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ABSTRACT

Ipomoea pes-caprae, known in Brazil as “salsa-da-praia” or “batateira-da-praia”, is a
medicinal plant used in many countries as a herbal remedy to cure inflammations, colic,
diuretic disorders, paintful processes, etc. The present study describes the isolation,
identification and antinociceptive effects of several constituents, such as glochidone,
betulinic acid, - and S-amirin acetate, isoquercitrin, etc, as well as the antinociceptive
effects of the methanolic extract and two fractions (ethyl acetate and aqueous) from aerial
parts of this plant. The results indicate that both isolated compounds and methanolic extract
and two fractions exhibit considerable antinociceptive activity in two classical models of pain
in mice. These findings support, at least in part, the popular use of I pes-caprae for the

treatment of paintful processes.

A series of 49 compounds, including esters, amides and anhydrides, has been
synthesized using gallic acid as a model, and their analgesic activity determined using two
classical models of pain, the writhing and formalin test in mice. The pharmacological results
show that among these are compounds having potency comparable to or greater than that of
agents, including aspirin and acetaminophen, employed in clinical medicine. These
compounds were also evaluated for antifungal activity by the agar dilution model. The
biological results show that some of the compounds exhibit a broad spectrum of activities
against dermatophytes, in particular against Microsporum canis, Microsporum gypseum,

Tricophyton mentagrophytes, Tricophyton rubrum, and Epidermophyton floccosum.

XV



Values of IDs for the set of 49 structurally-related gallic acid derivatives have been
employed to create a predictive quantitative structure-activity relationship (QSAR) which
links structure to values of analgesic potency. The QSAR model developed has substantial
predictive power for the design of novel gallic acid derivatives having improved analgesic

potency.
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RESUMO

Ipomoea pes-caprae, conhecida como “salsa-da-praia” ou “batateira-da-praia”, ¢ uma
planta medicinal usada em muitos paises para o tratamento de diversas enfermidades,
incluindo processos inflamatdrios e dolorosos, célicas, desordens diuréticas, entre outros. O
presente estudo descreve o isolamento, identificagdo e efeitos antinociceptivos de diversos
constituintes de /. pes-caprae, como a glochidona, acido betulinico, acetato de o~ e f-
amirina, isoquercitrina, etc., bem como os efeitos antinociceptivos do extrato metandlico e
das fragdes acetato de ectila e aquosa, das partes aéreas da planta. Os resultados
farmacolédgicos indicam que tanto os compostos isolados de I. pes-caprae como o extrato
metanodlico e as duas fragdes exibem efeitos antinociceptivos significantes em dois modelos
classicos de dor em camundongos. Tais resultados confirmam, pelo menos em parte, o uso

popular de 1. pes-caprae no tratamento de processos dolorosos e inflamatorios.

Uma série de 49 compostos, incluindo ésteres, amidas e anidridos, foram sintetizados
usando o acido galico como modelo. As propriedades analgésicas desta série de analogos
foram estudadas em dois modelos cléssicos de dor em camundongos, o modelo de contor¢des
abdominais e o modelo da formalina. Os resultados farmacoldgicos mostram que nesta série
existem compostos apresentando poténcia analgésica comparavel ou maior do que a
apresentada pela aspirina e paracetamol, firmacos amplamente utilizados na clinica médica.
Tais compostos foram também avaliados quanto a sua atividade antifingica usando o método
de dilui¢do em agar. Os resultados bioldgicos mostram que alguns dos compostos exibem um

largo espectro de atividade contra fungos do grupo dos dermatéfitos, em particular contra
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Microsporum canis, Microsporum gypseum, Tricophyton mentagrophytes, Tricophyton

rubrum, e Epidermophyton floccosum.

Valores da DIsy para o conjunto de 49 andlogos do acido gélico foram empregados para
criar um modelo preditivo de relagdes quantitativas entre a estrutura e atividade (QSAR), o
qual relaciona a estrutura aos valores da poténcia analgésica. O modelo de QSAR
desenvolvido apresenta poder preditivo substancial para o planejamento de novos analogos

do acido galico possuindo maior poténcia analgésica.
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OBJETIVOS

O trabalho de Tese tem dois objetivos fundamentais:

Estudo quimico e farmacologico da espécie Ipomoea pes-caprae (Convolvulaceae),

principalmente:

- Isolar os fitoconstituintes, com alto grau de pureza, a partir dos extratos brutos de /.
pes-caprae. Identificar estruturalmente os compostos isolados através de métodos
comparativos e da aplicagdo de métodos fisicos e espectroscopicos;

- Realizagdo de testes farmacoldgicos com os extratos e fragdes para identificar os
compostos responsaveis pelas propriedades analgésicas da planta;

- Contribuir para estudos farmacoldgicos posteriores das moléculas identificadas e de

seus mecanismos de acdo.

Obter novas moléculas bioativas usando como modelo o 4cido gélico, composto natural
ativo isolado de plantas do género Phyllanthus, ¢ avaliar a atividade analgésica e
antifingica dos compostos sintetizados. Desenvolver estudos das relagdes entre a

estrutura quimica e a atividade (SAR e QSAR) dos derivados obtidos.
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1. INTRODUCAO

1.1. Substincias ativas das Plantas Medicinais

A. Um breve aspecto historico

Por milhares de anos tem se usado plantas ou extratos de plantas para fins medicinais,
onde o herbalismo e a medicina popular, ambos antigo e moderno, constituem-se como
fontes de importante valor terapéutico. Muitas das plantas medicinais usadas atualmente,
tanto em sua forma pura como através de formulagdes, foram empregadas pelo homem,
originalmente para outros fins, como por exemplo, em cultos religiosos, rituais espirituais e
outras praticas semelhantes, também como pog¢des € venenos, ou ainda, como comésticos.
Exemplos de tais produtos incluem o 6pio, a beladona, a casca de cinchona, o ergot, o curare,
a dedaleira e a noz-moscada.'

O opio, obtido da seiva dos frutos da
papoula oriental Papaver somniferum
(Figura 1), produz forte agdo depressora
sobre o sistema nervoso central, induzindo a
dependéncia fisica e psiquica. No Opio
existem mais de 20 alcaldides naturais,

todos considerados narcoticos. A morfina e

a codeina sdo os mais importantes e ainda

Figura 1. Fruto da papoula oriental
Papaver somniferum.

. ey ;. ’ 1 1
muito utilizados na clinica médica.'”



A beladona (Atropa belladona L.), da familia das Solanéceas, era utilizada pelos
romanos para dilatar a pupila, realcando sua beleza, dai derivando o nome especifico (do
italiano belladonna) dado a planta. As partes ativas contém 1% de alcaldides ativos
derivados do tropano, acido atropico, beladonina e escopolamina. Os extratos ou tinturas
obtidos da planta eram empregados como sedativo, e também apresentavam propriedades
antiespasmodicas e antiasmaticas.”

Da casca de cinchona, género de arvore pertencente a familia das Rubiaceas,
extraem-se varios alcaldides, dentre os quais os mais importantes sdo a quinina, a
quinidina, a cinchonina e a cinchonidina. Desde o séulo XVII, foi reconhecida a
importancia medicinal da cinchona como agente antimalarial. Apresentava ainda
propriedades antiespasmodicas e tranquilizante do sistema cardiovascular. Enquanto a
quinina foi o alcaldide antimalarial mais potente, a quinidina produzui a maior atividade
sobre o sistema cardiovascular. A quinina ¢ usada clinicamente para o tratamento da
malaria, especialmente em infecgdes por parasitas que sao resistentes as drogas sintéticas
comuns de escolha.’

A Idade Média foi marcada por uma série de pragas e uma delas ficou conhecida
como “Fogo Sagrado”. Aqueles acometidos por tal praga, sofreram sérios problemas
neurologicos, incluindo fortes ataques epiléticos e terriveis alucinagdes. Consta que mais
de 40 mil pessoas morreram desta epidemia.® O agente causador desta praga foi um fungo
denominado ergot (Claviceps purpurea), um contaminante comum no centeio € em
outros cereais. Este fungo biossintetiza uma classe de metabdlitos secundarios
conhecidos como alcaloides do ergot, que exercem atividades no sistema nervoso central

e vasoconstritor. A ergometrina, um dos alcaloides da familia do ergot, foi aquele que



revelou possuir maior atividade vasoconstritora. Investigagdes posteriores transformaram
um perigoso agente da medicina popular em um farmaco clinicamente util, ja que a
ergometrina ¢ a droga de escolha para o tratamento de hemorragias pos-parto. Pesquisas
envolvendo os componentes ativos do ergot, levaram o cientista suigo Hoffman, em
1943, a descoberta de uma das substancias quimicas mais notaveis, o LSD (dietilamina
do 4cido lisérgico).®’

O curare (do latin curare, que significa para cuidar ou sanar), veneno muito forte
utilizado pelos indios sul-americanos para envenenar flechas, ¢ uma combinacdo de
alcaldides extraidos de varios arbustos da familia das Loganiaceas, principalmente das
espécies Sthrychnos castelnaui, S. crevauxiana e S. toxifera. Foi utilizado como
anestésico geral e relaxante muscular. O curare produz paralisia interferindo na
transmissdo dos impulsos nervosos no musculo esquelético.®”

A dedaleira (Figura 2), ou simplesmente
digitalis (Digitalis purpurea L.), foi utilizada
para o tratamento de edemas e inchagos,
causados por hidropsia (retengdo de agua
pelo organismo devido ao bombeamento
ineficaz do coracdo).'” Apresentou um efeito
primario Unico sobre o coragdo, aumentando
a contragdo do musculo cardiaco, sendo
muito usada no tratamento de pacientes com

insuficiéncia cardiaca severa.'!

Figura 2. Planta medicinal dedaleira



A noz-moscada, semente seca que se encontra no fruto de uma arvore tropical, a
moscadeira (Myristica fragrans), € utilizada largamente como tempero no mundo inteiro.
Entretanto, o 6leo da noz-moscada contém varios precursores sintéticos de compostos
pertencentes a classe das fenetilaminas, como a miristicina, a elemicina e o safrol. Estes
oleos ndo-aminicos podem ser convertidos, in vivo, para as formas aminicas correspondentes,
originando assim, intensa atividade psicotropica.'>"

Estima-se que o uso mais antigo de uma planta medicinal foi o da erva conhecida
como Ma Huang, uma espécie de Efedra usada na China para fins medicinais, por mais de
5000 anos.' O principal constituinte desta planta ¢ a efedrina (1), utilizada no tratamento da

hipotensdo sanguinea, choque, hemorragias, para aliviar a febre do feno, asma e congestao

nasal.

OH
NHCH;

CHs

Oy

Varios outros alcaldides, estruturalmente relacionados a efedrina, que apresentam
importancia medicinal, podem ser encontrados em muitas outras plantas."'* Por exemplo, a
[-fenetilamina (2), um agente regulatorio da pressdo sanguinea, ocorre em Viscum ambum
L.; a hordelina (3), ocorre em Hordeum vulgare L.; a dopamina (4), outro alcaldide
relacionado aqueles tipo f-fenetilaminas e que tem funcdo neurotransmissora importante na

coordenacdo motora através do sistema nervoso central, ¢ encontrada na banana; a mescalina



(5), outro agente regulatorio da pressdo sanguinea, esta presente em peyote Lophophora

williamsii, conhecido como o cactus sagrado mexicano Huichols (Figura 3).

Figura 3. Lophophora williamsii, cactus sagrado mexicano Huichols.

A mescalina ¢ o agente responsavel pelas fortes alucinagdes causadas por este tipo de cactus,
sendo uma das drogas psicotomiméticas mais conhecidas, que produz mudangas na
percep¢ao e humor, embora, ndo cause distlirbios maiores no sistema nervoso autobnomo. E

usada em tratamentos psiquiatricos para produzir sintomas de catalepsia.
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Um outro alcaldide, também pertencente a classe das f-fenetilaminas, com estrutura
quimica, todavia, muito mais complexa, ¢ a morfina (6), constituinte principal do 6pio. A
morfina foi o primeiro alcaldide isolado de plantas em uma forma relativamente pura, por
Serturner, em 1805. E usada amplamente para o alivio da dor, produzindo efeitos fisiologicos
e psiquicos complexos. O habito de ingerir 6pio como narcotico foi estabelecido na Europa
Oriental no século XVII. Apesar desta tendéncia de uso perigosa, a morfina ¢ uma das drogas

mais importantes de todos os tempos na clinica médica.
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A codeina (7), presente também em Papaver sommiferum, € utilizada largamente no
campo médico, para fins analgésicos e supressores da tosse. Em compara¢do a morfina, a
codeina produz menos analgesia, menos sedagdo e depressao respiratoria.

Os alcalodides presentes no opio podem ser divididos em duas classes, com efeitos
marcadamente diferentes.

