derivado tende a ficar mais
retido devido as suas caracteristicas lipofilicas, o que justifica seu maior tempo de

retencdo. Além disso, dados de *H RMN indicaram o surgimento de oito simpletos com
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deslocamentos quimicos em: & 1,81; 2,04; 2,01; 2,08; 2,33; 2,35; 2,50 ¢ 2,54 ppm
referentes as metilas dos grupos ésteres (Espectro A.7, pagina 143) e consequente
aumento nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios isolados do esqueleto xantonico,
0 que é justificAvel uma vez que grupos ésteres se configuram como potenciais
retiradores de densidade eletronica. Também no espectro de **C RMN (Espectro A.8,
pagina 144) foram observadas oito carbonilas com deslocamentos em: 167.24; 167.65;
167.70; 168.05; 168.51; 169.63; 170.31; 170.50 ppm, referentes as absorcdes dos
carbonos das carbonilas dos grupos ésteres. Os resultados foram compativeis com 0s
anteriormente descritos na literatura e em outros trabalhos (ver Tabela 2, pagina 46).
(SHAHEEN FAIZI, 2006).

6.1.5.2 Sintese do derivado 2-#-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-
hidroxixantona (PACMGF)

Os derivados da mangiferina preparados neste estudo foram obtidos explorando-
se as diferencas de reatividade entre os diferentes grupos hidroxila presentes na
estrutura. Em trabalhos anteriores, envolvendo a sintese total destes esqueletos estas
diferencas de reatividade ja haviam sido exploradas, viabilizando a introducdo e
remocao de grupos protetores de maneira seletiva, culminando com a preparacdo da

mangiferina e de outras xantonas naturais C-glicosiladas, que discutiremos a seguir.

Anteriormente ao ano de 2010 penas alguns métodos sintéticos para a
preparacdo de xantona glicosilada haviam sido reportados, foi em 2010 que Yu e seus
colaboradores realizaram a primeira sintese total de C-glicosideo mangiferina (2) (YU
et al., 2010). Porém, estudos para a sintese de xantonas portadoras de O-glicosideo e C-
glicosideo como o neomangiferina (1) ndo foram descritos. Além disso, devido a falta
de uma metodologia eficaz para distinguir os grupos de hidroxilas fendlicas em locais
diferentes, diante disso a derivatizacdo ficou restrita a multiplas modificagbes como
3,6,7esterificacdo, hepta-sulfatacdo e poliacilagdo ou apenas algumas modificacdes
simples obtidas facilmente incluindo 3-alquilagdo, 6’-acilagdo ¢ 6’-glicosilacdo (HU et
al., 2007). Esses estudos contribuiram para o melhor entendimento de como poderiam
ser desenvolvidas as sinteses ndo apenas da mangiferina como também de diferentes

derivados, servindo como base para o planejamento sintético.

Por estas razfes, a sintese total e semi-sintese de neomangiferina, um polifenol

duplamente glicosilado, até aquele momento demonstrava ser um desafio. Em trabalho
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realizado por Wei e colaboradores em 2014, a primeira sintese concisa de
neomangiferina a partir da mangiferina, os quais podem coexistir abundantemente em
uma variedade de plantas (MATKOWSKI et al., 2013). Nesse estudo, foi feito uma
analise retrossintética de nomangiferina (1) representada abaixo, foi observado que o
composto 7-O-glicosideo seria obtido através do acoplamento de 3,6-di-O-benzil-7-
hidroxi-mangiferina (3) com brometo de a-glucopiranosil sob condi¢bes gerais de
catélise de transferéncia de fase ou pela promocdo de sais de prata. Deste modo, ficou
claro que o passo chave para a sintese € a protecdo seletiva dos grupos 1,3,6-hidroxil da
mangiferina, ficando o grupo 7-hidroxil livre para que ocorra a glicosilacdo. Foram

analisados dois percursos como pode ser observado no (Esquema 15).

Neomangiferina

O o OH HO
O
‘ g o oH
HO o HO o

1 O-glicosilagéo
O, ] O l OBn

Desacetllagx %’ﬂ;ao de Jurd

AcO

O, OAc
OAc
(@)

OAc

AcO
AcOs

AcO

AcO OAc

OAc o

6

l

Mangiferina
Esquema 15. Analise retrossintética de neomangiferina (1).
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No passo A, o composto 3 seria obtido via reacdo de benzilacdo seletiva da
mangiferina parcialmente acetilada 4 com base na diferenca da reatividade dos grupos —
OH fendlicos. Por outro lado, o passo B apresentaria a transformagdo do grupo 3,6-di-
acetil 6 para 3,6-di-benzil 5 em concordancia com o método de Jurd relatado para
flavonas em 1958, seguido de desacetilacdo seletiva (RAMESH et al., 2003;
NARENDER et al., 2009).

A principio a sintese ocorreu com o passo A a fim de investigar as diferencas nas
reatividades dos grupos 3,6,7-hidroxil (Esquema 16). Ao realizar o tratamento da
mangiferina 2 com anidrido acético e piridina a temperatura ambiente foi obtido o
composto 6 com 96% de rendimento, (FAIZI et al., 2006). Foi observado que apés a
remocao seletiva dos grupos 3,6,7-tri-O-acetil feita com acetato de amdnio, metanol e
agua (RAMESH et al., 2003) proporcionando o composto 4 de interesse com 93% de
rendimento mantendo o grupo 1-OAc intacto, que por sua vez pode esta sendo
estabilizado devido ao impedimento estérico. Porém, a etapa seguinte de benzilacdo do
polifenol 4 forneceu o produto 3,6-dibenziléter 3 com um rendimento inferior a 20%
(HU et al., 2007), mesmo com os ajustes das condi¢des reacionais ndo foi possivel obter
melhorias e tdo pouco reduzir o sub-produto tri-benzilado. Diante deste primeiro
resultado notou-se que ndo havia diferencas suficiente na reatividade dos grupos 3,6,7-
hidroxil para atingir a benzilacdo eficiente apenas dos grupos 3,6-hidroxil, uma vez que

o rendimento de 3 foi insatisfatorio o passo A foi abandonado.
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Esquema 16. Sintese do 3,6-dibenzil éter 3 passo A (adaptado de Wei e colaboradores,

2014).

Para o passo B foi empregada a metodologia de Jurd, na qual os grupos acetila

poderiam ser convertidos diretamente em grupos benzilicos. Devido a similaridade

estrutural entre xantona e flavonas, este método foi testado com o composto 6. O

tratamento realizado com o éster peracetil 6 originou o produto intermediario 5 desejado

em excelente rendimento de 90%. Mediante a desprotecdo de 7-OAc conduzida sob

condicBes brandas como no passo A, obteve-se o produto 3,6-dibenzil éter 3 com 60%

de rendimento havendo a formacgéo do subproduto 7 com rendimento de 32%, no qual o

1-OAc também foi removido (Esquema 17). Por esta rota o rendimento do composto 3

foi significativamente melhorado em relagcdo ao passo A. Contudo, ficou evidente que a

formacdo de 3 ainda ndo era suficientemente seletiva para a sintese pratica de

neomangiferina.
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Esquema 17. Sintese do 3,6-dibenzil éter 3 passo B.

Com base nos resultados reportados por wei e colaborados 2014 para a sintese
de neomangiferina, onde o foco principal da pesquisa foi realizar uma analise
retrossintética e avaliar duas possiveis rotas sintéticas A e B para a obtencdo do
intermediario- chave na formacéo de neomangiferina. Nao so foi possivel a obtencédo do
intermediario de interesse em quantidades apreciaveis, como também foi determinada a
ordem de reatividade das hidroxilas fendlicas das xantonas, e com isso tem-se uma
explicacdo plausivel para a seletividade observada para cada uma delas. Como a
transformacéo do grupo ocorrem na sequéncia seguinte, 3, 6, 7-OH, 1-OH, 3,6-OAc, 7-
OAc, e 1-OAc, o que significa 3,6,7-OH reagem mais rapidamente e 1- OAC sera 0

ultimo a ser convertido.

Apos a obtencdo do derivado totalmente acetilado (ACMGF), e com as
observagdes apontadas no trabalho de Wei e colaboradores (WEI et al., 2014) no que
diz respeito as reatividades dos grupos —OH e acetila, a sintese do derivado (PACMGF)
teve seu planejamento fundamentado na sequéncia de ordem de reatividade dos grupos
acetila, o objetivo foi realizar uma desacetilagéo seletiva apenas dos grupos 3,6,7-OAc,
mantendo os grupos —OAc da por¢do glicosidica e 1-OAc preservados. Com isso,
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formou-se uma espécie de “hibrido” com caracteristicas intermediarias entre a
mangiferina e o derivados (AcMGF), possibilitando na sequéncia a produgdo de outros
derivados. Deste modo optou-se por utilizar as mesmas condic¢des reacionais descritas
por Wei e colaboradores (2014), com emprego do reagente acetato de amoénio e uma

mistura alcéolica de metanol e agua (Esquema 18).

AcO o OAc HO O OH
OAc a OAc
_—
o o
OAc OH
AcO
a0 OAc AcO OAc
OAc o] OAc o
D 2)

C AcO

Condigdes reacionais: (a) NH,OAc, MeOH-H,0, agitacédo, T. A, 3h, (96%).
Esquema 18. Sintese do derivado (PACMGF) (2).

Ao fim da reacdo foi obtido o derivado (PACMGF) com 96% de rendimento e
ponto de fusdo igual P.f: 185°C compativel com os dados da literatura (WEI et al,
2014), atraves do espectro de infravermelho (Espectro A.11, pagina 145) pode ser
confirmada a presenca da funcdo carbonila de éster com absorcdo em 1742 cm™,
também foi observado absorgdo em 1615 cm™ estiramento de carbonila duplamente
conjugada em sistema aromatico da xantona, outra absorcdo significativa para a
confirmacéo do composto foi observada em 3362 cm™ referente ao estiramento -OH,
regido caracteristica de associado de grupos hidroxila apresentando uma banda larga
especifica desses grupos, além da banda em 1215 cm™ estiramento de fenol. Os
resultados das anélises de CLAE-DAD demonstrou que o tempo de retencdo deste
derivado se encontra entre a mangiferina e o composto AcMGF, além da alteracao de
bandas observadas no espectro de UV-Vis (Espectro A.14, pagina 147), estes dados
indicaram a mudanca dos grupos —OAc pelos grupos —OH. No espectro de RMN *H
(Espectro A.12, pagina 146) observou-se simpletos em & 1,80; 2,01; 2,05; 2,08;
2,51ppm, com integracdo para trés hidrogénios cada, referente aos hidrogénios dos
cinco grupos acetila mantidos. Além disso, nota-se que os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios do esqueleto xantbnico foram deslocados para campo alto, ou seja,
voltaram a ficar mais protegidos indicando a presenca dos grupos—OH, 0s quais
aumentam a densidade eletrdnica dos anéis por meio do efeito de ressonancia. No
espectro de RMN ®3C (Espectro A.13, pagina 147) notou-se 0s sinais com
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deslocamentos em & 169,23; 169,61; 170,35; 170,01; 170,93 cm™ referentes as

absorcdes das carbonilas de éster.

6.1.5.3 Preparacdo dos derivados 2-#-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-
trialquilxantona (PAcMGF-alquil)

Uma vez dispondo da metodologia adequada para a desacetilacdo seletiva da
octa-acetil-mangiferina (AcMGF), como descrito acima, planejamos a preparacdo de
uma série de derivados mistos, acetilados na por¢édo glicosidica e na hidroxila fenolica
em C-1, posicionada orto a carbonila cetdnica; e diferentemente alquilados nas posicdes
desacetiladas. Como mostrado no (Esquema 19) a seguir, planejamos a preparac¢do dos
derivados metilado, etilado, e benzilado (AcMGFMe, AcMGFEt, AcMGFBz). Com a
introducdo destes grupamentos estaremos progressivamente aumentando o volume
estérico, bem como a lipofilicidade destes derivados, o que pode influenciar nas
atividades bioldgicas que forem estudadas posteriormente. Imaginamos ainda que a
manutencdo dos residuos acetato na porcdo acucar do glicosideo deva facilitar a
absorcdo destes derivados, podendo ser posteriormente removidos através da acdo de

esterases “in vivo”, caracterizando estes derivados como possiveis pro-farmacos.

HO, o) OH RO, o OR
OAc a OAc
_
o o
OH OR
Acico OAc AcO OAc
OAc o OAc o

AcO

R= 'CH3; 'CHch3; 'CHz'CGHs

Condigdes reacionais: (a) Haleto de alquila adquado, K,COs;, DMF, agitagdo, temp. 60°C,
60mim.

Esquema 19. Planejamento dos derivados da mangiferina acetilados na porcao
glicosidica e diferentemente alquilados nas posicdes desacetiladas

6.1.5.4 Sintese do derivado 2-#-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-
trimetoxixantona (PACMGFMe)

HO, o OH H,CO o OCH,
OAc a OAc
_—
o o
OH OCH,4
AcC; 5 oA AC(/ico oAc
OAc OAc o
3

@
Condicdes reacionais: (a) CHsl, K,CO3;, DMF, agitacao, temp. 60°C, 60mim.
Esquema 20. Sintese do derivado (PACMGFMe) (3).
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Apls o processo reacional, o produto foi isolado como descrito (parte
experimental, péagina 49), fornecendo o derivado (PACMGFMe) com 89% de
rendimento e ponto de fusdo (P.f: 140). O espectro de infravermelho (Espectro A.16,
pagina 148) revelou a presenca da banda com absorgéo em 1369 cm™ que é referente &
deformacéo angular de metilicos -CH3. Ap0s ter sido analisado atraves de CLAE-DAD
observou-se um sensivel alteracdo das bandas observadas no espectro de UV-Vis
(Espectro A.19, pagina 150), comparadas com as bandas do derivado PACMGF,
também apresentou maior tempo de retencdo indicando a ocorréncia de mudanca dos
grupos -OH pelos grupos —OCHs. A analise dos dados de espectroscopia de RMN *H
(Espectro A.17, pégina 149) demonstrou a presenca de trés simpletos com
deslocamentos quimicos em & 3,97; 4,01; 4,05 ppm com integracdo para trés
hidrogénios, sinais especificos para metoxilas. O espectro de RMN **C (Espectro A.18,
pagina 150) apresentou os deslocamentos em 6 169,55; 168,84; 169,79; 170,37; 170,77
referentes as carbonilas de éster, além disso, foram observados os carbonos das
metoxilas com deslocamentos em 6 56,34; 56,49; 56,56 ppm.