A primeira, dos alcaldides fenantrenos, sdo representados principalmente pela
morfina e codeina, foram discutidos anteriormente. Na segunda classe encontram-se os

alcaloéides isoquininos.
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Os alcaldides isoquininos sao representados pela papaverina (8), poderoso relaxante
intestinal, e pela noscapina (9), conhecido supressor da tosse. Ambos os compostos,
administrados nas doses recomendadas, possuem fraca influéncia sobre o sistema nervoso
central, porém, em doses elevadas, podem causar agdo narcotica semelhante aquela

apresentada pelo opio.
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Atualmente, sdo conhecidos 25 alcaldides isolados do oOpio, contudo, com excessdo da

morfina e da codeina (morfina metil éter), os demais alcaldides sdo de limitada importancia

na clinica médica.'*"



Em tempos passados, as drogas originadas de plantas forneciam muitos dos
diuréticos, anti-reumaticos, produtos dermatologicos, expectorantes, digestivos e preparagdes
hemorroidais (que ndo sdo discutidos nesta breve introducao). Embora as drogas originarias
de plantas ainda sejam bastante usadas para muitos destes fins, as drogas de origem sintética
constituem atualmente a maior parte dos produtos no mercado farmacéutico. As plantas,
contudo, ainda constituem-se em uma importante parte dos medicamentos em uso nos dias de
hoje.'® Pode-se avaliar neste contexto a importancia dos fitoterapicos no mercado mundial,
onde ¢ estimado que esta forma de terapia medicinal, que vem crescendo muito nos ultimos
anos, fatura cerca de 22 bilhdes de dolares.!” Vale ressaltar que, com o constante aumento no
desmatamento das florestas do mundo, particularmente nos tropicos, as propriedades
medicinais ainda ndo descobertas das plantas, estariam assim ameacadas de extingdo, uma
inestimavel perda para sempre. Se isto vier a ocorrer, ainda que em uma projecao
indeterminada, muitos dos possiveis farmacos e outros produtos das plantas, ndo seriam
descobertos, ¢ um numero apreciavel e importante de estruturas quimicas com potencial
bioldgico produzidos pela diversidade genética das plantas poderiam estar de forma definitva

fora do alcance dos futuros quimicos medicinais."

B. Perspectiva de novos farmacos a partir de fontes naturais

Na busca por novos farmacos, os produtos naturais tem sido fontes produtivas de
moléculas modelo por muitas décadas e, o interesse nesta classe, permanece elevado apesar

do surgimento de diversas modalidades competindo pela geracdo de prototipos.



As regioes tropicais e subtropicais do mundo sdo, atualmente, as mais produtivas para
a exploracdo e contém a maior fonte conhecida de biodiversidade inexplorada. =~ Em nagdes
desenvolvidas, a énfase contemporanea estd, especialmente, nos ingredientes puros. Em
nagdes em desenvolvimento, um recurso extensivo para farmacos etnobotanicos existe ao
lado dos sistemas médicos ocidentais. Entretanto, com poucas excessoes, as tecnologias mais
avangadas de investigagdo para o desenvolvimento dessas moléculas modelo e, o grande
mercado para a venda dos frutos desse trabalho, encontram-se fora de suas fronteiras. A
divergéncia entre a disponibilidade de recursos e a habilidade para o desenvolvimento de
farmacos, tem se colocado como uma barreira frente ao progressso cientifico.'®

Exemplos de alguns produtos em desenvolvimento sdo citados para mostrar como a
universidade e os médicos utilizam a medicina, baseada em produtos naturais, para tirar
vantagem da biodiversidade disponivel para trazer novos farmacos ao mercado.

O desenvolvimento de novos farmacos a partir de fontes naturais (derivadas da
cultura popular) tem se tornado uma alvo promissor para a industria farmac€utica a nivel
mundial."

As plantas medicinais sdo usadas basicamente em duas formas: i) como misturas
contendo varios constituintes (infusdes, 6leos essenciais, tinturas, extratos, etc); ou, ii) como
principios ativos puros e quimicamente definidos. Os compostos puros sdo empregados
quando os principios ativos de uma planta medicinal exibem alta e especifica atividade e/ou
tém um pequeno indice terapéutico, requerendo dosagens precisas e reprodutiveis. Por outro
lado, o uso de extratos, tinturas e outros, ¢ apropriado para plantas que exibem atividades
farmacolégicas por diferentes constituintes e mecanismos. Estes preparados

fitofarmacéuticos sdo muito populares em paises onde ha forte tradigdo no uso de
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medicamentos vegetais e onde existe dispositivos legais para os seus registros, como por
exemplo, na Alemanha, Franga e Suica.*’

O potencial de plantas superiores como fontes de novos farmacos, ainda estd muito
inexplorado. Entre as 850.000 espécies de plantas estimadas, apenas um pequeno numero
percentual foi investigado fitoquimicamente, ¢ a fragdo submetida a investigacdo biologica
ou farmacoldgica ¢ ainda menor. Para exemplificar a complexidade envolvida nesta questao,
podemos ressaltar que o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos, investigou a
atividade antitumoral de cerca de 35.000 espécies de plantas nos anos de 1957 a 1981 e,
embora esteja atualmente adquirindo cerca de 20.000 novas espécies da América Latina,
Africa e sudoeste da Asia, estas plantas ainda ndo serio consideradas investigadas com
respeito a qualquer outra atividade farmacolégica.’

Atualmente, algumas das principais areas de pesquisa em plantas bioativas sdo o
tratamento do cancer; atividade antiinfectiva; controle de doencas tropicais; regulacdo da
fertilidade; inflamagdo e alergia; imunomodulagdo e atividade adaptogénica; hepatoprotecao
e atividade sobre o sistema nervoso central.

A busca por compostos antivirais tem sido estimulada pela rapida disseminagdo da
AIDS. Na area das doencas tropicais, estdo sendo desenvolvidos programas para a avaliacdo
de uma grande numero de atividades biologicas. Estes incluem antiprotozoarios (maléria,
amebiase, leichmaniose, tripanossomiase), moluscidas, cercaricidas, esquistossomicidas,
larvicidas e inseticidas. Programas de pesquisa sobre a regulagdo da fertilidade,
desenvolvidos na India ¢ na Republica Popular da China, buscam substincias capazes de

inibir a espermatogénese ¢ a maturagdo dos espermatozoides; com atividade espermicida ou

11



inibidoras do sistema enzimdtico dos espermatozoides. Quanto a regulagdo da fertilidade
feminina, busca-se a inibigdo da ovulagdo e da implantagdo.*

Complementada pela informag@o botanica, o conhecimento popular sobre o uso das
plantas se constitui no mais importante critério de sele¢do de material para o estudo quimico,
visando sua aplicagdo medicinal. Um grande ntimero de plantas tém sido usadas, muitas
vezes com €xito, principalmente no meio rural. Infelizmente, esse tipo de informagao tende a
desaparecer por influéncia das comunidades mais evoluidas, cujos costumes, levados ao meio
rural através dos meios de comunicagdo de massa, substituem progressivamente os velhos
habitos.>

Levantamentos realizados junto a populacdo brasileira demonstram que muitas
plantas ainda sdo utilizadas para fins terapéuticos.”>® Estima-se que o Brasil possua entre
60.000 e 250.000 espécies vegetais, e que provavelmente 40% destas, possam apresentar
propriedades terapéuticas.*'’

Muitos trabalhos tém sido realizados recentemente no que diz respeito a exploragao
de novas ou tradicionais espécies para produtos farmacéuticos potencialmente importantes.
Muitos desses agentes derivados de produtos naturais t€ém sido obtidos de mais de uma
espécie ou fonte e, tem demonstrado eficacia no tratamento de inumeras doencas, incluindo,
por exemplo, compostos antitumorais € compostos ativos no tratamento da infec¢do pelo
virus HIV e diabetes, apresentando desse modo, biodiversidade em ambos, origem e uso.

Biodiversidade ¢ o melhor, mas menor recurso desenvolvido para inovacao
biotecnologica do nosso planeta. Nisto abrange-se todas as formas de vida, ecossistemas,
processos ecologicos e recebimento de toda hierarquia genética, taxondmica e niveis de

ecossistema.?®
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Ultimamente a biotecnologia tém sido dominada por avangos espetaculares em
biologia celular, tecnologia de recombinacdo do DNA e exames baseados em bibliotecas
combinatorias.

Um fato negligenciado ¢ que cerca de 25 por cento das drogas prescritas, em uso
hoje, sdo originadas de recursos naturais. Ainda resta uma grande e inexplorada area de
biodiversidade que pode fornecer novos farmacos e combater doencas. E esquecido, muitas
vezes, que a natureza ainda ¢ a maior e mais diversificada biblioteca combinatéria

. 129
disponivel.
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C. Antecedentes

Um inventario dos nimeros estimados e conhecidos das espécies em cada grupo de

seres vivos é mostrado na Tabela

Tabela 1. Numeros conhecidos e estimados de espécies bioldgicas.

130

Grupo Conhecido Estimado % Conhecido
virus 5000 130000 4
bactéria 4760 40000 12
fungo 69000 1500000 5
alga 40000 60000 67
briofita 17000 25000 68
gimnosperma 750 270000 0,2
angiosperma 250000 270000 93
protozoa 30800 100000 31
porifera 5000 - -
cnidaria 9000 - -
nematode 15000 500000 3
crustaceo 38000 - -
inseto 800000 = 10000000 8-13
Outros vertebrados 132460 - -
molusco 50000 - -
equinodermo 6100 - -
anfibio 4184 - -
réptil 6380 - -
peixe 19000 21000 90
passaro 9198 - =100
mamifero 4178 - =100
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Como pode ser observado na Tabela 1, a porcentagem de espécies conhecidas nas
formas de vida microbianas € muito baixa e ainda existe uma tremenda perspectiva no
isolamento e exame de extratos microbianos como candidatos a drogas. Além disso, o atual
inventario de biodiversidade ¢ bastante incompleto como pode ser observado nos espagos em
branco da Tabela 1. Mesmo que a maioria dos seres superiores tenha sido descoberto,
existem muitas oportunidades remanescentes na analise dos extratos de plantas e organismos
marinhos.

A maioria das estimativas sdo baseadas em correlagdes empiricas, tais como a
estimativa de 1,5 milhdes de espécies de fungos que é baseada numa razao de 1:6 de plantas
vasculares para fungos. A estimativa de bactérias e virus ¢ mais dificil por causa da detecgao
e recuperacao do meio ambiente ndo ser sempre possivel e também devido ao incompleto
conhecimento sobre associacdo microbiana e uma certa falta de conceitos das espécies desses
grupos.

O numero de espécies vegetais ¢ muito menor que o de espécies microbianas,
contudo, a investigacdo de extratos de plantas apresenta suas proprias complexidades. Os
extratos variam de acordo com os varios 0rgaos da planta, variagdes sazonais e o habitat de
onde o vegetal foi isolado. Portanto, o nimero de amostras no exame das espécies de plantas,
se feito ao acaso, € astrondmico e torna-se muito consumidor de tempo. Um exame racional ¢
necessario para limitar-se o nimero de amostras durante o processo de exame.

Uma base para o estabelecimento de um exame racional ¢ a analise de classes
conhecidas de plantas que sdo fontes de diversos metabdlitos secundarios conhecidos por
serem boas fontes de atividade biologica, tais como: Celastraceae, Simaroubaceae,

Apocynaceae e Convolvulaceae.
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Outra fonte racional de analise ¢ a etnomedicina ou medicina popular. Praticas
etnomedicinais tem predito praticas médicas modernas por milhares de anos. Um grande
volume de informagdes sobre as propriedades medicinais de varios extratos de plantas e
animais existe em varias culturas étnicas e pode ser utilizado no estabelecimento de exames
racionais com sucesso.

Alguns exemplos de drogas em uso, baseadas nas praticas etnomedicinais sdo: a
atropina (10) e a escopolamina (11), antagonistas da acetilcolina que foram isoladas do
género Solandcea e tem uma longa histdria no uso etnomedicinal no Oriente Médio e Europa
por aliviarem colicas, dilatarem as pupilas e como venenos. A cromolina (12) derivada de
Ammi visnaga foi introduzida nos anos 70, primeiramente como preventivo para asma
bronquica e outras alergias. A planta t€ém sido usada na medicina popular no Mediterraneo
Oriental no tratamento da congestdo bronquica. Atualmente, o mercado para o produto
excedeu os 100 milhdes de ddlares ao ano. A quinina (13) e a artemisinina (14) sdo agentes
antimalariais que vem sendo usados durante centenas de anos na América do Sul e na
etnomedicina chinesa. Umas das drogas mais vendidas no Mundo, a cloroquina, ¢ um agente

antimalarial analogo a quinina.”'
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Quinina Artemisinina

(13) (14)

Algumas classes de parasitas malariais tornaram-se resistentes as quininas. Portanto, a
descoberta de novas drogas antimalariais com diferentes mecanismos de agdo sao

urgentemente necessarios. Artemisia annua (Asteracea) ¢ fonte de uma droga antimalarial
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alternativa, a artemisina (5), uma lactona sesquiterpénica com um grupo endoperdxido
essencial a sua atividade, isolada pela primeira vez em 1972 por cientistas chineses. A planta
Artemisia annua tem sido usada por mais de 2000 anos na China como antifebrifugo e no

tratamento da malaria.’? As estorias de sucesso estdo sumarizadas na Tabela 2.

Tabela 2. Drogas de sucesso a partir da etnomedicina.

O diterpenoide taxol (15) é um dos compostos mais promissores que surgiram das
pesquisas basicas em busca de agentes antitumorais a partir de produtos naturais. Isolado pela
primeira vez por Wall e colaboradores no Instituto de Pesquisas Triangulo, a partir da casca
do caule de Taxus brevifolia Nutt (Taxaceae), o composto também foi encontrado em outras

espécies de Taxus, como T. baccata.”!
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Taxol
(15)

Ha poucos anos atras, algumas companhias biotecnoldgicas investiram em estratégias
de planejamento racional de farmacos baseado na analise de produtos naturais. Novos
compostos, estruturalmente complexos, podem ser descobertos apenas pela andlise de
produtos naturais. Seria muito pouco provavel que fossem planejados de forma racional. A
desvantagem deste método consiste no arduo e longo tempo de trabalho envolvido, que na
grande maioria dos casos, leva a um numero falso de moléculas modelo.

O planejamento racional de drogas e a andlise de produtos naturais ndo sao
mutuamente exclusivos. As vantagens do planejamento racional de drogas sdo que a
especificidade pode ser planejada e acompanhada pela equipe de pesquisadores e, nos
estagios iniciais necessitam apenas de um computador e algoritimos poderosos, que hoje sao

. 2
amplamente conhecidos.’
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1.2. Plantas do género Ipomoea (Convolvulaceae)

A. Levantamento bibliografico

A familia Convolvulaceae ¢ formada principalmente de ervas trepadeiras e arbustos,
algumas vezes com seiva leitosa. Compreende cerca de 85 géneros e 2800 espécies que sao
caracterizadas por quase sempre possuirem flores solitarias e folhas simples.

Muitas espécies de Ipomoea tem sido utilizadas constantemente pela medicina
popular em diferentes partes do mundo, especialmente como purgativa.”® Estudos
farmacologicos dos extratos dessas plantas demonstraram efeitos antimicrobianos,
analgésicos, espasmogénicos, espasmoliticos, hipotensivos, psicomiméticos e antitumorais.*

3536 tiveram o objetivo de investigar a presenca

Virios estudos iniciados por Hofmann
de alcaldides indolicos em algumas espécies de Ipomoea, como: I. violaceae, 1. pestigridis, I.
carnea, 1. uniflora, 1. pentaphylla, 1. pilosa, 1. fistulosa, 1. muricata, I. quamoclit, I.
pescaprae, entre outras.”’ Os resultados de tais estudos demonstraram a ocorréncia de
alcaloides do tipo acido lisérgico como, agroclavina, piroclavina, ergotamina, elimoclavina,
setoclavina e ergometrina.

As sementes de Ipomoea violaceae (L.) tém sido usadas desde o tempo dos Astecas
com propositos divinos e halucinégenos. Esta estabelecido que os agentes psicomiméticos

ativos nessas sementes sao derivados da ergolina (&cido lisérgico) com relacdo muito

proxima ao LSD.
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A descoberta de alcaldides ergdticos em plantas superiores foi de interesse
consideravel, desde que compostos desse tipo s6 haviam sido demonstrados anteriormente
em um niimero muito restrito de fungos, particularmente, nas espécies Claviceps.*®

A natureza alelopatica de I. tricolor, especialmente os efeitos supressivos no
crescimento das sementes de batata-doce, ja foi sugerida em estudos anteriores.*

A partir do extrato metanolico de I cairica foram isolados dois lignanolideos,

arctigenina (16) e trachelogenina(17), ambos compostos exibiram forte atividade anti-HIV in

Das sementes de I. calobra foi isolado o alcaldide swainsonina (18), inibidor da

enzima glicosidase.”!
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(18)
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Das flores de 1. assarifolia foram isoladas duas antocianinas, a cianidina 3-O-[2-O-(6-
O-(E-cafeoil)-B-D-glucopiranosil)-6-O-(E-cafeoil)-B-D-glucopiranosida]-5-O[ 3-D-
glucopiranosida](19) e uma nova estrutura, a cianidina 3-O-[2-O-(6-O-(E-P-cumaril)- B-D-

glucopiranosida)-6-O-(E-cafeoil)-B-D-glucopiranosida]-5-O-[ B-D-glucopiranosida] (20).
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Das sementes de /. hildebrandtii foi isolado o alcaldide cicloclavina (21).

CH;

~CH;

21)

Do extrato bruto metanolico de I. bahiense foram isolados o acido tiglico (22) e acido
3-hidroxi-2-metilbutirico (23) que revelaram significante atividade no tratamento do

)
Sarcoma 180 em camundongos.

H OH OH OH
H H
(22) (23)

Das raizes de I. batatas foi isolado o furanosesquiterpeno, ipomeamarona (24).*

[\

24)
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B. Posicao sistematica de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br.

DIVISAO: Magnoliophyta

CLASSE: Magnoliopsida

SUB-CLASSE: Asteridae

ORDEM: Solanales

FAMILIA: Convolvulaceae

NOME POPULAR: Railroad vine, Beach Morning Glory, Salsa-da-Praia, Pé-de-Cabra,

Batateira-da-Praia.

C. Caracteristicas e distribuicdo geografica de Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br.

Ao longo das dunas de todo o litoral brasileiro, a "salsa-da-praia" figura entre as
espécies obrigatorias (Figura 4). Suas folhas assemelham-se com os cascos de um animal,
sendo, por isso, também conhecida como "pé-de-cabra". Assim, como outras plantas que
vivem nas dunas, o caule dessa espécie corre paralelo ao solo, produzindo raizes ao longo de
seu comprimento. Dessa forma, assegura-se a fixagdo da planta junto ao terreno pouco
uniforme das praias, onde as particulas de areia, por acdo dos ventos, encontram-se em
constante movimento.

Suas folhas de coloragdo verde-escura e nervuras bem evidentes, dispdem-se
alternadamente ao longo do caule. As delicadas flores arroxeadas em forma de sino, com até
10 cm de comprimento, nascem nos ramos rastejantes e parecem ter sido salpicadas sobre a

areia.
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Figura 4. Aspectos gerais da Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br.

Os frutos sdo capsulas arredondadas, com sementes negras. Além das raizes comuns
de fixagdo, a salsa-da-praia produz tubérculos ricos em reservas de amido.

As dunas altas dessas regides podem causar graves problemas quando avangam em
direcdo as cidades litoraneas. Por essa razao, costuma-se cultivar sobre elas a salsa-da- praia,
a fim de se evitar sua movimentag:ﬁo.44

A 1. pes-caprae pode ser encontrada nas areas costeiras de boa parte do globo. Esta
espécie contém vdarias e importantes substdncias ativas e ¢ tradicionalmente usada na
medicina popular como tonica e purgativa. Decoc¢do das raizes e folhas dessa planta sao
utilizadas também no tratamento do reumatismo, gota e gonorrea. Além disso, acredita-se
que apresenta propriedades anti-envelhecimento. O suco ¢ dado como diurético nos casos de

gota. A pasta das folhas ¢ aplicada externamente para o tratamento de bolhas e furinculos. O
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cha das folhas ¢ aplicado localmente nas juntas para aliviar as dores do reumatismo, € no
abdomenm, para alivio de colicas.*

O efeito insulinogénico e hipoglicemiante do extrato alcoolico das folhas de /. pes-
caprae foi comprovado em estudo comparativo com o farmaco hipoglicémico de referéncia
cloropropamida, cujos resultados demonstraram que o extrato alcoodlico das folhas de /. pes-
caprae estimula a liberagio de insulina in vitro e in vivo.*®

A I pes-caprae também tem uso no tratamento de varios tipos de inflamacdes,
incluindo dermatites causadas por veneno de agua-viva (animais do filo Coelenterata),
através do extrato éter de petrdleo das suas folhas, denominado IPA, que exibe atividade

antagonista da histamina e veneno de Jelly-fish.**"**

1.3. O desenvolvimento de farmacos na induastria farmacéutica

A descoberta e o desenvolvimento de farmacos sao a base fundamental para o
desenvolvimento farmacéutico, e o crescimento de receitas para a industria a nivel mundial.

O processo de desenvolvimento de faArmacos ¢ complexo, consome muito tempo, ¢ de
alto risco e extremamente caro. O nimero abundante de etapas individuais deve ser
acompanhado, contemplando-se todos os aspectos das ciéncias quimico-farmacéuticas.’
Neste contexto complexo, a descoberta de novas entidades quimicas (NCE, do inglés new
chemical entities) € a chave principal para o sucesso do processo. Tais moléculas devem ser
testadas pré-clinicamente quanto a sua atividade farmacoldgica e seguranga, em animais.
Considerando-se uma NCE a partir da concep¢do até a sua introducdo no mercado

51,52

farmacéutico, sdo gastos cerca de 12 anos, com custos totais da ordem de 350-500
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milhdes de délares>>™>

(incluindo o sucesso e os fracassos do processo). Uma representagao
destes dados no processo de desenvolvimento de farmacos é mostrada na Figura 5.°° Pode ser
observado o afunilamento no processo, onde apenas um numero muito pequeno de moléculas
atinge as triagens clinicas. Este ¢ um negocio imperativo no qual apenas as moléculas com a
mais alta probabilidade de sucesso deixam o banco de pesquisas para testes adicionais.”’

A descoberta e o planejamento de farmacos sdo a base para o aumento de moléculas
inovativas de relevante sucesso, que sdo de fundamental importancia para o crescimento e
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Figura 5. Processo de desenvolvimento de novos farmacos nos Estados Unidos: média de

custos e tempo das etapas do processo.

Uma forte tendéncia € a contribuicao das substancias ativas das plantas, como fonte

de novas moléculas lideres com agdo biologica especifica definida, no processo de
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descoberta de farmacos. A partir desta descoberta, novos agentes com melhor perfil
terapéutico, incluindo as propriedades farmacocinéticas e/ou toxicologicas, seriam
sintetizados, obtendo-se assim, novas entidades quimicas a partir dos precursores ativos
naturais. Isto seria a otimizagdo da molécula (estrutura) lider, utilizando as técnicas classicas
em Quimica Medicinal: sintese combinatdria, ensaios em massa, quimica organica sintética
medicinal, planejamento racional de fairmacos, entre outras. Estas estratégias viabilizariam a
descoberta de novas moléculas com o perfil terapéutico desejado. Neste sentido, poderia-se
verificar a tendéncia pela busca de moléculas mais simples frente a sintese de moléculas

. 61
naturais de estruturas complexas.

A. Estratégias utilizadas pelas companhias farmacéuticas

Para manter as metas de crescimento projetadas pelas companhias farmacéuticas para
a proxima década, as diregdes de P&D (Pesquisa e Desenvolvimento) deverdo realizar
maiores investimentos em pesssoal e pesquisa, caso contrario ndo alcancardo as esperadas
metas de lucros. De acordo com dados da Pharmaceutical Research & Manufacturers of
America (PhRMA), foi realizado um investimento total de cerca de 20,6 bilhdes de dolares
em P&D no ano de 1998, o que representa um aumento de 11% em relago ao ano de 1997.%
Por exemplo, para manter um crescimento de 10% ao ano, aproximadamente 1 bilhdo de
dolares em novas receitas, o grupo alemao Bayer investiu cerca de 935 milhdes de dolares no
ano de 1998 em P&D. A Eli Lilly e a Pfizer realizaram investimentos de 1,4 e 1,9 bilhdes de

dolares em P&D, respectivamente, cerca de 16% de suas vendas, enquanto a SmithKline
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Beecham investiu 11% de suas vendas em P&D no ano de 1998, cerca de 1,4 bilhdes de
dolares.®

Para encontrar as exigéncias de produtividade impostas pelos niveis de investimentos em
P&D, as maiores companhias farmacéuticas t€ém adotado como uma de suas principais
estratégias o investimento em novas tecnologias para a descoberta de farmacos, que consiste
basicamente no aumento da produtividade em P&D, como uma forma de reduzir os custos e

o tempo de descoberta.”’

B. Investimentos em novas tecnologias para a descoberta de farmacos

Tem sido desenvolvido varias tecnologias promissoras para facilitar e acelerar o
processo de descoberta de farmacos. Principalmente, entre estas, encontram-se quimica
combinatoria e ensaios em massa, planejamento racional de farmacos, e os estudos das
relagdes quantitativas estrutura-atividade (QSAR).”

As relagdes estrutura-atividade (SAR) e estrutura-propriedade (SPR) estdo integradas
ao planejamento racional de farmacos. A idéia das relagdes quantitativas estrutura-atividade
ou estrutura propriedade (QSAR/QSPR) foi introduzida por Hansch e colaboradores em 1963
e aplicada originalmente na analise da importancia da lipofilicidade na poténcia biologica.®*
6 Métodos quantitativos assumem que a atividade biologica esta correlacionada com a
estrutura quimica ou com as propriedades da estrutura, e que a conseqiiente atividade pode
ser modelada em funcgao de atributos fisico-quimicos calculaveis.

As técnicas de QSAR vém provando serem importantes no processo de descoberta de

farmacos.®”* Um numero grande de revisdes sobre QSAR est4 disponivel na literatura.®’® O
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desafio para a proxima década ¢ a geragdao de tecnologias de QSAR capazes de predizer a
atividade bioldgica de compostos ainda nao sintetizados. Estas poderosas ferramentas serdo
importantes no rapido e eficiente progresso da quimica sintética moderna no planejamento e
racionaliza¢dao de novos ¢ poderosos terapéuticos.