6.1.5.5 Sintese do derivado 2-#-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-
trietoxixantona (PACMGFEt)

H,C
HO o o ~—o0 o o0 CH,
g O a g ‘ ‘
—
o o

OH 0= on,

Aci 5 oA AC?\co OAc

C OAc o OAc o ( )

Condic0es reacionais: (a) CHsl, K,CO3;, DMF, agitacdo, temp. 60°C, 60mim.
Esquema 21. Sintese do derivado (PACMGFEt) (4).

Apos o termino da reacdo, a metodologia de isolamento seguiu procedimento
analogo para o derivado (PACMGF). O produto (PACMGFEt) foi obtido com 72% de
rendimento e ponto de fusdo P.f: 145°C. O produto foi devidamente caracterizado pelos
métodos convencionais de analise (IV, CLAE-DAD, *H RMN e “*C RMN). Os
resultados foram compativeis com os anteriormente descritos na literatura. Os dados de
infravermelho demonstrou valores de absorcdo em 1461 cm™ deformacao angular C-H
de carbono -CH, e uma absorcdo em 1371 cm™ para deformacao angular de carbono -
CH; (Espectro A.21, péagina 151). Os resultados das analises de CLAE-DAD
demonstrou que ndo houve uma da alteracéao significativa de bandas no espectro de UV-

Vis (Espectro A.24, pagina 153), tanto que para este derivado o tempo de retencdo foi
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quase idéntico ao derivado PACMGF que € o precursor para a sintese deste composto.
Apenas com esses dados ndo seria possivel afirmar com certeza se houve mudanca dos
grupos -OH pelos grupos -OCH,CHs;, sendo necessario o emprego das técnicas
seguintes. O espectro de RMN 'H (Espectro A.22, pagina 152) apresentou
deslocamento entre 6 4,15 a 4,25ppm com integracdo para seis hidrogénios, estes
hidrogénios absorvem na mesma faixa de deslocamento, isto ocorre porque o ambiente
quimico entre eles € quase idéntico. Foi identificado nessa regido a presenca de um
quarteto, esta feicdo de sinal é caracteristico de hidrogénios em acoplamento com
metilas. Por outro lado, foi observado trés tripletes com deslocamentos & 1,50; 1,56;
1,64ppm com integracdo para trés hidrogénios cada um, estes sinais indicam
acoplamento com o grupamento -CH,, esses resultados por si s6 indicam que a insercao
dos grupos etila ocorreu como o esperado. Além disto, o espectro de RMN *C
(Espectro A.23, pagina 153) apresentou os deslocamentos em & 64,76; 64,96;
65,17ppm referentes aos carbonos -CH,, também foi verificado os deslocamentos para
as trés metilas em 6 14,42; 14,62; 20,77ppm observadas anteriormente no espectro de

hidrogénio.

6.1.5.6 Sintese do derivado 2-g-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-

triebenzilxantona (PACMGFB2z)

HO, o OH ©\/O o O\Q
O = g
.

WOH wo
AcD” OAC A o OAc

() (5)
Condigdes reacionais: (a) C,H,Br, K,CO3;, DMF, agitacdo, temp. 60°C, 40mim.
Esquema 22. Sintese do derivado (PACMGFBz) (5).

Uma vez obtida o composto (PACMGFBz), este foi devidamente caracterizada
através dos metodos convencionais de analise, nesta reacdo foi possivel obter o produto
com 94% de rendimento e ponto de fusdo igual a P.f: 80°C . Através do espectro de
infravermelho (Espectro A.26, pagina 154) pode ser confirmada a presenca da funcéo
carbonila conjugada por uma intensa absorcdo em 1614 cm™ e 1745 cm™ carbonila de
éster. As absorcdes na regido em 1218-1189 cm™ estiramento assimétrico Ar-O-R,
também foi observada uma absorcdo em 736 - 696 cm™ referente & deformacéo angular
dos 5 atomos de hidrogénios adjacentes para anéis aromaticos monossubstituidos. As
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analises de CLAE-DAD para este composto demonstrou uma alteracdo peculiar no
perfil das bandas no espectro de UV-Vis (Espectro A.31, pagina 157), associado a este
fato o tempo de retencdo foi bem maior quando relacionado ao derivado PACMGF.
Contudo, esse comportamento € justificavel uma vez que os grupos inseridos trata-se de
grupos aromaticos, 0s quais apresentam caracteristicas apolares e como esta analise
ocorre em fase reversa C18 € perfeitamente compreensivel o maior tempo de retencéo
devido as maiores interacdo do composto com a fase estacionaria da coluna. No
espectro de RMN *H (Espectro A.29, pagina 156) observou-se trés sinais simpletos em
85,205 5,27; 5,31 ppm, referentes aos seis hidrogénios dos grupamentos metilénicos Ar-
O-CH.-Ar, 0s quinze atomos hidrogénios dos substituintes aromaticos inseridos foram
detectados na faixa de deslocamento quimico em & 7,25 — 8,00ppm (Espectro A.28,
pagina 155). No espectro de RMN **C (Espectro A.30, pagina 156) foram observados
o0s trés sinais de deslocamento quimico para os atomos de carbono metilénicos em &
70,96; 71,12; 71,24ppm. Além desses experimentos, ainda foram realizados outros
experimentos como HSQC, COSY e HMBC. Os dados do experimento de HMBC
forneceram informacgdes que foram determinantes para a defini¢cdo do posicionamento
de cada um dos substituintes aromaticos, onde foram avaliados os principais
acoplamentos dos carbonos metilénicos com os atomos de carbono do esqueleto
xantonico nas posigdes (3-C, 6-C e 7-C). A Figura 21, mostrada a seguir, demonstra os
principais acoplamentos observados no experimento, que ocorrem entre o hidrogénio
(H-3a), que apresenta acoplamento com o carbono da posigdo (C-3) do anel xanténico;
e os hidrogénios (H-6a) e (H-7’a), os quais estdo acoplando com os carbonos (C-6) e
(C-7), respectivamente. Deste modo, foi possivel realizar de forma adequada a

atribuicdo dos sinais observados nos espectros de RMN *H e *C do derivado benzilado.
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Figura 21. Representacdo dos principais acoplamentos observados no experimento de
HMBC.

6.2 - Estudos de docking molecular
6.2.1 - Estudo Computacional da Interacéo entre ASH com MGF e Derivados

A analise da estrutura cristalografica tridimensional da ASH, obtida no Banco de
Dados de Proteinas (do inglés Protein Data Bank — codigo 1IN5U (WARDELL et al.,
2002), mostra que a ASH é uma proteina monomérica, que contém trés dominios
helicoidais estruturalmente homologos (I-111), que se unem para formar a estrutura da
biomolécula. Cada dominio é subdividido em dois subdominios (A e B), tendo o0s
subdominios 1lA e IB com nomes especificos: sitio de Sudlow I e 11, respectivamente. O
sitio de Sudlow | por estar em uma regido mais interna da albumina tem carater
predominantemente hidrofobico e ja o sitio de Sudlow Il por estar em uma regido mais

externa tem um carater predominantemente hidrofilico (SUDLOW, 1975). Vale a pena
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ressaltar que existe apenas um residuo de triptofano na albumina (Trp-214), localizado
no subdominio 1A (LIU et al, 2010).

O estudo computacional docagem molecular (do inglés molecular docking) foi
realizado a fim de obter uma visdo no nivel molecular da interacdo ASH/Ligantes, ao
sugerir os principais residuos de aminodcidos presentes no sitio de Sudlow |
(subdominio 11A) da ASH que poderiam interagir com os ligantes estudados. Foi
escolhido esse sitio para analise computacional, porque foi observado a partir dos
resultados experimentais de supressdo de emissdo de fluorescéncia do Trp-214, que a
MGF e seus derivados, possivelmente estariam ligados na cavidade onde se encontra o
fluoréforo interno da albumina (subdominio 11A) e os estudos de competicdo com 0s

marcadores ibuprofeno e varfarina comprovaram tal dado.

Os maiores valores computacionais de pontuacdo para a interacdo ASH:MGF,
ASH:AcMGF, ASH:PACMGF, ASH:PACMGFMe, ASH:PACMGFEt e
ASH:PACMGFBz, obtidos a partir da funcdo ChemPLP (funcdo padrdo do programa
Gold 5.2), foram 54,6; 79,0; 63,6; 59,2; 61,9 e 102,2; respectivamente. O resultado
referente ao maior valor de pontuacdo para cada associacao foi analisado. As figuras a
seguir apresentam os principais residuos de aminoacidos do sitio de Sudlow | que
interagem com cada ligante e as tabelas abaixo mostram os tipos de interacdes e suas

distancias entre cada ligante com os residuos de aminoacidos da ASH.

6.2.2 - Interagdo entre ASH com 2-C-g-D-glicopiranosil- 1,3,6,7-tetraidroxixantona
(MGF)

O resultado de docagem molecular para ASH:MGF (Figura 22) sugere que 0s
pares de elétrons do oxigénio do grupo hidroxila presente na parte glicosidica do ligante
é um potencial aceptor de ligagdo de hidrogénio com o hidrogénio do residuo de
aminoacido Lys-194, a uma distancia de 2,40 A e ja4 o oxigénio do residuo de
aminoacido Ser-453 ¢ potencial aceptor de ligacdo de hidrogénio com outra hidroxila
glicosidica, a uma distancia de 3,00 A. Os residuos Arg-217, Arg-221, GIn-220 e Val-
342 interagem com o esqueleto da xantona: 0s grupos guanidinicos dos residuos de Arg-
217 e Arg-221 sio doadores de ligacio de hidrogénio, a uma distancia de 3,90 A e 2,10
A, respectivamente; enquanto que o residuo de aminoacido GIn-220 é aceptor de
ligacdo de hidrogénio da hidroxila do anel aromatico C do ligante a uma distancia de
3,60 A. O hidrogénio do NH da ligacio peptidica do residuo de Val-342 é doador de

83



ligacdo de hidrogénio com o oxigénio do grupo éter a uma distancia de 3,80 A. Uma
interagdo hidrofobica por empilhamento T foi detectada pelo estudo de ancoramento
molecular, entre o anel A da xantona com o residuo de aminoacido Trp-214, a uma
distancia de 2,70 A.

AT

Ser-453 ©

GiIn-220 Val-342

Figura 22. Resultado do estudo de docagem molecular para o maior valor de pontuacao
obtido para ASH:MGF no sitio de Sudlow | (funcGoChemPLP). Residuos de
aminoéacidos selecionados, ASH e MGF estdo representados em amarelo, verde e cor-
de-rosa, respectivamente. Cor dos elementos quimicos: nitrogénio, oxigénio e

hidrogénio em azul, vermelho e branco, respectivamente.

Tabela 11. Principais residuos de aminoacidos no sitio de Sudlow | da ASH, e suas respectivas

interacOes e distancia com o ligante MGF.

Amostra Residuos de aminoacidos Interagdo Doador/Aceptor de lig-H Distancia (A)
Lys-194 D 2,4
ys-19 Lig. H oador 40
Trp-214 t-Stacking i 2,70
Arg-217 D
rg Lig. H oador 3,90
MGF GlIn-220 . Doador 3,60
Lig. H
Arg-221 D 2.1
rg Lig. H oador 0
Val-342 . Doador 3,90
Lig. H
Ser-453 Lig. H Doador 3,00
6.2.3 - Interacdo entre ASH com 2-f-D-tetraacetoxiglicopiranosil-

1,3,6,7-tetraacetoxixantona (AcMGF)

Os dados obtidos por meio do estudo de docagem molecular demonstraram que
o derivado AcMGF se encontra inserido no sitio de ligacdo da ASH (Figura 23) sendo
capaz de realizar interagdes com os residuos de aminoécidos GIn-220 e Asn-294 atraves
dos grupos acetila do anel B da ACMGF, estes residuos sdo: GIn-220 e Asn-294 ambos
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atuando como doadores de ligagdo de hidrogénio a uma distancia de 3,90 A e 2,50 A,
respectivamente (para MGF apenas o residuo GIn-220 interagia nessa posi¢do). Por
outro lado, a porgdo glicosidica da molécula onde estdo presentes 0s grupos acetatos
interage com os residuos de aminoacidos Lys-194, Lys-198, His-241, Arg-256 e Ser-
191 como potenciais doadores de ligacdo de hidrogénio, nas distancias de 2,90 A, 2,00
A 210 A, 3,40 A e 1,60 A, respectivamente. O residuo de aminoécido Arg-217
interage como doador de ligagéo de hidrogénio com o oxigénio do anel C do sistema
xanténico, a uma distancia de 2,40 A. Por ultimo o residuo de aminoéacido Trp-214
localizado préximo ao anel A apresentou uma interacdo por empilhamento T, a uma
distancia favoravel de 2,40 A. A modificacdo estrutural dos grupos hidroxilas por
grupamentos acetila, possibilitou a interacdo com outros residuos de aminoéacidos, 0s
quais ndo ocorria anteriormente. De fato, este maior nimero de interacGes e maior
proximidade entre os acetatos presentes na estrutura e os residuos apresentam uma
justificativa plausivel para seu maior valor de pontuacao, dando indicios que a formacao
do complexo ASH:AcMGF ocorre de modo mais favoravel quando comparado a

formacdo do complexo ACMGF:MGF.

(

Figura 23. Resultado do estudo de docagem molecular para o maior valor de pontuacao
obtido para ASH:AcMGF no sitio de Sudlow | (funcdoChemPLP). Residuos de
aminoacidos selecionados, ASH e AcMGF estdo representados em amarelo, verde e
castanho, respectivamente. Cor dos elementos quimicos: nitrogénio, oxigénio e

hidrogénio em azul, vermelho e branco, respectivamente.
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Tabela 12. Principais residuos de aminoacidos no sitio de Sudlow | da ASH, e suas respectivas

interacOes e distancia com o ligante ACMGF.