A habilidade para criar modelos preditivos de QSAR seria de fundamental
importancia na descoberta de farmacos. Poderia predizer-se o valor de determinada
propriedade para novos compostos e depois sintetizar somente aqueles que encontrassem um
padrio pré-determinado de interesse.”’ Contudo, modelos de QSAR, enquanto preditivos em
alguma regido do espago estrutural, tém limitado poder preditivo, que geralmente nao ¢ claro,
fora destes limites. Conseqlientemente, a proposta preditiva do QSAR tem sido limitada, e,
portanto, o maior interesse do QSAR tem sido na area de correlagdes de dados.” Permanece
claro que, modelos preditivos de QSAR, confidveis para um determinado espaco estrutural,
seriam uma revolugdo no desenvolvimento de farmacos.” Esta Tese apresenta a construcao
de um conjunto padrdao de dados e o desenvolvimento de um modelo preditivo empregando

uma nova tecnologia do QSAR."
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1.4. A Quimica Medicinal e o desenvolvimento de farmacos

Historicamente, os farmacos vem sendo introduzidos na terapé€utica, principalmente,
por um dos seguintes processos: acaso, triagem empirica, extragdo de principios ativos de
fontes naturais, modificagdo estrutural e planejamento racional.””’® A Quimica Medicinal
tem evoluido consideravelmente durante as ultimas 2 décadas e hoje conquista a atengao de
pesquisadores de diversas areas, trabalhando conjuntamente na complexa busca por novos
farmacos. A Quimica Medicinal apresenta um carater inter ¢ multi-disciplinar, compreende a
descoberta e o desenvolvimento, a identificagdo e a interpretagdo do modo de agdo dos
compostos biologicamente ativos ao nivel molecular. Deve-se ressaltar que o interesse do
quimico medicinal ndo se restringe somente aos farmacos, mas abarca também os compostos
biologicamente ativos, compreende o isolamento, a caracterizagdo e a sintese de novos
compostos e derivados, com a finalidade da sele¢do de compostos modelos, que sao
moléculas lideres com grande potencial de ser investigadas e exploradas no processo de
desenvolvimento de novos farmacos. A Quimica Medicinal ¢ uma ciéncia cujas raizes se
encontram em todos os ramos da quimica e das ciéncias farmacéuticas em geral.””"®

A Quimica Medicinal esta presente neste trabalho de Tese nos estudos que envolvem
a sintese, a caracterizagdo, a determina¢do da atividade bioldgica e o desenvolvimento de
relagcdes quantitativas entre a estrutura e a atividade (QSAR) de uma série de moléculas
analogas ao acido galico (25), composto natural ativo utilizado como modelo em nossos

estudos.
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Acido Galico
(25)

1.7. Acido galico: uma molécula modelo para estudos em Quimica Medicinal

Um aspecto interessante no que tange ao estudo de plantas medicinais envolve a
utilizagdo dos compostos naturais ativos como modelo para a sintese de novas substancias
andlogas mais potentes e seletivas. Muitos farmacos disponiveis atualmente no mercado
farmacéutico foram obtidos sinteticamente baseados em estruturas naturais ativas. Varios
exemplos da utilizagdo de principios naturais ativos em estudos quimico-medicinais sdo
descritos na literatura.”” Um dos objetivos deste trabalho de Tese ¢ a utilizagdo do acido
galico (25), isolado de Phyllanthus urinaria (também do galato de etila, isolado em nossos
laboratorios de Phyllanthus sellowianus),” como modelo para a obtengdo de séries analogas
simples, para estudos em quimica medicinal.

Polifendis de plantas sdo metabolitos secundarios distribuidos amplamente em varios
setores do reino das plantas superiores e, sdo muito conhecidos por apresentarem diversas
atividades biologicas e farmacoldgicas, como atividade antiviral, antiinflamatoria e
antioxidativa.*

O 4cido gélico (4cido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico) ¢ mais frequentemente encontrado

em plantas na forma de éster como um tanino hidrolisdvel, que exibe atividades
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similares.®"*** Uma atividade muito especial apresentada pelo acido galico ¢ a inducdo de
morte celular (apoptose) em células cancerosas com alta seletividade, muito maior que em
células normais.** Além disso, o 4cido galico induz apoptose em células de leucemia
promielocitica HL-60RG.® A evolucdo destes estudos, levou a recente demonstragio de que
o galato de dodecila (26), agente antioxidante largamente utilizado como aditivo em produtos
alimenticios, induz apoptose em linfoma das células B Wehi 231, em camundongos. Este
composto demonstrou interessante efeito inibitorio da cinase de tirosina proteica (PTK) em
células, com maior eficiéncia do que outros inibidores bastante conhecidos, como a
herbimicina ou genistein.*®

O é4cido galico, os galatos de etila (27) e propila (28) apresentaram atividade
citotoxica contra espécies de Tripanossoma brucei em suas duas formas, corrente sanguinea
e prociclica.’’

Analises recentes da ocorréncia de diversos metabolitos secundarios isolados de
Phyllanthus urinaria, na traquéia de porquinhos da India pré-contraida pela histamina,
demonstram os compostos responsaveis pela resposta na relaxacdo causada pelo extrato
hidroalcodlico dessa espécie. A adigao de acido galico, galato de metila (29) ou de etila,
isolados do extrato acetato de etila de P. wrinaria, produziu, em cada caso, relaxagao

concentragio-dependente na traquéia de porquinhos da India.***

A ordem de poténcia (CEs)
foi: acido galico, 0,7 uM, > galato de metila, 1,8uM, > galato de etila, 50 pM.

O galato de metila, o de propila e o pirogalol (30) foram demonstrados por serem
altamente ativos contra viroses provocadas por Herpes simplex in vitro. Apesar do recente

progresso na elucidagdo da estrutura gendmica do virus da herpes, o entendimento do

mecanismo molecular da infec¢do e replicagdo das viroses herpéticas permanecem sem
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conclusdo. O galato de metila foi caracterizado como potente inibidor de HSV-2 in vitro e,

.. , : . . 90
foi isolado da arvore chinesa Sapium sebiferum.

i i i
C—OCH;(CH,);¢CHj3 C—OCH,CH; C—OCH,CH,CH3;
HO OH HO OH HO OH
OH OH OH
Galato de Laurila Galato de Etila Galato de Propila
(26) (27) (28)
i
C—OCH;
HO OH HO OH
OH OH
Galato de Metila Pirogalol
(29) (30)

A atividade antitumoral das folhas de Acer negundo L. (Aceraceae) foi confirmada
apods o isolamento do galato de metila, que provou ser efetivo no tratamento do melanoma
B16 em camundongos.”’

O galato de metila ocorre freqiientemente na familia Aceraceae, bem como em outras
familias de plantas. Foi demonstrado anteriormente que este composto inibe a leucemia
L1210 in vivo.”

Estudos envolvendo Acacia nilotica (L.) Willd, uma das plantas taniferas mais
importantes da Africa, demonstraram que essa espécie possui potente atividade moluscicida

. , . L1 . 4
devido a presenca do 4cido galico e do galato de metila em suas cascas e frutos.”*”
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O galato de propila foi ativo como antioxidante, sendo usado em alimentos” e
também como ingrediente na composi¢do de cosméticos.”® Uma atividade antiinflamatéria
marcante foi observada quando o galato de propila foi administrado sistematicamente em

97 98 . 99
ratos,” ' camundongos™ ou topicamente no homem.
Alguns ésteres do acido galico, com diferentes cadeis alquilicas alifaticas variando entre
1 e 10 carbonos, produziram potente inibigdao na conversao do acido araquidénico no
metabolito da lipooxigenase, o 5S-HETE. Os galatos de octila (31) e decila (32) foram os

inbidores mais potentes da 15-lipooxigenase, com valores de concentragdo necessarios para

50% do efeito inibitorio em cerca de 10 uM. "%

0 1
I
C—OCH,(CH,)sCHs C—OCH,(CH,)sCHs
HO OH HO OH
OH OH
(31) (32)

Esteres de cadeia alquilica do 4cido gélico (etila, octila, dodecila,...), foram avaliados
em estudos recentes, como inibidores da epoxidase esqualeno recombinante, uma enzima
monooxigenase flavoproteica, que catalisa a conversao do esqualeno em 2,3-oxidoesqualeno,

uma etapa limitante da biossintese do colesterol.'”!
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Por outro lado, ésteres do acido galico foram planejados como inibidores da p-
hidroxibenzoato hidrolase (PHBH), uma monooxigenase flavina NADPH-dependente, de
Pseudomonas aeruginosa.'”

Das folhas de Swintonia foxworthyi (Anacardiaceae) foi isolado o galato de metila,
que apresentou atividade antiplasmodiana, com valores de Clso de 2,0 e 3,5 pug/ml contra W2

e D6 Plasmodium falciparum, respectivamente.'®?

Uma grande variedade de atividades bioldgicas foram atribuidas ao galato de metila,

1
5 1’ 06 07

. . . . . . 104 .. 1 .. . , .1 ..
incluindo antibacteriana in vitro, 0 antioxidante, %5 antivira citotoxica ' e atividade

antitumoral in vivo.'"
O éacido galico apresentou atividade antiinflamatéria no modelo de edema de pata de

9 . . . Avvi g 110
além de atividades antimutagénica,

camundongos induzido pelo zymosan,'”
anticarcinogénica''' e efeito bloqueador de canais iénicos.''?

O galato de etila isolado de Phyllantus urinaria, foi invetigado em diferentes modelos
antinociceptivos em camundongos e ratos, para elucidagdo do possivel mecanismo de agao
envolvendo sua agdo analgésica.'”® Foi demonstrado que o galato de etila pode exercer sua
acdo via ativacdo dos canais de potassio, ¢ por um mecanismo Gj, pertussis toxin-
sensitive.'"*

Diante do amplo espectro de atividades biologicas e farmacoldgicas apresentadas pelo
acido gaélico e seus derivados simples nesta introdugdo, fica evidenciado o interesse quimico
medicinal no estudo continuo desta classe de compostos. Estabelece-se assim, o

entendimento do uso do 4cido gélico como uma molécula modelo de grande potencial, em

um dos temas deste trabalho de Tese, para estudos em Quimica Medicinal
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiais e métodos

Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrometro Perkin-Elmer
Spectrum FT-16 PC, em pastilhas de KBr. Os espectros de RMN de 'H e ">C foram obtidos
em espectrometros Bruker ou Varian a frequéncias de 200 ou 300 MHz, ¢ 50 MHz,
respectivamente, usando solventes deuterados adquiridos comercialmente e tetrametilsilano
como padrdo interno de referéncia. Os deslocamentos quimicos sdo expressos em unidades 6
em partes por milhdo em relagdo ao padrdo interno de referéncia. Multiplicidades sdo
expressas como: s, singlete; d, dublete; t, triplete; q, quarteto; m, multiplete. Os espectros de
massa dos compostos 40 e 41 foram obtidos em espectrometro Shimadzu CG/MS-2000A 70
eV, no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina. Os espectros
de massa de alta resolu¢do (EM-AR) foram obtidos em espectrometros VG 70-250-S
Micromass Corp, no Mass Spectrometry Laboratory da University of Michigan. Os espectros
de massa de ionizagao quimica (CI) foram obtidos usando NH3 como gas reagente. Os pontos
de fusdo foram determinados em equipamentos Microquimica AP-300 ou Fisher-Johns ¢ nao
foram corrigidos. Analise elementar foi realizada no Elemental Analysis Laboratory, do
Departament of Chemistry da University of Michigan. Os valores encontrados estdo dentro
do limite + 0,4 dos valores calculados correspondentes.

Para a avaliagdo preliminar do grau de pureza dos produtos isolados da espécie
Ipomoea pes-caprae, foi empregada cromatografia em camada delgada (CCD), usando como

adsorvente silica gel 60 da Merck e, como eluentes, solventes puros ou misturas de solventes
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de grau de pureza analitica, de procedéncia da Merck, Reagen ou Grupo Quimica. A
revelagdo dos cromatogramas foi realizada por aspersao do revelador anisaldeido com
posterior aquecimento a 110°C por 10 minutos em estufa. O grau de pureza dos compostos
isolados desta espécie foi verificado também através de experimentos de cromatografia
gasosa e, por avaliagdo de seus espectros de massa e de RMN de 'H e "°C.

Os compostos sintéticos (analogos do &cido galico) foram avaliados analiticamente
por CCD usando placas pré-cortadas de silica gel 60 da Aldrich Chemicals de 0,25 mm de
espessura. As placas de CCD foram visualizadas por luz UV de curto comprimento de onda,
ou reveladas usando-se uma solugdo alcodlica 10% de cloreto férrico. Os compostos foram
identificados e avaliados quanto a seu grau de pureza, através dos espectros de RMN de 'H,

massa de alta resolugdo, e por analise elementar.

2.2. Estudos da espécie Ipomoea pes-caprae

A. Principais cuidados a serem tomados na sele¢do do material vegetal

A coleta do material biologico € critica para o sucesso do programa de exame do
produto natural. Um dos cuidados que deve ser levado em conta envolve informagdes sobre
possiveis efeitos toxicos da planta a ser selecionada. Plantas que tenham o nome popular de
mata-boi, mata-cavalo, etc, devem ser vistas com restricdes, ja que a presenca de
constituintes toxicos pode comprometer todo o estudo realizado.