Amostra Residuos de aminoacidos Interacéo Doador/Aceptor de lig-H Distancia (A)
Ser-191 . Doador 1.60
Lig. H
Lys-194 . Doad 2.90
ys Lig. H oador
Lys-198 . Doador 2.00
Lig. H
Trp-214 - 2.40
P t-Stacking
AcCMGF Arg-217 . Doador 2.40
Lig. H
GIn-220 Lig. H Doador 3,90
His-241 D 2.1
is Lig. H oador 0
Arg-256 . Doador 3.40
Lig. H
Asn-294 D 2.
sn-29 Lig. H oador 50

6.2.4 - Interacdo entre ASH com 2-g-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-
3,6,7-hidroxixantona (PACMGF)

Os resultados de docagem molecular para formacdo do complexo
ASH:PACMGF (Figura 24) sugere que os pares de elétrons ndo compartilhados do
nitrogénio do grupo NH da ligacdo peptidica do residuo de aminoacido Asp-450 é um
aceptor de ligacdo de hidrogénio com o hidrogénio da hidroxila presente no anel B a
distancia de 3,70 A, além disso o residuo Lys-443 atua como doador de ligacdo de
hidrogénio com outro grupo hidroxila do anel B a uma distancia de 3,60 A. Na outra
porcao do ligante onde os grupos acetatos foram mantidos (parte glicosidica e posicao 1
do anel A), verificou-se que os residuos Ser-191, Lys-194, e Arg-256 interagem
preferencialmente como doadores para formacdo da ligacdo de hidrogénio com os
grupos acetila do ligante, a distancia de 2,80 A, 2,10 A, e 2,20 A, respectivamente.
Observou-se que o residuo de aminoacido Lys-198 interagia com a porcao glicosidica,
contudo agora 0 mesmo residuo de aminoacido para PACMGF interage via ligagédo de
hidrogénio com a hidroxila do anel A, a uma distancia de 2,10 A. Também ao comparar
as interacOes das associagdes ASH:ACMGF e ASH:PAcCMGF foi verificada a auséncia
da participacdo dos residuos de aminoacidos Arg-217, GIn-220, His-241 e Asn-294 na
estabilizacdo do complexo ASH com o derivado parcialmente acetilado. O hidrogénio
do grupo guanidinico do residuo de aminoacido Arg-221 interage como doador de
ligagdo de hidrogénio com a carbonila do anel C a uma distancia favoravel de 3,50 A.
Esse derivado continuou apresentando interacdo hidrofobica com o residuo de
aminoacido Trp-214 empilhamento T, a uma nova distancia de 3,00 A. Mesmo o
derivado parcialmente acetilado apresentando semelhangas estruturais com a MGF e
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AcCMGF, ao manter as caracteristicas na por¢édo glicosidica igual a ACMGF e na porg¢éo
xantonica igual a MGF, os resultados de docagem molecular sugerem que 0 novo
derivado interage com outros residuos de aminoéacidos da cavidade protéica que néao
foram detectados para a MGF e ACMGF.

Figura 24. Resultado do estudo de docagem molecular para o maior valor de pontuacao
obtido para ASH:PACMGF no sitio de Sudlow | (funcdoChemPLP). Residuos de
aminoacidos selecionados, ASH e PACMGF estdo representados em amarelo, verde e
ciano, respectivamente. Cor dos elementos quimicos: nitrogénio, oxigénio e hidrogénio

em azul, vermelho e branco, respectivamente.

Tabela 13. Principais residuos de aminoacidos no sitio de Sudlow I da ASH, e suas respectivas

interacOes e distancia com o ligante PACMGF.

Amostra Residuos de aminoacidos Interagdo Doador/Aceptor de lig-H Distancia (A)
Ser-191 Doador 2,80
Lig. H
Lys-194 . Doador 2.10
Lig. H
Lys-198 Doador 2.10
4 Lig. H
Trp-214 - 3,00
P t-Stacking
PACMGF Arg-221 Doador 3,50
9 Lig. H
Arg-256 . Doador 2,20
Lig. H
Lys-443 Doador 3,60
4 Lig. H
Asp-450 . Aceptor 3,70
Lig. H

6.2.5 - Interacdo entre ASH com 2-f-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-

trimetoxixantona (PACMGFMe)

O resultado do estudo de docagem molecular para o derivado (PACMGFMe),
demonstrou que apenas quatro residuos de aminoacidos se encontram em proximidade
suficiente para realizar interacBes favoraveis (Figura 25). Todos estes residuos se
encontram préximos ao anel A do sistema aromatico e do glicosideo. O hidrogénio do
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grupo guanidinico do residuo de aminoacido Arg-221 interage como doador para
ligacdo de hidrogénio com o grupamento acetila da posic¢éo 1 do anel A, a uma distancia
de 2,10 A. Os oxigénios dos grupos acetilas da porcéo glicosidica do ligante interagem
por ligacdo de hidrogénio com hidrogénios dos residuos de aminoacidos Lys-194 e Lys-
198 a uma distancia de 3,60 A e 2,00 A, respectivamente. Em contrapartida,
diferentemente do que foi observado para os demais ligantes descritos anteriormente, o
residuo de aminoécido Trp-214 ndo interage com o anel xantdnica A, mas sim com o
grupo acetila da porcao glicosidica, por ligacdo de hidrogénio, a uma distancia de 3,60

A

Figura 25. Resultado do estudo de docagem molecular para o maior valor de pontuacao
obtido para ASH:PAcCMGFMe no sitio de Sudlow | (funcdoChemPLP). Residuos de
aminoéacidos selecionados, ASH e PACMGFMe estao representados em amarelo, verde
e bege, respectivamente. Cor dos elementos quimicos: nitrogénio, oxigénio e hidrogénio

em azul, vermelho e branco, respectivamente.

Tabela 14. Principais residuos de aminoacidos no sitio de Sudlow | da ASH, e suas respectivas

interacOes e distancia com o ligante PACMGFMe.

Amostra Residuos de Interacdo Doador/Aceptor de lig-H Distancia (A)
aminoécidos

Lys-194 . Doador 3,60
Lig. H

Lys-198 . Doador 2.00
Lig. H

PACMGFMe Trp-214 . Doador 3,60
Lig. H

Arg-221 . Doador 2,10
Lig. H
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6.2.6 - Interacdo entre ASH com 2-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-
trietoxixantona (PACMGFELt)

As andlises dos resultados de docagem molecular (Figura 26) revelaram que um
dos oxigénios dos grupos etoxi, presente no anel B do ligante interage com o residuo de
aminoacido Lys-443, sendo que o hidrogénio desse residuo é doador de ligacdo de
hidrogénio, a uma distancia de 2,80 A. Observou-se que para o derivado parcialmente
acetilado etoxilado, o hidrogénio do grupo guanidinico do residuo de aminoacido Arg-
221 ndo interage mais com a carbonila do ligante, como foi detectado para o
PAcCMGFMe, mas sim com o oxigénio do grupo etdxi do anel B a uma distancia de 3,90
A. Ja os residuos de aminoécidos, Lys-198, Arg-217 e Ser-291 atuam todos como
doadores de ligacdo de hidrogénio com o0s grupos acetila da por¢do glicosidica do
ligante a distancias de 2,10 A, 3,20 A e 2,30 A, respectivamente; enquanto que o
residuo Trp-214 apresentou interacdo de carater hidrofébico empilhamento T com o

anel A do sistema xantdnico, a uma distancia de 3,20 A.

PAcMGFEt

Lys-443

Figura 26. Resultado do estudo de docagem molecular para o maior valor de pontuacao
obtido para ASH:PACMGFEt no sitio de Sudlow | (funcdoChemPLP). Residuos de
aminoéacidos selecionados, ASH e PACMGFEt estéo representados em amarelo, verde e
laranja, respectivamente. Cor dos elementos quimicos: nitrogénio, oxigénio e

hidrogénio em azul, vermelho e branco, respectivamente.
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Tabela 15. Principais residuos de aminoacidos no sitio de Sudlow | da ASH, e suas respectivas

interacOes e distancia com o ligante PACMGFEL.

Amostra Residuos de aminoacidos Interacéo Doador/Aceptor de lig-H Distancia (A)
Ser-191 . Doador 2,30
Lig. H
Lys-198 Lig. H Doador 2.10
PACMGFEt Trp-214 . - 3,20
t-Stacking
Arg-217 Lig. H Doador 3,20
Arg-221 . Doador 3,90
Lig. H
Lys-443 Lig. H Doador 2,80

6.2.7- Interacdo entre ASH com 2-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-
tribenzilxantona (PACMGFBz)

As analises dos resultados de docagem molecular para a interacdo
ASH:PAcMGFBz (Figura 27), sugerem gue 0s grupos acetilas da porc¢éo glicosidica do
ligante apresentam interacdes de ligacdo de hidrogénio com os hidrogénios dos residuos
de aminoacidos Arg-221, Lys-443 e Asn-294 a uma distancia de 1,90 A, 2,80 A e 3,10
A, respectivamente. Além disso, o oxigénio do grupo éter do anel C do ligante interage
via ligacdo de hidrogénio com o hidrogénio do residuo de aminoacido Lys-198 a uma
distancia de 3,70 A. O residuo de aminoacido Trp-214 realiza uma interacéo hidrofébica
empilhamento T com o anel aromatico ligado na posicao 6 do anel C xant6nico, a uma
distancia de 3,08 A. Apenas para esse derivado da mangiferina foi observado esse tipo
de interacdo para com o fluoréforo interno da albumina. Dentre os derivados estudados,
este composto foi 0 que apresentou o0 maior valor de pontuagdo. Isso possivelmente
estaria associado a presenca dos aneis aromaticos no PACMGFBz que fez com que esse
derivado interagisse com os residuos de aminoacidos apolares Leu-197, Ala-209, Ala-
290, Val-343, Phe-210, Leu-452, Leu-456, Leu-480 e Val-481, permitindo que o ligante
realizasse um maior nimero de interacBes dentro do sitio da proteina (os residuos

apolares estéo representados em cor-de-rosa na figura 38).
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Lys-443 -8

Figura 27. Resultado do estudo de docagem molecular para o maior valor de pontuacao
obtido para ASH:PAcCMGFBz no sitio de Sudlow | (funcdoChemPLP). Residuos de

aminoéacidos selecionados polares, residuos de aminoacidos selecionados apolares, ASH

e PACMGFBz estdo

representados em amarelo,

cor-de-rosa, verde e cinza,

respectivamente. Cor dos elementos quimicos: nitrogénio, oxigénio e hidrogénio em

azul, vermelho e branco, respectivamente.

Tabela 16. Principais residuos de aminoacidos no sitio de Sudlow | da ASH, e suas respectivas

interagdes e distancia com o ligante PACMGFBz.

Amostra Residuos de Interagéo Doador/Aceptor de lig-H Distancia ()
aminoécidos
e o Doador 3,70
Trp-214 n-Stacking _ o
Arg-221 Lig. H oot 0
Asn-294 Lig. H - o
yoa3 Lo Doador 2,80
Leu-197 Hidrofobica _ _
PACMGEBz Ala-209 Hidrofobica - -
Phe-210 Hidrofébica _ _
Ala-290 Hidrofdbica - -
Val-343 Hidrofébica _ _
Leu-452 Hidrofdbica - -
Leu456 Hidrofobica _ _
Leu-480 Hidrofdbica - -
Val-481 Hidrofébica _ _
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6.3 - Estudos espectroscopicos

6.3.1-Absorcéo de Luz no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A absorcdo de um féton pode ser relacionada, em muitos casos, a transicdo
eletronica de um cromoforo de uma molécula. Na espectroscopia na regido do UV-Vis a
transicdo eletronica consiste na promocao de um elétron (por absorcdo de um foton)
contido em um orbital molecular ligante ou ndo-ligante do estado fundamental (menor
energia) para um orbital vazio, que no caso da espectroscopia de absor¢do, seria de mais
alta energia ndo ocupado, chamados pela abreviatura LUMO — (do inglés Lowest
Unoccupied Molecular Orbital), ou LUMO+1, cujo nome varia dependendo do nivel

energético.

Para as moléculas organicas, os elétrons podem ser excitados a partir dos orbitais
moleculares ligantes ¢ ou 7w, que s80 chamados de HOMO (do inglés Highest Occupied
Molecular Orbital). Também pode haver excitagcdo de elétrons de orbital molecular ndo
ligante NBMO (do inglés Non-bonding Molecular Orbital) (Figura 28).

A espectroscopia no ultravioleta é limitada, na maior parte, aos sistemas
conjugados, pois para muitas estruturas eletronicas esta absor¢éo ocorre em uma porgéo
pouco acessivel do ultravioleta (SILVERSTEIN et al., 1994). Os grupos que tém
absorgOes caracteristicas sdo chamados de cromoforo e sua presenca é responsavel, com
frequéncia, pela coloracdo das substancias (ATKINS e DE PAULA, 2004).

No exemplo abaixo, Figura 29 para formaldeido, a transicdo eletrbnica
responsavel pela absor¢do de compostos que possuem a funcdo carbonila pode ser
atribuida aos pares de elétrons isolados do atomo de oxigénio, gerando a transi¢éo
n—sn . As energias tipicas de absorcdo sio da ordem de 4 eV (290nm). Como as
transicdes n—»n &0 proibidas por simetria, isto é, possuem baixa probabilidade de
ocorrer, suas absorcfes sdo consideradas como fracas (ATKINS e DE PAULA, 2004).
Isso pode ser verificado experimentalmente através da leitura de espectros de UV-Vis
em varias concentragdes para obtencdo do ¢ - atraves da Lei de Beer-Lambert: A= ¢.b.l.

Ao organizar em ordem crescente as transicdes eletrénicas geralmente tem-se:
n—> n*< n—»n* < n—»cs* < 0—>n* < G—»G*

Para ilustracdo desses niveis de energia, a Figura 28 apresenta todas as

possibilidades de transicdes eletronicas para a molécula de formaldeido.
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Figura 29. Estrutura molecular do formaldeido.
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Figura 28. Niveis de energia para os orbitais moleculares do formaldeido (HOMO:

orbital molecular ocupado de mais alta energia; LUMO: orbital molecular desocupado
de mais baixa energia) (VALEUR, 2001).

A absorcdo de luz ndo-polarizada pode ser descrita pela absorbancia (A), que é
definida pela Equagédo 1 (LAKOWICZ, 2006).
A= log (lo/I) 1)
Onde:
A - absorbancia;
I - intensidade da luz incidente;

| - intensidade ap6s a luz percorrer uma distancia | no meio.

E possivel determinar segundo a lei de Lambert-Beer (Equagao 2), o coeficiente
de extincdo molar, também conhecido como coeficiente de absor¢do molar, ou apenas
absortividade molar (g) (PACE, 1995).

A=¢.c. | (2)
Onde:
A - absorbancia;
C - concentracdo da espécie que absorve a luz (em mol/L);

| - distancia que a luz percorre no meio (em cm); &= coeficiente de extincao
molar (em L/cm.mol).
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A proteina albumina sérica humana (ASH) possui uma banda de absorc¢éo
molecular no ultravioleta a 280nm, referente & transicdo n—» 7, que é atribuida
principalmente a absorcéo por trés de residuos de aminoacido arométicos: triptofano
(Trp), fenilalanina (Phe) e tirosina (Tyr). Por serem aminoacidos relativamente ndo
polares, estes podem participar de interacGes hidrofdbicas, que sdo relativamente
fortes. Os grupos aromaéticos ligados a estrutura base destes aminoacidos podem
eventualmente participar de interagdes do tipo @ ou t-Stacking. Contudo, o grupo
hidroxila do residuo de aminoacido tyr pode participar de interacfes polares, como
doador ou aceptor de ligacdes de hidrogénio. Os residuos de aminoacidos Tyr e trp
apresentam maior polaridade por conta dos grupos hidroxila e inddlico,
respectivamente. Dentre estes aminoacidos, o que tem maior absor¢do e emissao de
fluorescéncia mais intensa é o triptofano, isso ocorre devido ao seu alto valor de
absortividade molar (trp, € = 5600 M'cm™; phe, £ = 200 M em™ ¢ tyr, € = 1400 M’
'em™) (LAKOWICZ, 2006).

o

HNy,, HoNy,,

OH

HO

(Phe) (Tyn) (Trp)

Figura 30. Estrutura de fenilalanina (phe), tirosina (tyr) e triptofano (trp).

A sobreposicdo e coplanaridade dos obitais © em sistemas conjugados permite

que os elétrons estejam deslocalizados sobre todo o sistema (efeito ressonancia). Por

ndo haver sobreposi¢do entre os obitais ¢ e m, o sistema de elétrons m pode ser

considerado como independente das ligagdes . Pode-se dizer que a extensdo do sistema

n ¢ inversamente proporcional a energia para a transi¢do m - m €, POr isso, O

comprimento de onda da banda de absorcdo correspondente é maior. Esta regra aplica-

se a sistemas conjugados lineares (polienos) e sistemas conjugados ciclicos (moléculas

aromaticas).

Efeitos de deslocamentos na banda de absor¢cdo maxima da ASH, préximo a

regido de Ama= 280 nm, referente & transi¢do 1 —» 7 - associada ao residuo trp - podem
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indicar a formacdo de um complexo de associacdo (interacdo ligante) entre 0s
compostos bioativos e proteinas no estado fundamental. Um deslocamento para
menores comprimentos de onda, comparado com o espectro de absorcdo da proteina
livre, indicam um ambiente quimico mais hidrofébico (deslocamento hipsocrémico),
enguanto que o oposto, um deslocamento batocrémico, estd diretamente associado a um
ambiente quimico mais hidrofilico préximo ao residuo de triptofano (CHAVES et al.,
2016).

Inicialmente foram avaliadas as interacbes entre ASH e a xantona natural
mangiferina (MGF) e seus derivados (AcMGF, PAcCMGF, PACMGFEt, PACMGFMe e
PACMGFBz) atraves de espectros de absorcdo na regido do UV-Vis. Os espectros de
absorcéo na regido entre 200 a 450nm para ASH em soluc&o 10™ mol/L em tamp&o de
PBS (pH = 7,4), na auséncia e na presenga de concentragbes variadas das xantonas
estudadas. A Figura 31 mostra os espectros de absorcdo no UV-Vis para ASH:MGF e
ja para os derivados sintéticos as figuras encontram-se em anexo (Figuras A.32, 33, 34,
35, 36).

—— ASH

— ASH + 5uL
ASH + 10uL

3 4 —— ASH + 15uL
ASH + 20uL

—— ASH + 25uL
ASH + 30uL

u.)

21 —— ASH + 35uL
—— ASH +40uL

Absorbancia (a.

. ; .
200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

Figura 31. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solugdo de ASH sem e com adi¢cOes
sucessivas de MGF. Casy = 1,0 x 10° mol/L e Cuer = 0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99;
1,15 e 1,32x10"° mol/L), tamponada com PBS (pH= 7,4).

Como pode ser observado na (Figura 31), a MGF em PBS apresentou maximos

de absor¢do em 275nm, que € coincidente com o m&ximo de absorcéo do triptofano da
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ASH, a 280nm, a explicacdo para o deslocamento hipsocrémico do espectro de ASH
seria que ele € resultante da adicdo destas xantonas. Este deslocamento ocorre em
consequéncia do aumento da concentracdo de ligantes adicionados, deste modo
indicando a existéncia de uma possivel associacdo entre as substancias estudadas com a
proteina.

Avaliando-se apenas o0s resultados dos espectros de absor¢cdo no UV-Vis
contidos na (Figura 32) obtidos na maxima concentracdo de analise para 0s compostos,
ndo é possivel chegar a uma conclusdo definitiva quanto a formacdo de um pré-

associacdo ASH:Xantonas.

0,8
—— MGF
—— AcMGF
A ool —— PACMGF
’ —— PACMGFMe
bs —— PACMGFBz
or —— PAcMGFEt
~ 044
ba /
nc
|§1 0,24
0,0

T T T T T T T . T
200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

Figura 32. Espectro de absor¢do no UV-Vis de MGF e seus derivados sintéticos.
Caubstancias = 1,32x10™° mol/L.

Ao observar o espectro de absor¢do contido na (Figura 33) e em anexo 0s
derivados (Figuras A.37, 38, 39, 40, 41) é possivel notar que a contribuicdo da MGF na
regido a 280nm ndo apresenta absorcdo significativa, sua parcela de contribuicdo é
minima assim como para seus derivados, porém quando se observa neste mesmo
espectro a banda de absorcdo apenas da ASH e da ASH com adicgéo de 40uL de MGF
na concetracdo méxima de (1,32x10° mol/L) como também para seus derivados,
espectros em anexo (Figuras A.37, 38, 39, 40, 41), nota-se claramente a ocorréncia do
mesmo deslocamento hipsocromico observado na figura 22, estes resultados estdo em
concordéncia e indicam a existéncia da formagdo de um complexo entre ASH e as

xantonas. Para a aquisicdo dos espectros das xantonas puras, foi utilizada a
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concentracdo maxima delas que foi empregada nas experiéncias de fluorescéncia

estacionaria (1,32x10"° mol/L).

54

N —— ASH
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bs | —— ASH + MGF (40uL)
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2]
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. 14

0 —_———— e~

200 250 300 350 400 450 500
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Figura 33. Espectros de absorcdo no UV-Vis de MGF em etanol e ASH, ASH:MGF em
solucdo tamp&o de PBS (pH = 7,4). Casn = 1,00x10”° mol/L e Cygr = 1,32x10”° mol/L.

6.3.2- Estudos Espectroscopicos de Emissao de Fluorescéncia

A supressdo de fluorescéncia se refere a qualquer processo no qual diminui a
intensidade de fluorescéncia de uma amostra. H& uma variedade de interacGes
moleculares que pode resultar em supressdo, incluindo reagbes de estado excitado,
rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formacdo de complexo de estado
fundamental e supressdo colisional. Os diferentes mecanismos de supressdo Sao
geralmente classificados como supressdo estatica ou dinamica (ou colisional).
Supressao estatica e dindmica pode ser distinguida pelas suas diferentes dependéncias
com a temperatura e viscosidade ou preferencialmente pela medida do tempo de vida de
fluorescéncia (LAKOWICZ, 1999).

Quando um dos elétrons do orbital HOMO de spins opostos € transferido para
um orbital molecular de maior energia, seu spin, em principio, ndo é alterado, sendo que
ambos estados sdo chamados de singlete (normalmente denomidado Sy para o estado
fundamental, e S;, S,,...S, para os estados excitados) (Figura 34) e a transicdo

correspondente é chamada de uma transicao singlete-singlete.
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Uma molécula no estado excitado singlete pode sofrer conversdo para um estado
em que o elétron excitado tenha seu spin modificado, e por existirem dois elétrons com
spins paralelos, o nimero quantico total de spin € 1 e a multiplicidade é 3. Tal estado é
chamando de estado triplete porque corresponde a trés estados de mesma energia. De
acordo com a regra de Hund, o estado triplete em uma energia menor que a do estado

singlete de mesma configuracdo (VALEUR, 2001).
M=2S+1
S =ZXgj, com S; = +1/2 ou -1/2
Equacao 3. Equacdo para o calculo da multiplicidade.

Onde: S é o nimero quantico de spin total; M é a multiplicidade; S; € 0 nUmero quantico

de spin.
A
Sy
T-TT TZ*—
— 5 "
— {—
n-m
A
K7 l |+ Sy
Estado Estado  Estado
fundamental excitado excitado Estados Estados
singlete  triplete singletes tripletes

Figura 34. Distin¢édo entre os estados singlete e triplete, usando o formaldeido como
exemplo (VALEUR, 2001).

A absorcdo de radiacdo eletromagnética em forma de fotons por atomos ou
moléculas ocorre em tempos da ordem de 10™ segundos, a energia ganha durante o
processo de absor¢do de um foton, promove-0s para seus estados eletrénicos mais
energéticos (S; e Sy). Entretanto os atomos ou moléculas ndo permanecem em seus
estados eletronicos excitados, visto que a energia absorvida é perdida ou convertida para
que os atomos ou moléculas retornem ao estado fundamental. Essa desativacdo do
estado excitado pode ocorrer por meio de diversos tipos de mecanismos, conforme pode
ser observado pelo Diagram de Jablonsky (Figura 35) (LAKOWICZ, 1999; SKOOG,
2002).

98



b

Cionversio inderma
Relaxagio Vibracional L Rararmenilo inarsisierma

] - 7
T —

Mt decccaaald

Sy

Absorgho = 1077 5
h\-'_q,“", v .,"" \‘H‘hu - hvp o

3 Flzoresodneis v

Fosforesoéncia

S 1 L
o ¥ L]

Figura 35. Diagrama de Jablonsky. Esse esquema representa os niveis de energia
eletronicos singlete (So, S1 e S), triplete (T1), e vibracionais (0, 1 e 2) de uma
molécula. As setas dirigidas para cima indicam absorcdo de radiacdo (hva); as setas
dirigidas para baixo, emissdo de radiacdo (hve e hvp - Fluorescéncia e Fosforescéncia,
respectivamente); setas pontilhadas sdo para conversao interna.

Quando uma molécula é excitada ao seu nivel eletronico singlete de maior
energia S; ou Sy, iSO a permite acessar niveis vibracionais e rotacionais de maiores
energias. Com a relaxacdo para niveis vibracionais e rotacionais de menor energia,
dentro do mesmo nivel eletrdnico singlete S; ou S, para o qual a molécula foi excitada,
parte da energia absorvida na excitacdo da origem ao processo denominado de
Relaxacdo Vibracional (Figura 35), com um tempo de duracdo caracteristico da
ordem de 10™*?s. Como o tempo de vida de um estado eletrdnico excitado é da ordem de
108, o restante da energia absorvida no processo de excitacdo é ento irradiado para
que a molécula volte ao seu estado fundamental, esse é o fendmeno chamado
Fluorescéncia (Figura 35). O processo de relaxacdo vibracional se completa antes da
emissdo de fluorescéncia. A radiacdo emitida apresenta menor energia por foton que a
radiagdo excitante e, portanto, possui um maior comprimento de onda (LAKOWICZ,
1999; SKOOG, 2002). O processo de relaxacdo entre niveis eletronicos excitados é
denominado de Conversdo interna, esta conversao consiste em uma transicdo nao-
radiativa entre dois estados eletronicos de mesma multiplicidade de spin. Este processo
é seguido por uma relaxacdo vibracional (em solugdo) para o nivel vibracional mais
baixo do estado eletrénico, S; por exemplo, com transferéncia do excesso de energia
vibracional para moléculas vizinhas este fenémeno possui tempo caracteristico de 10™*
a 10% (LAKOWICZ, 1999. SKOOG, 2002). A Fluorescéncia é o processo no qual a
emissdo de fotons € acompanhada da relaxacdo radiativa S; - Sp. A emissdo de
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fluorescéncia, geralmente, ocorre a partir de S; e suas caracteristicas ndo séo
dependentes do comprimento de onda de excitagdo. O Cruzamento Intersistema é uma
transicdo ndo-radiativa entre dois niveis vibracionais isoenergéticos pertencentes a
estados eletronicos de multiplicidades diferentes. Moléculas no estado S; podem
experimentar uma conversao de spin para o primeiro estado triplete, T;. As transicdes
para o estado fundamental (singlete), a partir de um estado tripleto (T;) ddo origem ao
fendmeno de fosforescéncia, envolvendo tempos de até milissegundos (Figura 35)
(EWING, 1972; LAKOWICZ, 1999; SKOOG, 2002). A desativacdo unimolecular ndo-
radiativa a partir do estado triplete T; em uma solucdo considerando temperatura
ambiente é predominante sobre a desativacao radiativa, que para este caso é chamada de
fosforescéncia. A transicdo T1-Sp tem baixissima probabilidade de ocorréncia por conta
da diferenca entre as respectivas multiplicidades, por isso dita proibida, (pode ser
observada devido ao acoplamento spin-érbita), e a constante de decaimento radiativo é
muito pequena. O espectro de fosforescéncia é localizado em comprimentos de onda
maiores que no espectro de fluorescéncia, porque a energia do nivel vibracional mais
baixo do estado triplete T; é menor que o do estado singlete S;. O fenémeno de
fosforescéncia é melhor observado a baixas temperaturas, por conta da diminuicdo de
processos de desativacdo competitivos, como a transferéncia de energia eletronica e

vibracional.

Medicg6es de fluorescéncia podem dar algumas informagdes sobre as principais
forcas intermoleculares responsaveis pela ligacdo de pequenas moléculas de proteina,
bem como 0 mecanismo, as constantes relacionada a esta associacao, sitios e modo de
ligagdo (ZANG, 2008). A supressdo de fluorescéncia ¢ um dos métodos mais
empregados para estudar as interacbes moleculares envolvendo proteinas, isto porque
consiste de uma técnica sensivel, rapida, simples, seletiva e com fundamento tedrico
abundante. O maximo da fluorescéncia intrinseca do residuo de Trp presente na ASH
(Trp-214) em 340 nm é sensivel a presenca de supressores. A supressdo de
fluorescéncia desse aminoacido pode revelar a acessibilidade do supressor frente a
albumina e, desse maneira, ajudar a compreender 0 mecanismo de ligacéo e a natureza
da associacdo (CHAVES, 2016; ZHANG, 2008). Esta supressdo expressa como a
reducdo do rendimento quéntico da fluorescéncia de um fluoroforo induzida por uma

variedade de interagcdes moleculares com uma molécula de supressor.
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Os resultados dos estudos da supresséo de fluorescéncia da proteina ASH como
resultado da interagdo com a mangiferina e seus derivados (AcMGF, PACMGF,
PACMGFEt, PAcCMGFMe e PACMGFBz), em solugéo tampdo de PBS (pH=7,4) na
temperatura 310K, estdo apresentados na (Figura 36) para MGF e no anexo para seus
derivados (Figuras A.42, 43, 44, 45, 46).