A planta a ser investigada deve ser classificada com seguranca e a coleta deve ser

feita com muito cuidado para ndo serem agregadas outras espécies diferentes. Também deve
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ser levada em consideragdo a quantidade de planta que viceja no local da coleta para que os
estudos ndo fiquem prejudicados. A secagem em estufa (40°C) ou a sombra (temperatura
ambiente) deve ser procedida logo apds a coleta para evitar proliferagdo de fungos. Caso se
deseje armazenar o material vegetal, o mesmo pode ser acondicionado em freezer. Na
preparacdo dos extratos, a planta deve estar completamente fresca ou totalmente seca para
definir com melhor exatiddo o rendimento tanto da massa bruta como dos constituintes

quimicos.”

B. Material botinico

As partes aéreas de I. pes-caprae foram coletadas nas dunas da praia de Jureré
Internacional na cidade de Floriandpolis, Brasil, em margo de 1997. A planta foi classificada
pelo prof. Dr. Ademir Reis, do horto botanico da Universidade Federal de Santa Catarina e

arquivada no Herbario Barbosa Rodrigues (HBR) em Itajai, sob o c6digo VC Filho 009.

2.2.1. Isolamento e identificagdo dos principios ativos

As partes aéreas frescas de I pes-caprae (6,5 kg) foram cortadas em pequenos
pedacos e maceradas em metanol, a temperatura ambiente por 10 dias. O solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida até o volume desejado e o extrato metandlico foi entdo
particionado sucessivamente com hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e agua,

respectivamente, de acordo com metodologia previamente descrita.*®
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Apbs a evaporacao dos solventes, foram obtidas as respectivas fragdes. A fragcdo acetato
de etila (8,0 g) apresentou consideravel atividade antinociceptiva e o melhor rendimento,
sendo assim selecionada para as analises fitoquimicas.

Uma parte dessa fra¢do (7,5 g) foi cromatografada em coluna de silica gel eluida com
CHCIl3/MeOH com gradiente crescente de polaridade. As fracdes que demonstraram perfis
similares por cromatografia em camada delgada (CCD) foram combinadas de acordo com
suas polaridades e sucessivamente recromatografadas utilizando cromatografia em coluna
fornecendo os seguintes compostos: estigmasterol (33) (12 mg), Ssitosterol (34) (49 mg),
glochidona (35) (58 mg), acetato de o~ e f-amirina (36 ¢ 37) (19,5 mg), a-amirina (38) (24,5
mg), F-amirina (39) (12,0 mg), xantoxilina (40) (16,6 mg), 2,4-dihidroxi-6-metoxi
acetofenona (41) (41,1 mg), acido sericico (42) (21,6 mg), acido betulinico (43) (4,0 mg),
isoquercitrina (44) (171,4 mg), quercetina (45) (35,6 mg), acido salicilico (46) (86,3 mg) e
solasodina (47) (124,4 mg). Os compostos foram identificados através dos dados
espectroscopicos de IV e RMN (‘H e '°C), espectrometria de massas, por comparacio direta
com amostras auténticas e determinacao dos pontos de fusdo. Os compostos 33, 34 ¢ 36-39
foram analisados por cromatografia gasosa de alta resolucao (CG-AR), por co-inje¢do com
amostras auténticas. Os compostos 33-40 também foram detectados nas fracdes de hexano e

diclorometano, ndo sendo determinadas as suas concentragoes.

Estigmasterol (33): RMN °C e 'H (50 MHz e 200 MHz, CDCls) 8: 37,3 (C-1), 31,7 (C-2),

71,8 (C-3)(3,5, m, 1H), 42,3 (C-4), 140,8 (C-5), 121,7 (C-6)(5.,3, m, 1H), 31,9 (C-7), 31,9 (C-
8), 50,2 (C-9), 36,5 (C-10), 21,1 (C-11), 39,7 (C-12), 42,3 (C-13), 56,9 (C-14), 24,3 (C-15),

28,9 (C-16), 56,0 (C-17), 12,0 (C-18)(0,69, s, 3H), 19,4 (C-19)(1,01, s, 3H), 40,5 (C-20),
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21,1 (C-21)(1,02, d, J = 6,6 Hz, 3H), 138,3 (C-22)(5,7, m, 1H), 1293 (C-23)(5,6, m, 1H),
51,2 (C-24), 31,9 (C-25), 21,2 (C-26)(0,84, d, J = 6,6 Hz, 3H), 19,0 (C-27)(0,79, d, J = 6,6
Hz, 3H), 25,4 (C-28), 12,3 (C-29)(0,8, t, J = 7.9 Hz, 3H). P.f. 164-166°C (lit.'" p.f. 165-

167°C).

Bssitosterol (34): RMN C e 'H (50 MHz e 200 MHz, CDCl3) &: 37,3 (C-1), 31,7 (C-2),

71,8 (C-3)(3,5, m, 1H), 42,3 (C-4), 140,8 (C-5), 121,7 (C-6)(5.3, m, 1H), 31,9 (C-7), 31,9 (C-
8), 50,1 (C-9), 36,5 (C-10), 21,1 (C-11), 39,8 (C-12), 42,3 (C-13), 56,7 (C-14), 24,3 (C-15),
28,2 (C-16), 56,1 (C-17), 11,9 (C-18)(0,68, s, 3H), 19,4 (C-19)(1,00, s, 3H), 36,2 (C-20),
18,8 (C-21)(0,92, d, J = 6,5 Hz, 3H), 33,9 (C-22), 26,1 (C-23), 46,0 (C-24), 28,9 (C-25), 19,8
(C-26)(0,83, d, J = 6,8 Hz, 3H), 19,0 (C-27)(0,81, d, J = 6,8 Hz, 3H), 23,1 (C-28), 12,3 (C-

29)(0,84, t, J= 7,2 Hz, 3H). P.f. 138-140°C (lit.'"” p.f. 139-142°C).

Glochidona (35): IV (KBr, cm™): 2936 (CH, e CH3), 1669 (C=O a, B-insaturada), 878

(=CH,). RMN 'H (200 MHz, CDCL) &: 7,09 (d, 1H, J = 9,8 Hz, H-2), 5,76 (d, 1H, J = 9,8
Hz, H-1), 4,69 € 4,58 (d, 2H, =CH,), 1,65-1,38 (m, 17H, 8x CHa, 1x CH), 1,69 (s, 3H, H-30),
1,12 (s, 3H, H-23), 1,11 (s, 3H, H-28), 1,07 (s, 3H, H-27), 1,06 (s, 3H, H-26), 0,95 (s, 3H, H-
24), 0,79 (s, 3H, H-25). RMN "C (50 MHz, CDCL3) &: 125,1 (C-1), 159,8 (C-2), 205,6 (C-3),
39,9 (C-4), 44,4 (C-5), 19,1 (C-6), 35,4 (C-7), 41,7 (C-8), 53,4 (C-9), 39,5 (C-10), 21,1 (C-
11), 25,1 (C-12), 42, 9 (C-13), 43,1 (C14), 29,7 (C-15), 33,7 (C-16), 44,6 (C-17), 48,11 (C-

18), 47,8 (C-19), 150,6 (C-20), 27,7 (C-21), 38,1 (C-22), 27,3 (C-23), 18,0 (C-24), 18,19 (C-
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25), 16,4 (C-26), 14,4 (C-27), 19,3 (C-28), 109,5 (C-29), 21,2 (C-30). P.f. 165-166°C (lit.""®

p.f. 164-165°C).

Acetato de o- e f -amirina (36 ¢ 37): IV (KBr, cm'l): 1725 e 1240 (grupo éster), 2920 e

2880 (estiramento C-H de metilas e metilenos), 1470 (deformag¢do C-H de grupo metila),
1380 ¢ 1370 (deformagio C-H de grupo gem-dimetila). RMN 'H (200 MHz, CDCl3) &: 5,23
(t, 1H, prétons olefinicos), 4,53 (t, 1H, préton metinico adjacente ao acetato), 2,04 (s, 3H,
metila do acetato), e sinais para 8 metilas em 1,13 (s, 3H), 0,97 (s, 6H), 0,87 (s, 12H), 0,83
(s, 3H). RMN °C (50 MHz, CDCls) &: 38,24 (C-1), 23,62 (C-2), 80,95 (C-3), 37,55 (C-4),
55,30 (C-5), 18,8 (C-6), 32,56 (C-7), 39,80 (C-8), 47,57 (C-9), 36,83 (C-10), 23,47 (C-11),
121,76 (C-12), 145,33 (C-13), 41,69 (C-14), 28,33 (C-15), 26,10 (C-16), 32,41 (C-17), 47,23
(C-18), 46,79 (C-19), 31,00 (C-20), 34,70 (C-21), 37,13 (C-22), 27,99 (C-23), 16,72 (C-24),
14,46 (C-25), 16,62 (C-26), 25,85 (C-27), 26,87 (C-28), 33,24 (C-29), 23,62 (C-30), 21,19

(CHs-), 171,12 (-CO»-). O uso de CG-AR indicou quantidade similar de ambos compostos.

a-amirina (38): RMN °C (50 MHz, CDCls) &: 38,7 (C-1), 27,2 (C-2), 78,3 (C-3), 38,7 (C-

4), 55,2 (C-5), 18,3 (C-6), 32,9 (C-7), 40,0 (C-8), 47,7 (C-9), 36,9 (C-10), 23,3 (C-11), 124,3
(C-12), 139,3 (C-13), 42,0 (C-14), 28,7 (C-15), 26,6 (C-16), 33,7 (C-17), 58,9 (C-18), 39,6
(C-19), 39,6 (C-20), 31,2 (C-21), 41,5 (C-22), 28,1 (C-23), 15,6 (C-24), 15,6 (C-25), 16,8 (C-

26), 23,3 (C-27), 28,1 (C-28), 17,4 (C-29), 21,3 (C-30). P.f. 184-185°C (lit.""" p.f. 186°C).
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S-amirina (39): RMN "C (50 MHz, CDCl;) &: 38,7 (C-1), 27,3 (C-2), 79,0 (C-3), 38,8 (C-

4), 55,3 (C-5), 18,5 (C-6), 32,8 (C-7), 38,8 (C-8), 47,7 (C-9), 37,6 (C-10), 23,6 (C-11), 121,8
(C-12), 145,1 (C-13), 41,8 (C-14), 26,2 (C-15), 27,0 (C-16), 32,5 (C-17), 47,4 (C-18), 46,9
(C-19), 31,1 (C-20), 34,8 (C-21), 37,2 (C-22), 28,2 (C-23), 15,5 (C-24), 15,6 (C-25), 16,9 (C-
26), 26,0 (C-27), 28,4 (C-28), 33,3 (C-29), 23,7 (C-30). P.f. 193-195°C (lit.""® p.f. 195-

196°C).

Xantoxilina (40): IV (KBr, cm™): 3460, 2925, 1640 ¢ 1385. RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &:

14,03 (s, 1H, OH), 6,06 (d, J = 2,5 Hz, 1H, ArH), 5,92 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 3,85 (s, 3H,
CH;0), 3,82 (s, 3H, CH30), 2,60 (s, 3H, CH3CO). EM (m/z, intensidade relativa): 196 (30),

181 (100), 166 (8,2), 138 (8). P.f. 81-82°C (lit.""" p.f. 81°C).

2.4-dihidroxi-6-metoxiacetofenona (41): IV (KBr, cm™): 3350-3050 (OH), 1637 (C=0),
1560 (C=C, Ar), 1359 (CH3). RMN 'H (200 MHz, CDCl3) 8: 13,90 (s, 1H, OH), 6,00 (d, J =
2,3 Hz, 1H, ArH), 5,90 (d, J = 2,3 Hz, 1H, ArH), 5,45 (s, 1H, OH), 3,80 (s, 3H, OCH3), 2,60

(s, 3H, CHs).'™ EM (m/z, intensidade relativa): 182 (28), 167 (100), 152 (8,7), 124 (7.5).

Acido sericico (42): RMN C e 'H (50 MHz e 200 MHz, piridina-ds) 8: 47,3 (C-1), 68,6 (C-

2)(4,3, ddd, J = 4,9, 10,5 Hz, 1H), 85,7 (C-3)(3,5, d, J = 10,5 Hz, 1H), 43,9 (C-4), 56,5 (C-
5)(2,8, dd, J=4, 11 Hz, 1H), 19,3 (C-6), 33,5 (C-7), 40,0 (C-8), 48,4 (C-9), 38,4 (C-10), 24,4

(C-11), 123,3 (C-12)(5,5, m, 1H), 144,9 (C-13), 42,0 (C-14), 29,0 (C-15), 28,3 (C-16), 46,0
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(C-17), 44,7 (C-18)(3,6, d, J = 3 Hz, 1H), 81,1 (C-19)(3,6, d, J = 3 Hz, 1H), 35,7 (C-20),
29,0 (C-21), 33,5 (C-22), 24,1 (C-23), 65,5 (C-24)(4,5 ¢ 3,72, d, J = 10,5 Hz, 1H cada), 17,3
(C-25), 17,1 (C-26), 24,7 (C-27), 180,8 (C-28), 28,8 (C-29), 24,7 (C-30). P.f. 279-280°C

(lit."*! p.f. 282°C).