5
—— 1,0x10 mol/L

E3

—— 0,17x10 mol/L
5

1.0 4 0,33x10 mol/L
E3

0,8 — 0,50x10 mol/L
E3

0,66 x10 mol/L

0.6 1 .
— 0,83x10 mol/L

0,4 4 5
0,99x10 mol/L

5
0,2 4 — 1,15x10 mol/L

E3
0.0 — 1,32x10 mol/L

Intensidade de Fluorescéncia (a.u.)

T T T
300 320 340 360 380
Comprimento de onda (nm)

Figura 36. Espectros de emissdo de fluorescéncia (hexc = 280nm) do fluoréforo interno
da ASH (Trp-214) e sua supressdo pela adicdo de MGF, em solucdo tampdo de PBS
(pH= 7,4). Cash = 1,0 x 10™° mol/L e Cyer = 0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15 e
1,32x10”° mol/L, a T= 310K.

A Figura 36 demonstra que a intensidade de fluorescéncia da proteina (ASH)
apresentou uma diminuicdo gradativa na intensidade de emissdo maxima de
fluorescéncia de ASH em 340 nm (Figuras A.42, 43, 44, 45, 46 para os derivados) em
funcdo da adicdo de aliquotas sucessivas de MGF, o que tambem foi verificado para
seus derivados. O aumento dessas substéancias em solugdo ocasiona a supressdo de
emissdo de fluorescéncia do residuo de aminoacido triptofano (Trp-214) da proteina,
esta € uma clara indicacdo de uma interacdo entre ASH: MGF e ASH: Derivados (T.
WANG, 2010).

O aumento na concentragcdo das xantonas, decorrente de adigdes sucessivas,
resultou em um leve deslocamento na banda de emissdo de fluorescéncia da albumina
para regido azul indicando a ocorréncia de interagdes do composto na cavidade

hidrofobica da albumina, ocasionando pequenas mudancas estruturais nesta regido, ou
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seja, hd uma diminuicdo de polaridade do microambiente da cavidade em torno do
residuo de aminodcido triptofano (SHI et al., 2007; TANG et al., 2006 & CHANG et
al., 2009). Além disso, também foi observado no espectro de absor¢do UV-Vis (figuras
22 e 24) da proteina deslocamentos de banda para regides de menores comprimentos de
onda, demonstrando que estes deslocamentos estdo diretamente relacionados, indicando
provavel interacdo entre ASH e supressor.

A intensidade de fluorescéncia é diretamente proporcional a concentracdo do
fluoréforo quando em solucdes muito diluidas (ou seja, absorvancia muito baixa). Para
concentracdes baixas o suficiente (absorvancia <0,1 u.a.) a luz incidente é ligeiramente
atenuada ao longo da cubeta. J& em concentragdes altas, uma parte significativa da luz
incidente € absorvida antes de chegar ao ponto onde a fluorescéncia é observada (efeito
de filtro interno). Outra parte significativa da luz emitida também ¢é reabsorvida antes
desta sair da cubeta (efeito de filtro interno secundério), levando a um aparente
decréscimo da intensidade de fluorescéncia (LAKOWICZ, 2006; CHAVES et al.,
2016). Como a concentracdo maxima de ligante (1,32x10° mol/L) usada na
espectroscopia de fluorescéncia possui valor de absorcdo acima de 0,1 u.a., em 280 nm
e 340 nm, indica que mais de 10% da luz incidida e emitida sdo absorvidas pelo
supressor. Com objetivo de compensar esse efeito, foi necessario realizar corre¢des nos
valores de intensidade de fluorescéncia obtidos para todas as amostras analisadas. Estas

correcdes foram empregadas de acordo com a Equacéo 4:

Feor, = Fops, 1004 *Aem)/2] (4)

Onde:

Feorr = Fluorescéncia corrigida; Fops = Fluorescéncia observada; Acx = Absor¢do do

ligante a 280nm; A = Absorc¢éo do ligante a 340nm.

Afim de obter parametros fotofisicos que possam identificar o(s) principal(is)
mecanismo(s) de supressdo de fluorescéncia do Trp-214 pelos derivados de xantona
(MGF, AcMGF, PAcMGF, PACMGFEt, PAcMGFMe e PACMGFBz), a diferentes
temperaturas (296K, 303K e 310K), empregou-se as Equacdes 5A e 5B. Os gréficos de
Stern-Volmer para MGF estdo apresentados na Figura 37 e jA& no anexo estdo

apresentados os graficos para os demais compostos (Figuras A 47, 48, 49, 50, 51).
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(A) %= 1+k,z[Ql=1+ Ky, [Q] (B) k= Ko (5)

%o

Onde: 1,= 1.00x1075s

Equacédo 5. Equacdo para a determinacdo de Ksv, e consequentemente, kg. t, € 0 termo
de vida de fluorescéncia de ASH (SKLAR et al., 1977).

Onde:

Ksy = constante de supressdo de Sterm-Volmer; k; = constante de supressao
bimolecular; 1o = tempo de vida do fluoréforo na auséncia do supressor; [Q] =
concentracdo do supressor; Fo = intensidade de emissao de fluorescéncia na auséncia de

suppressor; F= intensidade de emisséo de fluorescéncia na presenca do supressor.

Sob condicBes de pH fixo, temperatura e forca ibnica, a supressdo de
fluorescéncia pode resultar na formacdo de um complexo de fundo, transferéncia de
energia ou processo de supressao dindmica (X. GUO, X. HAN, J. TONG, C. GUO, W.
YANG, J. ZHUN, B. FU, J. 2010). Objetivando determinar que tipo de mecanismo
poderia estar ocorrendo em cada situacdo, os dados de supressdo de fluorescéncia
obtidos para cada um dos trés valores de temperatura empregado, foram analisados
aplicando a equagéo de Stern-Volmer e também a relacéo entre a constante cinética kq
(constante de velocidade de supress@o) com Ksy (constante de supressdo de Stern-
Volmer).

O grafico de Stern-Volmer (Figura 37) para o composto natural (MGF)
demonstra a existéncia de uma relacéo linear, a baixa concentracdo de MGF, mas com o
aumento da concentracdo deste ligante, foi obsevado em seu grafico uma ligeira
curvatura indicando a presenca de dois mecanismos competitivos de supressdo. Estes
resultados indicam a formagdo de uma pré-associacdo na qual, 0 mecanismo estatico
suprime a baixas concentracfes de supressor e em contra partida 0 mecanismo estatico e
dindmico estaria ocorrendo em altas concentracdes de MGF (J. LAN et al., 2009). Por
outro lado, os valores de Ksv para os derivados AcCMGF e PACMGF apresentaram em
seus gréficos de Stern-Volmer, figura 47 e 48 em anexo, uma relagdo linear tanto em
baixas quanto a altas concentracOes de ligantes, e os valores de Ksv diminuiram com o
aumento da temperatura indicando para esses casos a existéncia apenas do mecanismo
estatico (Y. YUE et al ., 2009). Os derivados PACMGFMe, PACMGFEt também
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apresentou em seus graficos a mesma relacdo linear a baixas e altas concentragdes,
figuras 49 e 50 no anexo. Porém, para os valores de Ksv observou-se que com o
aumento da temperatura ocorreu 0 aumento no valor da constante indicando a existéncia
do mecanismo estatico, mas com uma parcela de contribuicdo do mecanismo dinamico.
Para o derivado PAcCMGFBz a mesma relacéo linear foi obsevada em seu gréafico figura
51 no anexo, noentanto, os valores de Ksv se mantiveram constante ap6s aumento da
temperatura, desta forma ficou claro a presenca apenas do mecanismo estatico.

Os valores das constantes de velocidade de supressdo (k) obtidos para as
xantonas representados na tabela 10, estdo na ordem de (10 L/mol.s) valores
superiores a constante de velocidade de difusdo (Kgifr ~5,00x10° L/mol.s a 298 K em
agua), (D. BRUNE et al., 1993). Este dado indica que o processo de supressdo de
fluorescéncia da ASH pelas xantonas ndo ocorre unica e exclusivamente pelo
mecanismo dindmico ou estatico, mas também pode ocorrer em alguns casos a
existéncia apenas do mecanismo estatico ou a existéncia de ambos, com maior ou menor
contribuicdo. Em uma situcdo onde se tenha a presenga do mecanismo estatico, ocorre a
formacdo de uma pré-associacdo no estado fundamental ndo fluorescente entre o
fluoréforo e o supressor (SATHESHKUMAR, 2014).

3.5

3.04

2.5 1

1.5 4

1.0

T T T T T T T T T
0.0 3.0x10° 6.0x10° 9.0x10° 1.2x10° 1.5x10°

[MGF] (M)

Figura 37. Gréfico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc =
280nm) pela (MGF) a diferentes temperaturas. Casy= 1.00 x 10 mol/L e pH = 7,4.

As constantes de supressao efetivas para as xantonas, ou constantes de ligagédo
de Stern-Volmer modificada (K,), foram calculadas através de graficos de Stern-Volmer
modificados (CUI et al. 2008 & LI et al. 2009). Utilizando os dados dos experimentos
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de supressdo de fluorescéncia aplicados a equacdo de Stern-Volmer modificada
(Equacao. 6) foi possivel calcular a constante de ligacdo/associacdo (K,) de ASH com
MGF Figura 38 e no anexo para 0s demais compostos (Figuras A.52, 53, 54, 55, 56).

F, 11 1
S 6
F-F &, o]t ©)

Onde : K,= constante de supressdo efetiva para os fluor6foros acessiveis, ou constante
de ligacdo de Stern-Volmer modificada; [Q]= concentracdo de supressor (ligantes); f=
intensidade de fluorescéncia maxima fracional da proteina ou fracdo da fluorescéncia
inicial que € acessivel ao supressor (ligantes) f= 1.00 fluorescencia max. Fracional e
referente ao residuo Trp-214 no sitio da ASH; Fo= intensidade de emissdo de
fluorescéncia na auséncia de supressor; F= intensidade de emissao de fluorescéncia na

presenca de supressor.

1xl1o5 ' 2xl105 ' 3x;05 ' 4xl105 ' 5xl105 ' 6x;05
1/IMGF] (M)
Figura 38. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia
ASH:MGF, a diferentes temperaturas. Casy = 1.00 x 10° mol/L e pH = 7,4.

Na Tabela 17 se encontram os valores da constante de Stern-VVolmer modificada
(K,) obtidos neste trabalho. Os valores dessa constante estdo na ordem de 10* L/mol,
indicando que a MGF e seus derivados ligam-se de maneira reversivel e exibem
afinidades moderadas pela proteina ASH (J. LAN, 2009). Os valores de K, obtidos
estdo no mesmo intervalo, quando comparado com os dados da literatura para diversos
flavonoides (W.Y. HE, 2005). Como pode ser visto na (Figura 38) e no anexo para 0s
demais compostos (Figuras A.52, 53, 54, 55, 56). Uma vez que uma associagdo
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moderada é preferencial em comparacdo com forte ou fraca (alto ou baixo valor de K,

respectivamente), indicam que as moléculas estudadas podem ser armazenadas e

transportadas pela albumina plasmatica no plasma sanguineo (ZHANG et al., 2010).

Tabela 17. Constante de supresséo Stern-Volmer (Ksv), taxa de constante de supressao (kq) e

constante de ligacdo modificada de supressdo Stern-Volmer (K,) para ASH: MGF e Derivados,

a 296K, 303K e 310K.

Compostos T Ksv Kq r Ka r
(K) (x10% (x10%) (x10%
296 (12.00.02) 12.0 0.9998 (7.91%0.03) 0.9999
MGF 303 (11.80.03) 11.8 0.9980 (7.230.03) 0.9998
310 (11.20.04) 11.2 0.9970 (6.200.03) 0.9999
296 (8.30 £0.01) 0.83 0.9998 (9.22+0.03) 0.9903
ACMGF 303 (8.10 £0.01) 0.81 0.9988 (3.930.04) 0.9980
310 (7.70 £0.01) 0.77 0.9987 (2.14%0.01) 0.9993
296 (2.52+0.04) 2.52 0.9993 (6.78+0.01) 0.9997
PACMGF 303 (2.40%0.03) 2.40 0.9994 (4.700.02) 0.9990
310 (1.9120.02) 1.91 0.9996 (3.780.02) 0.9997
296 (1.33+0.03) 1.33 0.9994 (1.02+0.02) 0,9994
PACMGFMe 303 (1.46%0.03) 1.46 0.9998 (9.960.01) 0.9998
310 (1.5020.04) 1.50 0.9999 (8.99+0.05) 0.9999
296 (3,330,04) 3,33 0,9995 (1,360,01) 0,9993
PACMGFEt 303 (3,530,05) 3,53 0,9994 (1,45%0,06) 0,9997
310 (3,72+0,03) 3,72 0,9997 (1,4240,07) 0,9995
296 (1,99+0,03) 1,99 0,9991 (1,58+0,06) 0,9980
PACMGFBz 303 (1,98+0,02) 1,98 0,9998 (1,17+0,03) 0,9991
310 (1,99+0,01) 1,99 0,9998 (1,34+0,02) 0,9994

As principais interagdes entre proteinas e ligantes incluem ligagdes de hidrogénio,

hidrofébica, Van der Waals e interacOes eletrostaticas. Para obter evidéncias sobre os

parametros termodindmicos AH®, AS°® e AG® controladores da interagdo ASH: MGF e

ASH: Derivados. Para obter evidéncias sobre esses parametros, inicialmente utilizou-se
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o0 tratamento a partir da equacdo de Van’t Hoff (Equacdo 7) e Figura 39 para MGF e
no anexo para os demais compostos (Figuras A.57, 58, 59, 60, 61), enquanto que (AG®°)
foi obtido a partir da equacdo de energia livre de Gibbs (Equacéo 8):

AH® +AS°
RT R

InK, =- O] AG® =AH°-TAS® (8)

Onde: AH®, AS° e AG®° sdo as variacOes de entalpia, entropia e energia livre de Gibbs,
respectivamente; R é a constante dos gases perfeitos (R = 8.314 x 10° ki/molK), T é a
temperatura (296K, 303K e 310K) e K, constante de ligacdo Stern-Volmer.

Os parametros termodinamicos obtidos a partir da equacdo 7 e 8. De acordo com
a teoria de Ross e Subramanian (1981), valores negativos de AH® indicam ligacdes de
hidrogénio e/ou forcas eletrostaticas como a principal forca envolvida na interacao
ASH: MGF e ASH: Derivados (ZHANG. Q, JIANG. L & LIU. Y, 2010). Por outro
lado, para interagdo composto bioativo-proteina valores positivos de AS°
frequentemente levam a evidéncia de que a interacdo é do tipo hidrofobica (ROSS &
SUBRAMANIAN, 1981; YUE et al., 2008 & LI et al., 2009), devido a diminuicdo do
nivel de organizacdo das moléculas de agua que estdo arranjadas ao redor do ligante.

Tais interacdes sdo melhores exploradas nas analises de ancoramento molecular.

A estrutura da MGF assim como a de seus derivados ndo apresentam grupos
capazes de sofrerem protonacdo ou desprotonacdo para gerar cargas a pH = 7,4, de
modo que a forca eletrostatica ndo é a principal forca envolvida nas interacdes. Por
outro lado, a ligagdo de hidrogénio pode ocorrer. Os parametros termodinamicos
avaliados séo consistentes com a espontaneidade das interacdes, os valores negativos de
AG® revelaram que o processo de interagdo € espontaneo para estas moléculas na faixa
de temperatura avaliada, sendo entalpicamente e entropicamente dirigida (YANG. Z;
TANG. R; ZHANG. Z, 2012). Os parametros negativos de entalpia e positivos de
entropia sugerem que a associacdo ASH:Xantonas possivelmente estejam sendo
governadas pela desolvatacdo e/ou fatores hidrofébicos (TIMASEFF, 1972). Os valores
de entalpia e AG® para o derivado AcMGF mostraram-se altamente favoraveis
comparados aos demais, este derivado liga-se espontaneamente, isto ocorre devido ao
fato de os grupos acetatos poderem contribuir para a interacdo do ligante com outros

residuos de amino&cidos no interior da cavidade/sitio de ligag&o.
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Figura 39. Grafico de Van’t Hoff para associagdo ASH: MGF a trés temperaturas
diferentes.

Tabela 18. Parametros termodindmicos (AH®, AS°, AG®) para ASH:MGF e Derivados em

trés temperaturas.

Compostos T AH° AS° AG®° re Compostos T AH° AS° AG° re
(K) (ki/mol)  (ki/molK) (kJ/mol) (K)  (k¥/mol) (kJ/molK) (kJ/mol)
296 -28,0 296 -28,4
MGF 303 -13,2 0,0492 -27,8 0,9460 PAcMGFMe 303 -3,20 0,0851 -28,6 0,9991
310 -27,9 310 -29,9
296 -133,2 296 -28,8
AcMGF 303 -719,5 0,1738 -133,1 0,9860 PAcCMGFEt 303 -2,39 0,0907 -29,5 0,9970
310 -133,3 310 -29,7
296 -36,5 296 -29,1
PACMGF 303 -32,0 0,0154 -36,6 0,9990 PAcMGFBz 303 -24,3 0,0173 -29,5 0,9994
310 -36,7 310 -29,6

Para melhor andlise das interacGes entre proteina e ligantes foi realizado estudo
teérico de ancoramento molecular (do inglés docking molecular), descrito
posteriormente. Para validar os resultados de docking molecular realizados neste
trabalho assim como o sitio especifico de interacdo dos ligantes com a proteina ASH,
foram utilizados os marcadores ibuprofeno e varfarina. No processo de analise estes
marcadores sdo adicionados a solucdo de ASH seguido dos ligantes, este ensaio tem

como objetivo avaliar possiveis alteracbes nos valores das constantes de associacdo
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(Ka), a qual deve apresentar o valor de 10° M™. Se ap6s as adicdes houver alteracéo no
valor da constante, percebe-se que a competicao esta ocorrendo, ou seja, cada um desses
marcadores se liga a um sitio especifico da proteina.

Para a ASH pode utilizar dois marcadores de sitio: varfarina e ibuprofeno. O
marcador varfarina se liga ao sitio 1 o qual esta localizada no subdominio I1A e ja o
marcador ibruprofeno interage no sitio |11 da proteina que se encontra no subdominio 1B
Figura 40 (CHAVES, 2017).

Sitio do Ibuprofeno <—IB

o )

HyC

Trp-214 Sy z )5 ey A

\

IB AsH - PDB:1N5U

Figura 40. Estrutura cristalografica da ASH (codigo pdb: 1N5U) com distin¢cdo dos
subdominios. O residuo Trp-214 estd localizado no subdominio 1A (amarelo).
Adaptado de CHAVES, 2017.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 19 (MGF - Figura 41 - e
derivados em anexo - Figuras A.62, 63, 64, 65, 66) as analises de ensaio de competicéo
indicam que o marcador varfarina causou maior alteracdo na constante de ligagéo de
Stern-Volmer modificada (K;), sugerindo uma competi¢cdo entre tal marcador e os
ligantes estudados. Portanto, o sitio 1 no subdominio I1A da proteina é o principal local
de ligacdo da MGF e derivados na albumina. Posteriomente, serdo apresentados

resultados de ancoramento molecular para o sitio I.
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Figura 41. Grafico de competicdo para MGF proteina ASH e marcadores ibuprofeno e

varfarina a temperatura 310K

Tabela 19. Constante de associagéo (Ka), para ASH: Marcadores: MGF e Derivados, a 310K.

2

Compostos T (K) Ka r’ Compostos T (K) Ka r
MGF 310  (5.90x10%*  0.9991 PACMGFMe 310 (2.56 x10%) ? 0.9989
(7.70 x10%°  0.9760 (8.96 x10°%) " 0.9985
ACMGF 310 (2.10x10%*  0.9987 PACMGFEt 310 (1.10 x10% ® 0.9990
(8.07 x10%®  0.9990 (6.30 x10°%) 0.9984
PACMGF 310  (4.44x10%%  0.9990 PACMGFBz 310 (2.60 x10%) 2 0.9994
(6.37 x10°)°  0.9987 (7.57 x10%) 0.9985

a=Ibuprofeno b = Varfarina

Na (Figura 42) estdo representadas as estruturas quimicas desses marcadores,

Analisando a estrutura quimica desses marcadores com o composto natural mangifeirna

e seus derivados percebe-se relativa semelhanga estrutural.
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Figura 42. Semelhanca estrutural entre as estruturas quimicas dos marcadores

para estudo de competicdo com a xantona.

Uma das explicacOes para o resultado de competicdo observado entre a varfarina
e os ligantes no sitio | esta nesta similaridade estrutural existente entre este marcador e
as xantonas, a varfarina por sua vez, apresenta em sua estrutura dois anéis fundidos
além de mais um anel aromético tornando esta estrutura bastante semelhante ao
esqueleto base das xantonas. Como pode ser visto na tabela 12, a varfarina foi o
marcador que provocou alteracdo no valor de Ka, competindo pelo sitio | da proteina no
subdominio IlA, dessa forma é possivel inferir que as interacdes realizadas por este

marcador ocorre de modo similar as interagGes realizadas pelas xantonas.

6.3.3-Absorcdo de Luz Circularmente Polarizada (Dicroismo circular - DC) —
Célculo da Porcentagem de Estrutura de a-Hélice

Para verificar melhor a mudanca estrutural da ASH apés a adi¢do de MGF e seus
derivados, o dicroismo circular foi a técnica utilizada devido a sua previsdo sensivel
para monitorar possiveis alteragcbes conformacionais em proteinas apds interagdo com
ligantes (VARLAN et al., 2010 & YUE, 2008). O dicroismo circular é util para o
estudo de moléculas oticamente ativas (moléculas quirais), macromoléculas, e também
para moléculas de origem bioldgica, como proteinas, carboidratos, dendrimeros, é uma
forma de espectroscopia que faz uso da absorcdo diferenciada da luz polarizada no

sentido horério (direita) ou no sentido anti-horario (esquerda). E uma técnica
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amplamente usada para a determinacdo da estrutura secundaria de macromoléculas
(KELLY, 2005 & CHENG, 2009).

As medidas de dicroismo circular permitem analisar as estruturas secundarias e
terciarias de proteinas. Valores negativos maximos de elepticidade () em 208 nm e 222
nm sdo indicativos da presenga de estrutura predominantemente em a-hélice, e valores
de elipticidade negativos entre 215 nm e 225 nm sugerem a presenca de estrutura em
folha-p (JOHNSON 1998, VENY AMINOV & YANG 1996, CORDEIRO 2005).

Estimativas acerca do percentual de a-hélice para a estrutura secundaria de ASH
na auséncia e na presenca de supressor podem ser estimadas usando as (Equacoes 9,
10a e 10b) (STAN et al., 2009).

%
RE=——
(10.n.1C,) ©)
Onde:
MRE = elipticidade molar residual (deg.cm?/dmol);
6 = elipticidade observada (mdeg);
n = nimero de amino acidos residuais (585 para ASH) (STAN et al., 2009);
I = comprimento 6tico da cubeta (1cm);
Cp = concentrac&o molar de ASH (1,00 x 10°mol/L).
o | (£ MRE,q; —4000)
a —helice % = {(33000 > 2000) x 100 (10a)
o[- MRE222—2340)}
a —helice% = [30300 x100 (10b)
Onde:

MRE s - elipticidade molar residual em 208 nm (deg.cm?dmol);
MRE,, - elipticidade molar residual em 222 nm (deg.cm?dmol);

a- hélice % - percentual de « —hélice na estrutura da ASH.

Os espectros de DC foram registrados na presenca e na auséncia dos compostos,
em diferentes concentragfes a 310K (Figura 43) no anexo para os demais compostos
(Figuras A.67, 68, 69, 70, 71). Apds adicOes sucessivas de aliquotas de ligantes, foi

observado um leve decaimento na intensidade dos méximos de absorcdo na regido do
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ultravioleta a 208nm e a 222nm (HE et al. 2005; OBERG & UVERSKY, 2001; QING
et al, 2009). Essas bandas contribuem para a transi¢io 7 - © e n - 1 , respectivamente na
ligacdo peptidica da estrutura de a-hélice da proteina (SHI et al., 2015). Os resultados
indicam que a estrutura secundaria da ASH sofreu uma pequena alteracdo em sua
estrutura, sendo este fato mais um indicativo da formacgédo de complexos entre ASH e as
xantonas. Foi observado ap6s as adi¢cGes dos ligantes que a absor¢do em 208nm,
apresentou uma perturbacdo, a qual ndo foi verificada para o comprimento de onda
222nm. Este comportamento pode ser devido as moléculas (ligantes) possuirem centros
quirais que sdo oticamente ativos, de modo que estes centros causam influéncias no
momento das analises. Objetivando avaliar se esta perturbagdo de fato estaria ocorrendo
ou ndo na absor¢do em 222nm, foram analisados espectros para a minima, média e
méaxima concentracdo de ligantes, como resultado ndo houve influéncia significativa.
Contudo, os espectros de CD da ASH na presenca e na auséncia de cada amostra sao
semelhantes em intensidade e forma, deste modo pode-se concluir que a MGF e seus
derivados ndo afetam significativamente a integridade da estrutura a-hélice da albumina

(KHAN et al., 2008).

0 //
-20 :
S 40 -
(0]
£
< 60+
© ——ASH
o -5
© ——0,33X10
S 80 5
k) 0,66X10
a -5
= ——0,99X10
i -100 5
1,32X10”
-120 4
E——————
200 210 220 230 240 250 260

Comprimento de onda (nm)

Figura 43. Espectros de dicroismo circular para ASH pH=7.4 em mangiferina (MGF),
nas concentracdes Cuer = 0,33; 0,66; 0,99 e 1,32 x 10 mol/L, Cysa = 1.00x10° mol/L
a 310K.
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Como pode ser visto na Tabela 20 a porcentagem de a-hélice a 208 nm e a
222nm apresentou alteragfes pouco significativas ao comparar o valor de ASH livre
com o valor para ASH na presenca de cada ligante. Foi observado para a perturbagéo da
estrutura da proteina em 208nm reducgdes nos valores de elipticidade quando comparado
a proteina livre, este fato ocorre em virtude do efeito causado pela quiralidade das
substanciais, ainda assim, é possivel assumir esses dados obtidos como um resultado
plausivel, dando indicios de que a perturbacdo causada sobre a estrutura secundéria
durante a interacdo Proteina-Moléculas ndo seja capaz de influenciar de modo
significativo a estrutura da proteina. Valores percentuais para a perturbacdo da estrutura
secundaria da proteina para a mangiferina e seus derivados, nos respectivos com
primentos de onda, dados calculados para concentracdo maxima de anélise: MGF 1,7%
(208nm), 0,1% (222nm); AcMGF -1,1% (208nm), 0,2% (222nm); ACMGFP -1,8%
(208nm), 0,5% (222nm); AcMGFPMe -0,5% (208nm), 1,4% (222nm); AcMGFPEt -
0,2% (208nm), 2,2% (222nm); AcMGFPBz -0,2% (208nm), 0,6% (222nm).

Tabela 20. Porcentagem de a-hélice para estrutura secundaria de ASH apés ligagdo com MGF

e ACMGF. Casy = 1.00x10°M, pH = 7.4 a temperatura T = 310K.

Compostos Conc. (M) 208nm 222 nm Compostos Conc. (M) 208 nm 222 nm
ASH livre 585 543 ASH livre 58.0 541
0.33x10° 57.0 543 0.33x10° 580 54.2
MGF 0.66x10% 57 g 54,3 ACMGF 0.66x10° 58,8 54,0
0.99x10° 571 542 0.99x10° 589 539
1.32x10° 56.8 542 1.32x10° 59.1 539
ASH livre 576 537 ASH livre 58.4 55.0
0.33x10° 58.1 536 0.33x10° 59.0 545
PACMGF 0.66x10™ 59,0 535 PACMGFMe 0.66x10™ 58,9 54.3
0.99x10% o, 53,4 0.96x10™ 58,4 53,7
1.32x10° 50.4 53.2 1.32x10° 58.9 53.6
ASH livre 58,0 538 ASH livre 58,6 54.9
0.33x10° 575 53.4 0.33x10° 58.9 548
PACMGFEt  0.66x10° 58.1 53,1 PACMGFBz 0.66x10° 59.9 54.7
099x10% g 52,3 0.99x10™ 60,0 54,5
1.32x10® 58.2 516 1.32x10® 60.6 54.3

114



6.4 - Avaliacéo biologica

6.4.1 - Ensaio de toxicidade do derivado peracetilado (AcMGF) frente a linhagem
de monacitos humanos THP-1, com utilizacdo dos reagentes colorimétricos Azul de
Trypane XTT

Para a analise de viabilidade celular utilizou-se o corante azul de Trypan, que
ndo atravessa membranas integras. Assim, células vivas ndo permitem a passagem do
corante e, logo, ndo adquirem nenhuma coloracdo. Como as células mortas tém suas
membranas danificadas, ocorre o fluxo de corante para o interior da célula, fornecendo
uma coloracao azul. Na (Figura 44), a seguir, esta representado o grafico obtido apds a
realizacdo do ensaio. Os resultados foram analisados utilizando-se o programa
GraphPad Prisma e revelaram o valor de ICso= 17,81pmol.mL™. Todas as situacbes
foram avaliadas comparando-as com o veiculo DMSO, observou-se que ha uma relagao
linear, ou seja, a relacdo dose resposta para atividade citotdxica frente a linhagem
tumoral THP-1 é dependente da concentragdo. As concentracdes de 10 e 20ug.mL™
foram as que apresentaram melhor atividade, as quais obtiveram valores de significancia
satisfatorios. Por meio desse esnaio foi possivel determinar que o composto testado
(AcMGF) apresentou atividade significativa contra a linhagem celular THP-1.