Acido betulinico (43): RMN "°C e 'H (50 MHz e 200 MHz, piridina-ds) &: 39,2 (C-1), 28.2

(C-2), 78,0 (C-3)(3.48, dd, J =2 e 7.6 Hz, 1H), 39,4 (C-4), 55,8 (C-5), 18,7 (C-6), 34,7 (C-
7), 41,0 (C-8), 50,8 (C-9), 37,5 (C-10), 21,1 (C-11), 26,0 (C-12), 38,5 (C-13), 42,7 (C-14),
31,1 (C-15), 32,8 (C-16), 56,5 (C-17), 47,7 (C-18)(2,7, dd, J = 2 e 9 Hz, 1H), 49,6 (C-
19)(3,5, ddd, J= 3, 3 e 9 Hz, 1H), 161,3 (C-20), 30,1 (C-21), 37,5 (C-22), 28,6 (C-23), 16,1
(C-24), 16,4 (C-25), 16,3 (C-26), 14,8 (C-27), 178,8 (C-28), 109 (C-29)(4,6 ¢ 4,7, 2d, J =2

Hz, 1H cada), 19,4 (C-30)(1,8, s, 3H). P.f. 298-300°C (lit.'* p.f. 295-298°C)

Isoquercitrina (44): RMN 'H (200 MHz, CD;OD) §: 7,90 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-2"), 7,72

(d,d, 1H, J = 2,1 ¢ 8,5 Hz, H-6"), 7,07 (d, 1H, J = 8,5, H-5"), 6,57 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-9),
6,39 (d, 1H, J= 2,1 Hz, H-7), 5,42 (d, 1H, J = 7,5 Hz, H-17), 3,85-3,55 (m, 5H). RMN "*C
(50 MHz, CD;0D) 8: 159,2 (C-2), 135,9 (C-3), 179,7 (C-4), 163,3 (C-5), 100,2 (C-6), 166,6
(C-7), 95,0 (C-8), 158,7 (C-9), 105,8 (C-10), 123,2 (C-1"), 116,2 (C-2"), 146,2 (C-3"), 150,1
(C-4"), 117,8 (C-5"), 123,4 (C-6"); 3-O-Glc: 104,6 (C-1), 76,0 (C-2), 78,4 (C-3), 71,4 (C-4),

78,6 (C-5), 62,8 (C-6). P.f. 216-218°C (lit.'** p.f. 216-218°C).
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Quercetina (45): RMN 'H (200 MHz, CD;OD) &: 7,82 (d, 1H, ArH), 7,68 (dd, 1H, ArH),

7,01 (d, 1H, ArH), 6,52 (d, 1H, ArH), 6,27 (d, 1H, ArH). RMN "C (50 MHz, CD;0D) &:
Anel A: 165,95 (C-5), 98,40 (C-6), 164,10 (C-7), 93,40 (C-8), 156,43 (C-9), 103,30 (C-10);
anel C: 145,26 (2C a), 135,95 (3C P), 176,05 (4 CO); anel B: 122,33 (C-1), 115,39 (C-2),
145,26 (C-3), 147,89 (C-4), 115,89 (C-5), 120,35 (C-6). P.f. 310-312°C (lit."** p.f. 312-

314°C).

Acido salicilico (46): RMN 'H (200 MHz, CDCl) &: 6,87 (t, 1H, aArH), 6,93, (d, 1H,

bArH), 7,44 (t, 1H, cArH), 7,85 (d, 1H, dArH). RMN *C (50 MHz, CDCl;) &: 172,0, 161,3,

134,9, 130,0, 118,4, 116,6, 112,5. P.f. 158-160°C (lit.'* p.f. 158-160°C).

Solasodina (47): IV (KBr, cm™): 3350, 1255, 1040. RMN *C (50 MHz, CDCl;) &: 37,2 (C-

1), 31,6 (C-2), 71,7 (C-3), 42,3 (C-4), 140,8 (C-5), 121,4 (C-6), 32,2 (C-7), 31,4 (C-8), 50,1
(C-9), 36,6 (C-10), 20,9 (C-11), 39,9 (C-12), 40,5 (C-13), 56,5 (C-14), 32,1 (C-15), 78,8 (C-
16), 62,9 (C-17), 16,5 (C-18), 19,4 (C-19), 41,3 (C-20), 15,3 (C-21), 98,4 (C-22), 34,1 (C-
23), 30,4 (C-24), 31,5 (C-25), 47,7 (C-26), 19,4 (C-27). P.f. 200-201°C (lit."* p.f. 200-

201°C).

As estruturas dos compostos isolados de /. pes-caprae (33-47) sdo apresentadas no Capitulo

IIT (Resultados e Discussao) desta Tese.
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2.2.2. Ensaios farmacologicos

Os testes farmacoldgicos dos compostos isolados da espécie [pomoea pes-caprae foram
realizados no Nucleo de Investigagdes Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR) da Universidade

do Vale do Itajai (UNIVALI), pela professora Dra. Marcia Maria de Souza.

Animais: foram utilizados nos ensaios farmacolégicos camundongos Swiss Webster de
ambos os sexos com uma média de 2 a 3 meses de idade e peso entre 20 e 30 gramas. Todos
os animais foram criados e mantidos em ambiente com ciclos claro/escuro de 12 horas e
temperatura controlada (23+2°C). Agua e alimento foram fornecidos ad libitum exceto

durante os testes farmacologicos.

Drogas: para os ensaios farmacologicos foram utilizadas as seguintes drogas diluidas em
solugdo salina (0,9%) ou Tween (20%), quando necessario: acido acético (0,6%); formalina

(2,5%); naloxona e morfina (Sigma Chemicals).

A. Modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

No modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético foi administrado
uma solugio 0,6 % intraperitonealmente em camundongos Swiss Webster.'”” Os animais
foram pré-tratados com os compostos intraperitonealmente (i.p.) (10 mg/kg), 30 minutos

antes da injecdao de acido acético. Animais do grupo controle receberam um volume similar
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de 0,9% de NaCl (10 mL/kg, i.p.). Todos experimentos foram conduzidos a temperatura de
23+2°C. A resposta nociceptiva foi induzida utilizando-se o chamado “writhing test”,
administrando-se acido acético 0,6% intraperitonealmente. Pares de camundongos foram
colocados em caixas separadas e o numero de contor¢des dos musculos abdominais
juntamente com e extensdo de uma das patas posteriores (ver Figura 6 para um exemplo
ilustrativo) foram acumuladamente contadas num periodo de 20 minutos. A atividade
antinociceptiva foi expressa pela redugao do nimero de contor¢des abdominais entre animais

do grupo controle e camundongos pré-tratados com os compostos em estudo.

Figura 6. Camundongo ap6s 30 minutos da injecao intraperitoneal de 4cido acético. As fotos
(a) e (b) mostram o camundongo extendendo seu corpo junto ao solo juntamente com a
extensao das patas posteriores. As fotos (c¢) e (d) mostram outro camundongo respondendo ao
writhing teste que inclui contorgdes e rotagdes dos musculos abdominais.
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B. Modelo de dor induzida pela formalina

O procedimento foi similar ao descrito anteriormente por Hunskaar e col.,
(1985)."*'% Animais da mesma linhagem foram anestesiados com éter, exceto quando
usados para analisar a primeira fase da dor induzida pela formalina. Uma solugdo aquosa
2,5% de formalina (20 pl) foi injetada sub-cutdneamente na regido intraplantar da pata
posterior esquerda com uma seringa Hamilton. Os animais foram aclimatados por pelo
menos 24 horas antes dos experimentos. Dois camundongos (controle e tratado) foram
observados simultdneamente de 0 a 30 minutos apos a inje¢do da formalina. Os efeitos
nociceptivos preliminares normalmente se iniciam depois de 5 minutos (primeira fase,
representando a dor neurogénica), € de 15-30 minutos depois da inje¢do de formalina
(segunda fase, representando a dor inflamatéria).'* Os animais foram tratados com solugdo
salina 0,9% (10 mL/kg, i.p.) ou com compostos isolados de I pes-caprae (10 mg/kg, i.p.) 60
minutos antes da injecao de formalina. Apds a aplicagdo intraplantar de formalina, os animais
foram colocados imediatamente num cilindro de vidro (20 cm de didmetro). O tempo gasto

pelos animais lambendo ou mordendo a pata injetada foi observado e considerado indicativo

de dor.

ApoOs os experimentos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e

ambas as patas retiradas e pesadas para a avaliagdo da reducao ou nao dos edemas.
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Analise estatistica: todos os resultados foram apresentados como a média E.P.M. e

analisados estatisticamente por analise de variancia ANOVA, seguida de teste de Dunnett de

multiplas variagdes. Valores de P menores que 0.05 foram considerados indicativos de dor.

2.3. Analogos do acido galico

2.3.1. Sintese

Acido galico (GA001), adquirido da Aldrich Chemicals, foi empregado na sintese das séries
analogas. Os fenois, alcoois benzilicos, alcoois fenetilicos e anilinas derivadas foram
adquiridos da Aldrich ou Sigma Chemicals com o maior grau de pureza disponivel. Solventes
em geral foram adquiridos com alto grau de pureza da Aldrich Chemicals ou Fisher Inc.
Quando necessario, os solventes foram purificados ou secos utilizando-se procedimentos
padrdes da literatura. Anidrido acético galico (GA049) foi sintetizado pelo professor Richard
Lawton da University of Michigan e gentilmente cedido para os nossos testes

farmacologicos.
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A. Preparacao dos analogos do acido galico GA002-GA007

Procedimento experimental geral

Foi empregado para a preparagao dos andlogos GA002-GA007, procedimento similar

. . . 1 131
aos descritos anteriormente na literatura. 30,13

Ao é4cido gélico (15 mmol), o alcool
apropriado (45 mmol) e benzeno seco (50-75 mL), foi adicionado lentamente H,SO, (0,4
mL) e a mistura foi aquecida até refluxo. A mistura reacional foi mantida sob refluxo (Dean
Stark foi usado para separar a d4gua da mistura reacional) por um periodo entre 8 e 12 horas,
de acordo com o alcool empregado. Apos, evaporou-se o solvente sob vacuo e o residuo foi
dissolvido em éter etilico e extraido com agua (50 mL). Extraiu-se com solugdo saturada de
NaHCOs; (3x 30 mL), e com agua (40 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio

anidro e o solvente evaporado sob vacuo. Os produtos foram recristalizados em éter de

petrdleo.

Galato_de metila (GA002): Rdt = 79%, p.f. 200-201°C (lit."** p.f. 200-202°C). RMN 'H

(200 MHz, DMSO-dq) &: 6,94 (s, 2H, ArH), 3,83 (s, 3H, OCH;). EM-AR, IE, (M"):

calculado para CgHgOs: 184,0372, encontrado: 184,0381. Analise: calculado para CsHgOs: C,

52,18; H, 4,38; encontrado: C, 52,19; H, 4,16.
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Galato de etila (GA003): Rdt = 80%, p.f. 151-153°C (lit." p.f. 150-152°C). RMN 'H (200

MHz, DMSO-dg) &: 6,94 (s, 1H, ArH), 4,22 (q, 2H, OCH,), 1,24 (t, 3H, CH;). EM-AR, IE,

(M+): calculado para CoH;oOs: 198,0528, encontrado: 198,0536. Analise: calculado para

CoH,00s: C, 54,55; H, 5,09; encontrado: C, 54,39; H, 4,91.

Galato de propila (GA004): Rtd = 74%, p.f. 149-151°C (lit."** 148-150°C). RMN 'H (200

MHz, DMSO-dg) &: 6,94 (s, 2H, ArH), 4,22 (t, 2H, OCH,), 1,74 (m, 2H, CH), 1,01 (t, 3H,
CHs). EM-AR, IE, (M"): calculado para C;oH20s: 212,0685, encontrado: 212,0672. Analise:

calculado para CoH;,0s: C, 56,60; H, 5,70; encontrado: C, 56,49; H, 5,56.

Galato de butila (GA005): Rdt = 72%, p.f. 143-144°C (lit."* p.f. 145-146°C). RMN 'H (200

MHz, DMSO-dq) 8: 6,93 (s, 2H, ArH), 4,17 (t, 2H, OCH,), 1,56 (m, 2H, CH,), 1,29 (m, 2H,

CH,), 0,88 (t, 3H, CH3). EM-AR, IE, (M+): calculado para C;1H40s5: 226,0841, encontrado:

226,0828. Andlise: calculado para C;;H40s: C, 58,40; H, 6,24; encontrado: C, 58,12; H,

6,01.

Galato_de pentila (GA006): Rdt = 69%, p.f. 127-128°C (lit."** p.f. 126-127°C). RMN 'H

(200 MHz, DMSO-ds) 8: 6,92 (s, 2H, ArH), 4,23 (t, 2H, OCH;), 1,60 (m, 2H, CH), 1,34 (m,
4H, 2xCH,), 0,90 (t, 3H, CH3). EM-AR, IE, (M"): calculado para C;,H;¢Os: 240,0998,

encontrado: 240,0979. Analise: calculado para C;,H;60s: C, 59,99; H, 6,71; encontrado: C,

59,90; H, 6,81.
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Galato de hexila (GA007): Rdt = 67%, p.f. 94-95°C (lit."** p.f. 93,5°C). RMN 'H (200 MHz,

DMSO-dp) 6: 6,92 (s, 2H, ArH), 4,22 (t, 2H, OCH,), 1,58 (m, 2H, CH>), 1,36 (m, 6H,
3xCH»), 0,87 (t, 3H, CH3). EM-AR, IE, (M+): calculado para C3H;30s: 254,1154,

encontrado: 254,1166. Analise: calculado para C;3H;30s: C, 61,41; H, 7,13; encontrado: C,

61,22; H, 6,91.