Atividade antitumoral
61 AcMGF

N° de células x 10

Figura 44. Avaliacdo da viabilidade celular em mondcitos humanos THP-1 tratados com
ACMGF (2-C-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1,3,6,7-tetraacetoxi-9H-xanten-9-ona.) nas
concentragdes indicadas. Os monadcitos foram cultivados em triplicatas na concentragdo de 3 x
10° células.mL™. As células foram tratadas por 48h com diferentes concentracdes do composto
variando de 1 a 40 ug.mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo método de excluséo, utilizando
azul de Trypan. Os valores de P< 0,005 foram considerados estatisticamente significativos.

Dados representativos de dois experimentos independentes.
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Neste trabalho também foram realizados ensaios com emprego do reagente XTT
(2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazol-5-carboxanilida) tetrazolium, que é
um solido de coloracdo amarelo-palido (PAULL et al., 1988). Os ensaios para 0
monitoramento da proliferacdo celular sdo amplamente realizados com a utilizacdo do
reagente colorimétrico XTT, bem como testes de sensibilidade a farmacos, devido aos
resultados obtidos serem reprodutiveis (SCUDIERO et al., 1988; ARMAL & AFIFI,
2007). Durante a realizagdo do ensaio colorimétrico, o reagente XTT (que possui 0
nucleo tetrazolium) sofre uma reacao de reducdo pela acdo das enzimas desidrogenases
mitocondriais presentes em células metabolicamente viaveis, sofrendo abertura do
nacleo heterociclico tetrazolium, sendo convertido em uma formazana (Figura 45), que
é solivel em agua, gerando uma solucdo de coloracdo avermelhada (ROEHM et al.,
1991).

NAD(P)H
OCH; OCH;
cH3 CH, S0, CH3 PMS

forma reduzida

: : OCH, elétrons OCH3
/ /
\ﬁ/lk Reduc;ao \v/lk /®

H,CO H;CO N=N

ON S0; O.N S0;
XTT Derivado formazana
coloracdo amarelo-palida coloracédo avermelhada

Figura 45. Reacdo colorimétrica de formacao do derivado formazana a partir do sal de
XTT catalisada pelo PMS (ROEHM et al, 1991; PAULL et al, 1988).

A viabilidade celular foi mensurada apds tratamento com a solugdo de XTT na
concentracdo de 1,2mg.mL™ e PMS (N-metil dibenzopirazina metil sulfato, na
concentracdo de 0,0765 mg.mL™). O sal de XTT sofre reducdo na superficie da

membrana interna da mitocondria, sendo convertido a sua forma reduzida. O PMS atua
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como carreador de elétrons, catalisando a reacdo de oxirreducdo. O NAD(P)H,
carreador de elétrons responsavel por realizar a transferéncia de elétrons na cadeia
transportadora de elétrons no ciclo respiratorio, doa elétrons para o0 PMS, que por sua
vez assume sua forma reduzida, e em seguida os elétrons adquiridos sdo cedidos para a
reacdo de reducdo do XTT a formazana. Entdo o PMS retorna a sua forma oxidada de

origem.

Os ensaios de citotoxicidade frente a linhagem THP-1 para a mangiferina e seus
derivados, foram realizados nas concentragdes de 1, 10, 20 e 40pg.mL™ de cada
derivado, utilizando o reagente colorimétrico XTT. Os resultados obtidos, representados
no gréfico a sequir (Figura 46), demonstraram que a principio nenhum dos compostos
avaliados obteve atividade consideravel frente a linhagem THP-1, a leitura da placa foi
realizada em intervalos de 2, 3 e 4 horas. Apds cada leitura foram verificados aumentos
gradativos nos valores de absor¢do, dando indicios de que estaria ocorrendo aumentos
no nimero de células. No entanto, o intervalo entre cada leitura ocorreu em um tempo
bastante curto para permitir que as células pudessem proliferar tdo rapidamente. Caso
fosse possivel haver este aumento na populacdo celular, isto deveria ter sido observado
no poco contendo as células vivas (controle Vivo), o que ndo foi verificado, uma vez
que os valores de absovéncia se mativeram constantes a cada leitura nessa situacao.
Esses aumentos elevados foram observados apenas para as situacdes que foram
administradas com os compostos, a hipotese mais provavel seria que estas moléculas
poderiam estar interagindo com o reagente colorimétrico de modo a influenciar no
momento da realizagéo das leituras. Isto pode ser percebido claramente no grafico, uma
interferéncia expressiva para o composto natural MGF, sendo esta uma substancia
polihidroxilada com caracteristicas antioxidantes consideravel, o mesmo efeito foi
verificado para seu derivado PACMGF no qual apenas as hidroxilas fendlicas foram
mantidas. Imaginamos que, possivelmente, esses compostos estariam envolvidos no
processo de oxirreducdo do reagente XTT. Os demais compostos apresentaram em
menor grau 0 mesmo efeito, fato que poderia ser explicado devido a auséncia das

hidroxilas fendlicas, o0 que teria impacto em suas atividades antioxidantes.
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Figura 46. Avaliagdo da viabilidade celular em mondcitos humanos THP-1 tratados com MGF,
AcCMGF, PACMGF, PACMGFMe e PACMGFBz nas concentragdes indicadas. Os mondcitos
foram cultivados em triplicatas na concentragdo de 3 x 10° células.mL™. As células foram
tratadas por 48h, nas respectivas concentracdes 1, 10, 20 e 40 pg. mL™. A viabilidade celular foi
obtida pelo método colorimétrico, utilizando reagente XTT. Dados representativos de dois

experimentos independentes.

Apds obtencdo destes resultados (Figura 47), um levantamento bibliogréafico
detalhado foi realizado, visando embasar o entendimento sobre a interferéncia dos
derivados fendlicos no processo de oxirreducdo envolvido no ensaio colorimétrico
utilizado. A literatura relata, em diferentes trabalhos, a utilizagdo do ensaio
colorimétrico com MTT (brometo de 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium,
Figura 47), onde também ocorre a formagdo de um derivado do tipo formazana, apos
abertura de um tetrazolium. Mais recentemente, Liu e Nair (2010), descreveram a
padronizacdo do método com MTT para quantificacdo da atividade antioxidante de
diferentes compostos, além de extratos vegetais (LIU et al., 2010), tendo o método sido

utilizado em trabalhos posteriores do grupo (ZHANG et al., 2013).
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Figura 47. Reacdo de reducdo do MTT a respectiva formazana.

Tendo como base os resultados obtidos no ensaio com XTT, além das
informacdes obtidas na literatura, foi realizado um ensaio colorimétrico na auséncia de
células, mantendo o PMS, necessario a etapa de reducdo e abertura do nucleo
tetrazolico. Apos analise dos resultados mostrados na Figura 48, observa-se claramente
a participagdo dos derivados fendlicos da mangiferina no processo de oxirreducgdo. Este
efeitoé mais pronunciado no produto natural (MGF), no qual o nucleo xantdnico tem
todas as hidroxilas fendlicas livres, e no derivado parcialmente acetilado (AcMGF-P),

que possui trés das quatro hidroxilas fendlicas livres.
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Figura 48. Ensaio colorimétrico, realizado na auséncia de células, onde o meio de
cultura foi tratado com mangiferina e seus derivados, nas concentragdes de 1-40ug.mL’
' A leitura foi realizada apds 4h de incubagio com o reagente colorimétrico (XTT) e

adicdo de PMS. Dados representativos de dois experimentos independentes.
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7- CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos para extracdo da mangiferina aplicando a metodologia de
extracdo via Ultrassom e Micro-ondas, mostrou-se altamente satisfatoria em relacéo ao
processo convencional (Soxhlet). Embora os rendimentos para extragdo em Soxhlet
sejam relativamente superiores, as vantagens adiquiridas com o uso das técinas de
ultrassom e micro-ondas justificam a sua escolha, a qual possibilitou reducédo
consideravel no tempo, gasto energético, além da utilizagdo de menores quantidades de
solventes, fornecendo um produto com alto grau de pureza determinado por CLAE-
DAD.

As reacOes de modificagcbes estruturais realizadas sobre a mangiferina
mostraram-se adequadas, fornecendo produtos com bons rendimentos entre 72 e 96% 0s

quais foram devidamente caracterizados pelos métodos convencionais de analise.

Os resultados dos estudos por supressdo de fluorescéncia no estado estacionario
da interacdo entre albumina sérica humana (ASH) com MGF, AcMGF, AcMGFP,
AcMGFPMe, AcCMGFPEt, AcMGFBz, mostraram que ocorreu a supressdo da banda de
emissdo de fluorescéncia da ASH que apresenta maximo de emissdo a 340nm (Aex=

280nm), indicando o envolvimento do triptofano na interacdo entre as xantonas e ASH.

Os valores das constantes de Stern-Volmer (Ksv) (Ksv = 10* L/mol) indicam que
o provavel processo de supressdo de ASH pela interacdo com as xantonas ocorre através
do mecanismo estatico e/ou dindmico, com pouca contribuicdo do processo de
supressdo dindmica, com formacdo de pré-associacdo ASH:Xantonas antecedendo o
processo de transferéncia de energia. Por outro lado, para o composto natural (MGF) a
supressdo ocorre via mecanismos distintos, a baixas concentragcbes do ligante a
supressdo inicia-se com 0 mecanismo estatico apos adicdo de aliquotas da substancia o
mecanismo dindmico ocorre a altas concentracdes. Os altos valores encontrados para as
constantes de velocidade de supressao de fluorescéncia (kq) para a interagdo entre ASH
e xantonas (kq= 10*?L/mol.s), quando comparados com a constante de difusdo em agua
(k= 5 X 10°L/mol.s) indicam em alguns casos o carater estatico com a formacio de

complexos no estado fundamental entre ASH com as moléculas supressoras.

Os valores de Ka obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificados das

xantonas apresentaram valores (Ka = 10* L/mol), indicando que os ligantes ligam-se de
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modo reversivel e exibem afinidades moderadas pela proteina, como essas moléculas
apresentam interacbes moderadas e reversiveis, esses compostos podem ser
armazenados e transportados pela ASH. Os valores de AH® negativos para as xantonas
indicam que as interacdes nesse caso devem possuir um carater hidrofilico , sugerindo
ligacbes do tipo ligacdo de hidrogénio. Por outor lado, considerando o valor positivo
encontrado para o termo entropico (AS°) é possivel atribuir, como demonstrado no
parametro entalpico, que ndo se pode descartar a possibilidade de contribuigdes de
carater hidrofobico da interacdo ASH:ligantes para esta classe de compostos. Os valores
termodinamicos de enegia livre de Gibbs, calculados para todas as moléculas, estdo em

total acordo com a espontaneidade da associagéo.

Os estudos de dicroismo circular, mostraram que ocorreu pequenas alteracfes da
% de a-hélice da estrutura secundaria da proteina, como consequéncia do aumento da
concentracdo das xantonas. Estas variacGes ficaram evidentes nos espectros de
dicroismo circular, nas intensidade das bandas negativas 208 e 222nm, indicando uma

possivel formacdo de complexos.

Os resultados de docking molecular permitiram avaliar as interacGes no interior
do sitio da ASH, o estudo forneceu valores de pontuacdo para cada ligante e quanto
maior for estes valores, isto, reflete em interacdes mais significativas. Através da
docagem molecular foi possivel determinar os principais residuos de aminoacidos
envolvidos nas interacdes, e dessa forma avaliar como esses compostos se ligam dentro

do sitio da proteina e como interagem com os residuos de aminoacidos da ASH.

Os ensaios para avaliagdo da atividade biologica em mondcitos humanos
(linhagem THP-1) realizados com reagente colorimétrico azul de tripan para o derivado
AcMGF demonstrou que este composto apresenta atividade citotdxica contra as células
tratadas, com valor de ICxg :17,81umol.mL'1. Contudo, ao realizar 0os ensios com o
reagente colorimétrico XTT para a mangiferina e seus derivados os resultados para as
absorcbes demonstraram aumentos do numero de células apds tratamento com o0s
compostos, possivelmente as substancias estariam interagindo provocando a reducdo do
reagente XTT. Nesse contexto, consideramos como perspectivas para este estudo a
realizacdo de novos testes bioldgicos com possiveis modificacdes que se fizerem
necessarias para avaliar a atividade destas moléculas frete a esta linhagem tumoral,

entre outras, além dos ensaios de toxidez dessas substancias.
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9- ANEXO

10.1. Caderno de Espectros

a) Mangiferina (2-C- g-D-glocopiranosil- 1,3, 6, 7-tetraidroxixantona)

24-03-17_MANG1 (0.034) Is (1.00,1.00) C19H18011
1004 423.0927
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TOF MS ES+
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Espectro A.1. EMAR (ES+) para XX MGF.
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Espectro A.2. Espectro de IV (KBr) da mangiferina (2-C- B-D-glocopiranosil- 1,3, 6, 7-

tetraidroxixantona)
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Espectro A.3. Espectro de RMN 'H (500MHz, DMSO) da mangiferina (2-C- PB-D-
glocopiranosil- 1,3, 6, 7-tetraidroxixantona).
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Espectro A.4. Espectro de RMN *C (500MHz, DMSO) da mangiferina (2-C- B-D-
glocopiranosil- 1,3, 6, 7-tetraidroxixantona).

b) Derivado Acetilado 1 (2-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1,3,6,7
tetraacetoxixantona)

080416_LAF4C (0.034) Is (1.00,1.00) C35H34019 TOF MS ES+

100 759.1772 5.48e12
760.1807
761.1832
0 T T

Espectro A.5. Espectro de EMAR (ES+) do derivado 2-8-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1,3,6,7-
tetraacetoxixantona 1.
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Espectro A.8. Espectro de RMN®C - DEPT Q (500MHz, CDCL3) do 2-8-D-
tetraacetoxiglicopiranosil-1,3,6,7-tetraacetoxixantona 1.
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Espectro A.9. Analise por CLAE-DAD e curva no UV-Vis de 2-5-D-tetraacetoxiglicopiranosil-
1,3,6,7-tetraacetoxixantona 1.
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¢) Derivado parcialmente acetilado: 2-g-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-

hidroxixantona 2.

05-04-17_MGAC(1) (0.024) Is (1.00.1.00) C20H28018
100, 633.1458
*
634.1400
835.1514
6358.1541

TOF MS ES+
6.98e12

Espectro A.10. Espectro de EMAR (ES+) do derivado 2-f-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-

acetoxi-3,6,7-hidroxixantona 2.
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Espectro A.11. Espectro de IV 2-5-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-hidroxixantona

2.
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Espectro A.12. Espectro de RMN *H (400MHz, MeOD) do 2-4-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-
acetoxi-3,6,7-hidroxixantona 2.
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Espectro A.13. Espectro de RMN™C - DEPT Q (400MHz,MeOD) do 2-8-D-
tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-hidroxixantona 2.
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Espectro A.14. Anélise por CLAE-DAD e curva no UV-Vis de 2-4-D-
tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-hidroxixantona 2.
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d) Derivado 3 (2-#-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trimetoxixantona )

05-04-17_MGME(2) (0.034) Is (1.00,1.00) C32H34016 TOF MS ES+
675.1925 6.72e12
1001
c’\°.
676.1959
677.1985
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T miz
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Espectro A.15. Espectro de EMAR (ES+) do derivado 2-4-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-

acetoxi-3,6,7-trimetoxixantona 3.
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Espectro A.16. Espectro IV 2-4-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trimetoxixantona

3.
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Espectro A.17. Espectro de RMN 'H (500MHz, CDCL3) 2-4-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-
acetoxi-3,6,7-trimetoxixantona 3.
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Espectro A.18. Espectro de RMN®C — DEPT Q (500MHz, CDCL3) do 2-4-D-
tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trimetoxixantona 3.
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Espectro A.19. Anélise por CLAE-DAD e curva no UV-Vis de 2-4-D-
tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trimetoxixantona 3.
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e) Derivado 4 (2-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trietoxixantona)

05-04-17_MGET(3) (0.034) s (1.00,1.00) C35H40016 TOF MS ES+

100+ 717.2394 6.50e12
&
718.2429
719.2455
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T |

Espectro A.20. Espectro de EMAR (ES+) do derivado 2-4-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-
acetoxi-3,6,7-trietoxixantona 4.
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Espectro A.21. Espectro de IV de (2-f-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-
trietoxixantona) 4.
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Espectro A.22. Espectro de RMN 'H (500MHz, CDCL3) 2-4-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-
acetoxi-3,6,7-trietoxixantona 4.
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Espectro A.23. Espectro de RMN“C - DEPT Q (500MHz, CDCL3) 2-4-D-
tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trietoxixantona 4.
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Espectro A.24. Andlise por CLAE-DAD e curva no UV-Vis de 2-4-D-
tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-trietoxixantona 4.
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f) Derivado 5 (2-p-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-tribenzilxantona)

05-04-17_MGEB(4) (0.034) Is (1.00,1.00) C50H46016 TOF MS ES+

100+ 903.2664 5.50e12
904 2698
=
905.2928
9062957
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Espectro A.25. Espectro de EMAR (ES+) do derivado 2-4-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-
acetoxi-3,6,7-tribenzilxantona 5.
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Espectro A.26. Espectro de IV  2-f-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-
tribenzilxantona 5.
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Espectro A.27. Espectro de RMN 'H (500MHz, CDCL3) 2-8-D-tetraacetoxiglicopiranosil-1-
acetoxi-3,6,7-tribenzilxantona 5.
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Espectro A.28. Ampliacdo da regido (7,25-8,00 ppm) do espectro de RMN *H do derivado 5.
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Espectro A.29. Ampliacao da regido (5,00-5,40 ppm) do espectro de RMN *H do derivado 5.
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Espectro A.30. Espectro de RMN®™C - DEPT Q (500MHz, CDCL3) 2-8-D-
tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-tribenzilxantona 5.
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Espectro A.31. Andlise por CLAE-DAD e curva no UV-Vis de 2--D-
tetraacetoxiglicopiranosil-1-acetoxi-3,6,7-tribenzilxantona 5.
10.2. Estudo fotofisico
a) Espectros de absorcao no UV-Vis
4 —— ASH
—— ASH + 5uL
ASH + 10uL
Ab —— ASH + 15uL
so 7 ASH + 20uL
b —— ASH + 25uL
. ASH + 30uL
an | —— ASH + 35uL
ci —— ASH + 40uL
a
(a. 14

T
250

Comprimento de onda (nm)

450

Figura A.32. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solugdo de ASH tamponada com PBS

(pH= 7,4) e contendo diferentes concentracdes da xantona (ACMGF), Casyy = 1,0 x 10° mol/L e
C aemer = 0,17; 0,33; 0.50; 0.66; 0.83; 0.99; 1.15 e 1.32x10™° mol/L).
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Figura A.33. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solugdo de ASH tamponada com PBS

(pH= 7,4) e contendo diferentes concentra¢fes da xantona (PACMGF), Casy = 1,0 X 10° mol/L

e C pacmer = 0,17; 0,33; 0.50; 0.66; 0.83; 0.99; 1.15 e 1.32x10™ mol/L).
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Figura A.34. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS

(pH= 7,4) e contendo diferentes concentracdes da xantona (PACMGFMe), Casy = 1,0 x 10°

mol/L e C pacmceve = 0,17; 0,33; 0.50; 0.66; 0.83; 0.99; 1.15 e 1.32x10°° mol/L).
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‘7 —— HSA
— HSA + 5uL
HSA + 10uL
Ab | —— HSA + 15uL
S0 HSA + 20uL
b — HSA + 25uL
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Ci —— HSA + 40ul|
a
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Figura A.35. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solugdo de ASH tamponada com PBS
(pH= 7,4) e contendo diferentes concentragdes da xantona (PACMGFEL), Casy = 1,0 X 10°
mol/L e C paemore: = 0,17; 0,33; 0.50; 0.66; 0.83; 0.99; 1.15 e 1.32x10™ mol/L).

4
—_ASH
— ASH + 5uL
ASH + 10uL
Ab | — ASH + 15uL
SO ASH + 20ul
b — ASH + 25uL
A ASH + 30uL
an | — ASH + 350l
ci — ASH +40uL
a
(a. 4
0 . . . - . .
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura A.36. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solugdo de ASH tamponada com PBS
(pH= 7,4) e contendo diferentes concentracdes da xantona (PACMGFBZ), Casy = 1,0 x 107
mol/L e C pacmore: =0,17; 0,33; 0.50; 0.66; 0.83; 0.99; 1.15 e 1.32x10™° mol/L).
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Figura A.37. Espectros de absorgdo de ASH 10° mol/L em preto, ASH + 40uL de AcCMGF em

azul e AcMGF em metanol, vermelho.
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Figura A.38. Espectros de absorcdo de ASH 10° mol/L em preto, ASH + 40uL de PACMGF

em azul e PAcMGF em metanol, vermelho.
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Figura A.39. Espectros de absorcdo de ASH 10 mol/L em preto, ASH + 40uL de PACMGFMe
em azul e PAcCMGFMe em metanol, vermelho.
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Figura A.40. Espectros de absor¢do de ASH 10™° mol/L em preto, ASH + 40uL de PACMGFEt

em azul e PAcCMGFEt em metanol, vermelho.
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Figura A.41. Espectros de absorcdo de ASH 10 mol/L em preto, ASH + 40uL de PACMGFBz
em azul e PAcCMGFBz em metanol, vermelho.

b) Espectros de emissao de fluorescéncia
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Figura A.42. Espectros de emissdo de fluorescéncia (hexe = 280nm) do fluordforo interno da

ASH (Trp-214) e sua supressdo pela adicdo de AcMGF. ASH em solugéo tampéo PBS
(pH= 7,4) em (ACMGF), C as = 1,0 x 10° mol/L e C acmer = 0.17, 0.33, 0.50, 0.66,
0.83,0.99, 1.15 e 1.32x10™ mol/L), a T= 310K.
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Figura A.43. Espectros de emissdo de fluorescéncia (hexe = 280nm) do fluoréforo interno da
ASH (Trp-214) e sua supressao pela adi¢do de PACMGF. ASH em solugédo tampéo PBS
(pH= 7,4) em (PACMGF), C ash = 1,0 x 10” mol/L e C pacmer = 0.17, 0.33, 0.50, 0.66,
0.83,0.99, 1.15 e 1.32x10™ mol/L), a T= 310K.
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Figura A.44. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280nm) do fluordforo interno da
ASH (Trp-214) e sua supresséo pela adigdo de PAcCMGFMe. ASH em solucéo tampéo
PBS (pH= 7,4) em (PACMGFMe), Cash = 1,0 x 10”° mol/L e C pacmerve = 0.17, 0.33,
0.50, 0.66, 0.83, 0.99, 1.15 e 1.32x10™° mol/L), a T= 310K.
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Figura A.45. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280nm) do fluordforo interno da
ASH (Trp-214) e sua supressdo pela adicdo de PACMGFEt. ASH em solugdo tampéo
PBS (pH= 7,4) em (PACMGFEt), Casn = 1,0 x 10®° mol/L e C pacmore: = 0.17, 0.33,
0.50, 0.66, 0.83, 0.99, 1.15 e 1.32x10™ mol/L), a T= 310K.
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Figura A.46. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280nm) do fluordforo interno da
ASH (Trp-214) e sua supressao pela adicdo de PACMGFBz. ASH em solugdo tampéo
PBS (pH= 7,4) em mangiferina (PACMGFBZz), Casy = 1,0 x 10° mol/L e C pacmarsZ =
0.17, 0.33, 0.50, 0.66, 0.83, 0.99, 1.15 e 1.32x10° mol/L), a T= 310K.

164



¢) Graficos de Stern-Volmer
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Figura A.47. Gréfico de Sterm-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aex =
280nm) pela (AcMGF) a diferentes temperaturas. Cagy= 1.00 x 10° mol/L e um pH = 7,4.
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Figura A.48. Grafico de Sterm-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aey, =
280nm) pela (PACMGF) a diferentes temperaturas. Casy= 1.00 x 10° mol/L e um pH = 7,4.
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Figura A.49. Gréfico de Sterm-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aex =
280nm) pela (PACMGFMe) a diferentes temperaturas. Cagy= 1.00 x 10° mol/L e um pH = 7,4.
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Figura A.50. Grafico de Sterm-Volmer para a supressio de fluorescéncia de ASH (Aey =

280nm) pela (PACMGFEL) a diferentes temperaturas. Casy= 1.00 x 10° mol/L e um pH = 7,4.
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Figura A.51. Gréfico de Sterm-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc =

280nm) pela (PACMGFBz2) a diferentes temperaturas. Casy= 1.00 x 10 mol/L e um pH = 7 4.

d) Gréficos modificado de Stern-Volmer
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Figura A.52. Grafico modificado de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia ASH:

ACMGF, sistema a diferentes temperaturas. Casy = 1.00 x 10° mol/L e pH = 7,4.
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Figura A.53. Grafico modificado de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia ASH:

PACMGF, sistema a diferentes temperaturas. Casy = 1.00 x 10° mol/L e pH = 7,4.
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Figura A.54. Grafico modificado de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia ASH:

PACMGFMe, sistema a diferentes temperaturas. Casy = 1.00 x 10° mol/L e pH =7,4.
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Figura A.55. Grafico modificado de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia ASH:

PACMGFEt, sistema a diferentes temperaturas. Casy = 1.00 x 10° mol/L e pH = 7,4.
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Figura A.56. Grafico modificado de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia ASH:

PACMGFBz, sistema a diferentes temperaturas. Casy = 1.00 x 10° mol/L e pH = 7,4.
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e) Graficos de Van’t Hoff para associacdo Proteina-Ligantes
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Figura A.57. Grafico de Van’t Hoff para associagdo ASH: AcMGF a trés temperaturas

diferentes.
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Figura A.58. Grafico de Van’t Hoff para associagdo ASH: PACMGF a trés temperaturas

diferentes.
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Figura A.59. Grafico de Van’t Hoff para associacdo ASH: PACMGFMe a trés temperaturas

diferentes.
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Figura A.60. Grafico de Van’t Hoff para associagdo ASH: PACMGFEt a trés temperaturas

diferentes.
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Figura A.61. Grafico de Van’t Hoff para associagdio ASH: PACMGFBz a trés temperaturas

diferentes.

f) Gréficos de competigdo
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Figura A.62. Gréfico de competicdo para AcCMGF proteina ASH e marcadores Ibuprofeno e

Varfarina a temperatura 310K.
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Figura A.63. Gréafico de competi¢do para PACMGF proteina ASH e marcadores Ibuprofeno e

Varfarina a temperatura 310K.
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Figura A.64. Gréfico de competicdo para PAcCMGFMe proteina ASH e marcadores Ibuprofeno
e Varfarina a temperatura 310K.
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Figura A.65. Grafico de competicdo para PACMGFELt proteina ASH e marcadores Ibuprofeno e
Varfarina a temperatura 310K.
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Figura A.66. Gréfico de competicdo para PAcCMGFBz proteina ASH e marcadores Ibuprofeno e
Varfarina a temperatura 310K.
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g) Espectros de dicroismo circular
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Figura A.67. Espectros de dicroismo circular para ASH pH=7.4 em (AcMGF), nas
concentragdes C aemee = 0,33, 0,66, 0,99 e 1,32 x 10™° mol/L, Cysa = 1.00x10° mol/L a 310K.
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Figura A.68. Espectros de dicroismo circular para ASH pH=7.4 em (PAcCMGF), nas
concentracdes C pacmer = 0,33, 0,66, 0,99 e 1,32 x 10" mol/L, Cysa = 1.00x10° mol/L a 310K.
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Figura A.69. Espectros de dicroismo circular para ASH pH=7.4 em (PAcMGFMe), nas
concentracdes C pacmoeme = 0,33, 0,66, 0,99 e 1,32 x 10”° mol/L, Cysa = 1.00x10° mol/L a
310K.
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Figura A.70. Espectros de dicroismo circular para ASH pH=7.4 em (PAcMGFEt), nas

concentragdes C pacmere: = 0,33, 0,66, 0,99 e 1,32 x 10° mol/L, Cusa = 1.00x10° mol/L a
310K.
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Figura A.71. Espectros de dicroismo circular para ASH pH=7.4 em (PAcMGFBz), nas
concentracdes C pacvorez = 0,33, 0,66, 0,99 e 1,32 x 10®° mol/L, Cusa = 1.00x10° mol/L a
310K.
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