B. Preparacio dos analogos do acido galico GA008-GA009

Galato_de_etila_tribenzila (GA008). Procedimento similar ao descrito por Clinton e

Geissman.”® Ao galato de etila (GA003) (0,01 mol) foi adicionado, sob atmosfera de
nitrogénio, 50 mL de acetofenona seca ¢ a mistura foi aquecida a 100°C. Sob constante
agitacdo foi adicionado K,CO; (0,032 mol) previamente seco em estufa a 140°C por 2 horas.
Cloreto de benzila re-destilado (0,032 mol) foi adicionado lentamente através de funil de
adigio por um periodo de cerca de 30 minutos. A mistura foi aquecida a 140-150°C e
mantida sob agitacdo por um periodo de 7 horas. Apds, adicionou-se agua (100 ml) e a
mistura foi extraida com éter (3 x 100 mL). A fase organica foi tratada com solucdo aquosa
de NaCl 5% (3 x 100 mL), seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporada e
evaporada sob vacuo. Cromatografia flash (30% éter em hexano) foi empregada fornecendo
GA008. Rdt = 70%, p.f. 109-110°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8: 7,30-7,21 (m, 15H,
ArH), 6,94 (s, 2H, ArH), 4,49 (s, 2H, OCH,Ar), 4,23 (q, 2H, OCH,), 1,24 (t, 3H, CH3). EM-

AR, IE, (M"): calculado para C3yHx3Os: 468,1937, encontrado: 468,1918. Analise: calculado

para C;30H»30s: C, 76,90; H, 6,02; encontrado: C, 76,79; H, 5,88.
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Acido galico tribenzila (GA009). Procedimento similar ao descrito por Clinton e

Geissman."*® Saponificagio do galato GA008 com solu¢io aquosa de hidroxido de sodio
forneceu o composto GA009. O produto foi recristalizado em benzeno-éter de petrdleo. Rdt
= 78%, p.f. 193-194°C (lit."*® p.f. 196-196,5°C). RMN 'H (300 MHz, DMSO-dj) &: 7,31-7,20
(m, 15H, ArH), 6,98 (s, 2H, ArH), 4,48 (s, 2H, OCH,). EM-AR, IE, (M"): calculado para
CasH2405: 440,1624, encontrado: 440,1622. Anélise: calculado para C,sH»40s: C, 76,35; H,

5,49; encontrado: C, 74,39; H, 5,71.

C. Preparagao do acido gélico triacetila (I)

Procedimento similar ao descrito por Fischer e col. (1918)."’

Ao acido galico (5 g)
em anidrido acético (50 mL), foi adicionado cloreto de zinco (0,5 g). A mistura foi mantida
sob agitagdo por 6 horas a temperatura ambiente. Apos, agua (50 mL) foi adicionada ¢ a
solucdo mantida sob agitacdo a temperatura ambiente durante a noite. O so6lido formado foi
filtrado, lavado varias vezes com agua gelada e colocado em dessecador sob P,Os. Rdt =
95%, p.f. 169-170°C (lit."*” p.f. 171-172°C). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d¢) &: 7,79 (s, 2H,
ArH), 2,35 (s, 3H, COCHj3), 2,30 (s, 6H, 2x COCHj3). EM-AR, IE, (M+): calculado para

Ci3H120s5: 296,0532, encontrado: 296,0518.
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D. Preparacao do cloreto de galoila triacetila (II)

. - . . 13
Procedimento similar ao descrito por Fischer e col.'*’

Ao acido galico triacetila (I) (5
g) em tetracloreto de carbono (50 mL) foi adicionado lentamente pentacloreto de fosforo
(PCls) (4 ). A mistura foi aquecida a 60°C (em banho maria) e mantida sob agitagdo (HCI é
vigorosamente liberado) por um periodo de 3 horas (solucdo torna-se amarela cristalina).
Ap0s, a solugdo foi decantada eliminando-se o material insolivel. Ao decantado adicionou-se
cuidadosamente éter de petroleo (50 mL), ocorrendo a formagdo de cristais em agulha
incolores de II. Resfriou-se a solucdo em banho de gelo e os cristais foram coletados por
filtragdo a vacuo. Lavou-se os cristais com pequena quantidade de éter de petroleo e deixou-

se secar em dessecador. Rdt = 95%, p.f. 106-107°C (lit."*” 106-107°C). EM-AR, IE, (M"):

calculado para C3H;;ClO7: 314,0193 encontrado: 314,0208.

E. Sintese dos analogos do acido galico GA010-GA034

Procedimento experimental geral

Procedimento experimental de acordo com o descrito por Feldman e col."** O 4lcool
ou fenol apropriado (50 mmol), piridina (50 mmol) e DMAP (10 mmol), foram adicionados

sucessivamente sob agitacdo a uma solucao de cloreto de galoila triacetila (II) (45 mmol) em
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CH,Cl, anidrido (100 mL) a 0°C (banho de gelo). A mistura foi mantida sob agitacio a
temperatura ambiente por 2-6 horas. Apds, colocou-se a mistura em agua gelada e extraiu-se
com CH,Cl,. A fase orgénica foi extraida com HCIl aquoso 4%, agua e com solugdo de
NaHCOs 5%. Secou-se com sulfato de sodio anidro, filtrou-se e evaporou-se sob vacuo. O
solido obtido foi colocado em uma solu¢gdo MeOH-H,O-CH,Cl, (5:1:1, 140 mL) a 0°C,
seguido de K»COs3 (244 mmol) sob constante e vigorosa agitagdo. Quando um precipitado foi
formado, a mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente sob agitacdo por 1 hora.
Apbs, a mistura foi cuidadosamente acidificada com HCI, diluida com AcOEt (100 mL),
lavada com NaCl, seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporada sob véacuo. O
residuo oleoso obtido foi purificado em coluna cromatografica (1:1, AcOEt/éter de petroleo).

Os produtos foram recristalizados em éter de petroleo.

Galato de etilenoglicol (GA010): Rdt = 64%, p.f. 165-167°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-

dg) 8: 6,94 (s, 2H, ArH), 4,44 (t, 2H, OCH,), 3,91 (t, 2H, CH,OH). EM-AR, IE, (M"):

calculado para CoH;¢Og: 214,0477, encontrado: 214,0490. Anélise: calculado para CoH(Og:

C, 50,47; H, 4,71; encontrado: C, 50,35; H, 4,67.

Galato_de 1,3-propanodiol (GA011): Rdt = 66%, p.f. 148-149°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dy) o: 6,94 (s, 2H, ArH), 4,34 (d, 2H, OCH,), 3,74 (t, 2H, CH,OH), 1,14 (m, 2H,
CH,). EM-AR, IE, (M"): calculado para CioH;,0¢: 228,0634, encontrado: 228,0624. Analise:

calculado para CoH,O¢: C, 52,63; H, 5,30; encontrado: C, 52,49; H, 5,30.
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Galato de isobutila (GA012): Rdt = 64%, p.f. 135-136°C (lit."** p.f. 131-132°C). RMN 'H

(300 MHz, DMSO-dq) 6: 6,95 (s, 2H, ArH), 4,02 (d, 2H, OCH»), 1,92 (m, 1H, CH), 0,95 (d,
6H, 2x CHs). EM-AR, IE, (M+): calculado para C;1H40s: 226,0841, encontrado: 226,0841.

Analise: calculado para C;1H;40s: C, 58,40; H, 6,24; encontrado: C, 58,22; H, 6,07.

Galato de fenila (GA013): Rdt = 59%, p.f. 118-119°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-dy) &:

7,40 (t, 2H, ArH), 7,22-7,14 (m, 3H, ArH), 7,10 (s, 2H, ArH). EM-AR, IE, (M"): calculado

para C3H;0Os: 246,0528, encontrado: 246,0514. Analise: calculado para Ci3H;0Os: C, 63,42;

H, 4,09; encontrado: C, 63,70; H, 4,18.

Galato de p-metilfenila (GA014): Rdt = 59%, p.f. 127-128°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-

dg) 8: 7,20 (d, 2H, ArH), 7,10 (s, 2H, ArH), 7,01 (d, 2H, ArH), 2,34 (s, 3H, CH;). EM-AR,

IE, (M"): calculado para C4H,0s: 260,0685, encontrado: 260,0694. Analise: calculado para

Ci14H120s: C, 64,61; H, 4,65; encontrado: C, 64,87; H, 4,45.

Galato de m-metilfenila (GA015): Rdt = 57%, p.f. 102-103°C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-

d¢) 6: 7,28-7,13 (m, 3H, ArH), 7,09 (s, 2H, ArH), 6,99 (s, 1H,ArH), 2,36 (s, 3H, ArCH3).
EM-AR, IE, (M+): calculado para Ci4H;20s: 260,0685, encontrado: 260,0699. Analise:

calculado para C4H,0s: C, 64,61; H, 4,65; encontrado: C, 64,68; H, 4,54.
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Galato de p-hidréxifenila (GA016): Rdt = 66%, p.f. 193-194°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-de) &: 7,38 (d, 2H, ArH), 7,07 (s, 2H, ArH), 6,96 (d, 2H, ArH). EM-AR, IE, (M"):

calculado para Cj3H;0Oe: 262,0477, encontrado: 262,0492. Andlise: Calculado para

Ci13H100¢: C, 59,55; H, 3,84; Encontrado: C, 60,12; H, 3,73.

Galato_de p-metoxifenila (GA017): Rdt = 65%, p.f. 134-135°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dg) &: 7,42 (d, 2H, ArH), 7,07 (s, 2H, ArH), 6,98 (d, 2H, ArH), 3,84 (s, 3H, OCHs).
EM-AR, CI (NH3) [M+H]": calculado para C;4H;30¢: 277,0712, encontrado: 277,0722.

Analise: calculado para C4H,0¢: C, 60,87; H, 4,38; encontrado: C, 60, 69; H, 4,12.

Galato de p-clorofenila (GA018): Rdt = 54%, p.f. 146-128°C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-

deg) 0: 7,46 (d, 2H, ArH), 7,19 (d, 2H, ArH), 7,10 (s, 2H, ArH). EM-AR, IE, (M+): calculado

para C;3HoClOs: 280,0138, encontrado: 280,0119. Analise: calculado para C;3HoClOs: C,

55,63; H, 3,23; encontrado: C, 55,80; H, 3,40.

Galato _de p-bromofenila (GA019): Rdt = 54%, p.f. 137-138°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-ds) &: 7,71 (d, 2H, ArH), 7,14 (d, 2H, ArH), 7,09 (s, 2H, ArH). EM-AR, IE, (M"):

calculado para C;3sHoBrOs: 292,0457, encontrado: 292,0451. Andlise: calculado para

Ci13HoBrOs: C, 48,03; H, 2,79; Br, 24,58; encontrado: C, 48,17; H, 2,71; Br, 24, 41.
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Galato de p-nitrofenila (GA020): Rdt = 40%, p.f. 197-198°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-

dg) 8: 8,42 (d, 2H, ArH), 7,62 (d, 2H, ArH), 7,20 (s, 2H, ArH). EM-AR, CI (NH;) [M+H]":

calculado para C;3H;o)NO7: 292,0457, encontrado: 292,0466. Andlise: calculado para

C13H9NO7: C, 53,62; H, 3,12; N, 4,81; encontrado: C, 53,44; H, 3,08; N, 4,77.

Galato de benzila (GA021): Rdt = 69%, p.f. 146-147°C (p.f."** 148°C). RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dy) 6: 7,48-7,30 (m, SH, ArH), 7,02 (s, 2H, ArH), 5,28 (s, 2H, OCH;). EM-AR, CI
(NHs;) [M+H]": calculado para C;4H;30s: 261,0763, encontrado: 261,0783. Analise:

calculado para C14H,0s: C, 64,61; H, 4,65; encontrado: C, 64,33; H, 4,57.

Galato_de p-metilbenzila (GA022): Rdt = 66%, p.f. 192-193°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-de) 8: 7,26 (d, 2H, ArH), 7,21 (d, 2H, ArH), 7,03 (s, 2H, ArH), 5,24 (s, 2H, OCH,),

2,30 (s, 3H, ArCH3). EM-AR, CI (NH3) [M+NH4]": calculado para C;sH;sNOs: 2921185,

encontrado: 292,1198. Andlise: calculado para C;sH40s: C, 65,69; H, 5,14; encontrado: C,

65,84; H, 5,99.

Galato_de_m-metilbenzila (GA023): Rdt = 60%, p.f. 183-184°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dg) &: 7,40-7,18 (m, 4H, ArH), 7,04 (s, 2H, ArH), 5, 22 (s, 2H, OCH,), 2,14 (s, 2H,
ArCH3). EM-AR, CI (NH3) [M+NH,]": calculado para C;sH;gNOs: 292,1185, encontrado:

292,1172. Anélise: calculado para C;sH40s: C, 65,69; H, 5,14; encontrado: C, 65,84; H,

5,99.
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Galato_de p-metoxibenzila (GA024): Rdt = 67%, p.f. 153-154°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dy) o: 7,37 (d, 2H, ArH), 7,03 (s, 2H, ArH), 6,98 (d, 2H, ArH), 5,27 (s, 2H, OCH»),
3,80 (s, 3H, OCHs). EM-AR, CI (NHj3) [M+NH4]+: calculado para C;sH;sNOg: 308,1134,

encontrado: 308,1118. Analise: calculado para C;sH;4O¢: C, 62,07; H, 4,86; encontrado: C,

62,21; H, 5,04.

Galato_de_m-metéxibenzila (GA025): Rdt = 59%, p.f. 140-141°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dy) o: 7,42-7,32 (m, 2H, ArH), 7,03 (s, 2H, ArH), 7,00-6,98 (m, 2H, ArH), 5, 26 (s,
2H, OCH,). EM-AR, CI (NH3) [M+NH4]": calculado para C;sH;sNOg: 308,1134,

encontrado: 308,1122. Andlise: calculado para C;sH40¢: C, 62,07; H, 4,86; encontrado: C,

61,85; H, 4,76.

Galato de m-fenéxibenzila (GA026): Rdt = 48%, p.f. 248-249°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dg) o: 7,40-7,25 (m, 4H, ArH), 7,16-7,04 (m, 7H, ArH), 5,30 (s, 2H, OCH,Ar). EM-
AR, CI (NHj) [M+H]+: calculado para C,)H;70¢: 353,1025, encontrado: 353,1034. Anélise:

calculado para Cy0H;6O¢: C, 68,18; H, 4,58; encontrado: C, 68,39; H, 4,00.

Galato_de p-clorobenzila (GA027): Rdt = 60%, p.f. 158-159°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-de) 8: 7,54 (d, 2H, ArH), 7,48 (d, 2H, ArH), 7,06 (s, 2H, ArH), 5,29 (s, 2H, OCH,).

EM-AR, CI (NH;) [M+NH4]": calculado para C;4H;sCINOs: 312,0639, encontrado:
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312,0648. Anélise: calculado para C4H;;ClOs: C, 57,06; H, 3,76; encontrado: C, 56,80; H,

3,56.

Galato_de_m-clorobenzila (GA028): Rdt = 58%, p.f 131-132°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dy) 6: 7,52-7,36 (m,4H, ArH), 7,06 (s, 2H, ArH), 5,31 (s, 2H, OCH;). EM-AR, CI
(NH3) [M+NH,4]": calculado para Ci4H;sCINOs: 312,0639, encontrado: 312,0646. Anélise:

calculado para C14H;,ClOs: C, 57,06; H, 3,76, encontrado: C, 56,87; H, 3,71.

Galato_de p-bromobenzila (GA029): Rdt = 56%, p.f. 149-150°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-ds) &: 7,62 (d, 2H, ArH), 7,48 (d, 2H, ArH), 7,06 (s, 2H, ArH), 5,29 (s, 2H, OCH,).
EM-AR, CI (NH;) [M+NH4]": calculado para Ci4H;sBrNOs: 356,0133, encontrado:

356,0144. Anélise: calculado para C4H;;BrOs: C, 49,58; H, 3,27; encontrado: C, 49,71; H,

3,50.

Galato_de p-nitrobenzila (GA030): Rdt = 46%, p.f. 197-198°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dg) o: 8,38 (d, 2H, ArH), 7,81 (d, 2H, ArH), 7,16 (s, 2H, ArH), 5,39 (s, 2H, OCH,).
EM-AR, CI (NH3) [M+NH,]": calculado para C14H;5sN,O7: 323,0879, encontrado: 323,0869.
Analise: calculado para C;4H;1NO7: C, 55,09; H, 3,63; N, 4,59; encontrado: C, 55,36; H,

4,66; N, 4,49.
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Galato de fenetila (GA031): Rdt = 70%, 6leo viscoso. RMN 'H (300 MHz, DMSO-dj) &:

7,31-7,18 (5H, m, ArH), 6,98 (s, 2H, ArH), 4,22 (t, 2H, OCH,), 2,98 (t, 2H, CH,Ar). EM-

AR, IE, (M+): calculado para CsH;4Os: 274,0841, encontrado: 274,0846. Anélise: calculado

para C;5H40s: C, 65,69; H, 5,14; encontrado: C, 65,84; H, 5,04.

Galato de p-metilfenetila (GA032): Rdt = 66%, 6leo incolor. RMN 'H (300 MHz, DMSO-

dg) 8: 7,18 (d,d, 4H, ArH), 6,98 (s, 2H, ArH), 4,23 (t, 2H, OCH,), 2,32 (s, 3H, CHs). EM-AR,

IE, (M"): calculado para Ci¢H60s: 288,0998, encontrado: 288,0988. Analise: calculado para

Ci6H160s: C, 66,66; H, 5,59; encontrado: C, 66,41; H, 5,42.

Galato_de p-metéxifenetila (GA033): Rdt = 68%, p.f. 32-33°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dy) &: 7,21 (d, 2H, ArH), 7,00 (d, 2H, ArH), 6,98 (s, 2H, ArH), 4,22 (t, 2H, OCH,),
3,81 (s, 3H, OCH3), 2,90 (t, 2H, CH,Ar). EM-AR, IE, (M"): calculado para C;sH;¢Os:
304,0947, encontrado: 304,0962. Andlise: calculado para C;¢H;606: C, 63,15; H, 5,30;

encontrado: C, 63,00; H, 5,32.

di-galato de 1.4-benzenodiol (GA034): Utilizou-se 90 mmol do cloreto de galoila

triacetilado (IT) ¢ 100 mmol de piridina. Rdt = 46%, p.f. 223-224°C. RMN 'H (300 MHz,
DMSO-dy) o: 7,46 (s, 4H, ArH), 7,08 (s, 4H, ArH). EM-AR, CI (NHs3) [M+H]": calculado

para Cy0Hi5010: 415,0665, encontrado: 415,0682. Analise: calculado para Cy)H;4010: C,

57,98; H, 3,41; encontrado: C, 58,21; H, 3,44.
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F. Sintese dos analogos do acido galico GA035-GA047

Procedimento experimental de acordo com o descrito por Feldman e col."*® Utilizou-se
metodologia similar a descrita para a sintese dos analogos do acido galico GA010-GA034. A

unica modificagdo significativa foi a ndo utilizagdo de piridina na reacao.

N-hidroxigalamida (GA035): Rdt = 81%, p.f. 229-230°C. EM-AR, CI (NH;) [M+H]":

calculado para C;H9NOs: 187,0480, encontrado: 184,0464. Andlise: calculado para

C7HgNOs: C, 45,17; H, 4,33; N, 7,52; encontrado: C, 45,36; H, 4,17; N, 7,28.

N-cicloexilgalamida (GA036): Rdt = 80%, p.f. 189-190°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg)

5: 6,94 (s, 2H, ArH), 3,14 (m, 1H, CH), 1,91-1,68 (m, 4H, 2x CH»), 1,45-1,11 (m, 6H, 3x
CH;). EM-AR, CI (NHj) [M+H]+: calculado para Ci3H;sNOg4: 252,1236, encontrado:

252,1248. Andlise: calculado para C;3H7;NO4: C, 62,14; H, 6,82; N, 5,57; encontrado: C,

62,32; H, 6,69; N, 5,53.

N-fenilgalamida (GA037): Rdt = 73%, p.f. 206-207°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) &:

7,66 (d, 2H, ArH), 7,42 (t, 2H, ArH), 7,23 (t, 1H, ArH), 7,10 (s, 2H, ArH). EM-AR, CI
(NH;) [M+H]": calculado para C;3H;;NO,4: 246,0766, encontrado: 246,0766. Anélise:
calculado para C;3H;1NO4: C, 63,67; H, 4,52; N, 5,71; encontrado: C, 63,41; H, 4,40; N,

5,87.
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N-p-metéxifenilgalamida(GA038): Rdt = 75%, p.f. 210-211°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dy) o: 7,68 (d, 2H, ArH), 7,08 (s, 2H, ArH), 7,01 (d, 2H, ArH), 3,81 (s, 3H, OCH3).
EM-AR, CI (NHj) [M+H]+: calculado para C;4H4NOs: 276,0872, encontrado: 276,0862.
Analise: calculado para C4H;3NOs: C, 61,09; H, 4,76; N, 5,09; encontrado: C, 61,35; H,

4,55; N, 5,01.

N-m-metéxifenilgalamida (GA039): Rdt = 70%, p.f. 189-190°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dy) 6: 7,53-7,34 (m, 3H, ArH), 7,12 (d, 1H, ArH), 7,08 (s, 2H, ArH), 3,81 (s, 3H,
OCH3). EM-AR, CI (NH3) [M+H]": calculado para C;4H;sNOs: 276,0872, encontrado:

276,0886. Andlise: calculado para C;4H3sNOs: C, 61,09; H, 4,76; N, 5,09; encontrado: C,

61,43; H, 4,63; N, 5,28.

N-p-fenéxifenilgalamida (GA040): Rdt = 67%, p.f. 258-259°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-ds) &: 7,70 (d, 2H, ArH), 7,24-7,03 (m, 9H, ArH). EM-AR, CI (NH;) [M+H]":

calculado para C;9H;¢NOs: 338,1028, encontrado: 338,1002. Andlise: calculado para

C19H5NOs: C, 67,65; H, 4,48; N, 4,15; encontrado: C, 67,83; H, 4,18; N, 4,42.

N-m-fenéxifenilgalamida (GA041): Rdt = 62%, p.f. 241-242°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-ds) &: 7,38-7,24 (m, 4H, ArH), 7,16-7,02 (m, 7H, ArH). EM-AR, CI (NH;) [M+H]":

calculado para C;9H;¢NOs: 338,1028, encontrado: 338,1016. Analise: calculado para

Ci9HisNOs: C, 67,65; H, 4,48; N, 4,15; encontrado: C, 67,48; H, 4,29; N, 4,11.
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N-p-clorofenilgalamida (GA042): Rdt = 65%, p.f. 217-218°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-

dg) 8: 7,81 (d, 2H, ArH), 7,42 (d, 2H, ArH), 7,10 (s, 2H, ArH). EM-AR, CI (NH;) [M+H]":

calculado para C;3H;;CINO4: 280,0377, encontrado: 280,0388. Anadlise: calculado para

Ci13H10CINOy: C, 55,83; H, 3,60; N, 5,01; encontrado: C, 55,65; H, 3,38; N, 4,91.

N-m-clorofenilgalamida (GA043): Rdt = 63%, p.f. 153-154°C. RMN 'H (300 MHz,
DMSO-ds) &: 7,69-7,50 (m, 4H, ArH), 7,10 (s, 2H, ArH). EM-AR, CI (NH;) [M+H]":

calculado para C;3H;;CINO4: 280,0377, encontrado: 280,0386. Analise: calculado para

Ci3H19CINOy: C, 55,83; H, 3,60; N, 5,01; encontrado: C, 55,77; H, 3,80; N, 4,82.

N-p-bromofenilgalamida (GA044): Rdt = 64%, p.f. 232-234°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-de) &: 7,81 (d, 2H, ArH), 7,61 (d, 2H, ArH), 7,10 (s, 2H, ArH). EM-AR, CI (NH;)

[M+H]": calculado para Ci3H;;BrNOg: 323,9871, encontrado: 323,9888. Analise: calculado

para C;3H;oBrNO4: C, 48,17; H, 3,11; N, 4,32; encontrado: C, 47,99; H, 3,08; N, 4,24.

N-m-bromofenilgalamida (GA045): Rdt = 60%, p.f. 167-168°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dg) o: 7,74-7,54 (m, 4H, ArH), 7,10 (s, 2H, ArH). EM-AR, CI (NHj3) [M+H]+:
calculado para C;3H;;BrNO4: 323,9871, encontrado: 323,9881. Andlise: calculado para

Ci3H10BrNOy: C, 48,17; H, 3,11; N, 4,32; encontrado: C, 48,03; H, 3,00; N, 4,49.
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N-p-nitrofenilgalamida (GA046): Rdt = 53%, p.f. 174-175°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-

dg) 8: 8,30 (d, 2H, ArH), 7,82 (d, 2H, ArH), 7,17 (s, 2H, ArH). EM-AR, CI (NH;) [M+H]":

calculado para C;3H;N,Og: 291,0617, encontrado: 291,0636. Andlise: calculado para

Ci13H10N»Og: C, 53,80; H, 3,47; N, 9,65; encontrado: C, 54,07; H, 3,20; N, 9,93.

N-m-nitrofenilgalamida (GA047): Rdt = 54%, p.f. 197-198°C. RMN 'H (300 MHz,

DMSO-dy) o: 8,71 (s, 1H, ArH), 8,38-8,31 (m, 2H, ArH), 7,77 (t, 1H, ArH), 7,18 (s, 2H,
ArH). EM-AR, CI (NH3) [M+H]": calculado para C;3H;;N,O¢: 291,0617, encontrado:

291,0626. Analise: calculado para C;3HoN,Og¢: C, 53,80; H, 3,47; N, 9,65; encontrado: C,

53,87; H, 3,32; N, 9,99.

G. Sintese do analogo do acido galico GA048 e identificacao do analogo GA049

Anidrido galico (GA048): a mistura entre o cloreto de galoila (IT) (10 mmol), acido gélico

triacetila (I) (10 mmol), 2 mL de piridina seca e diclorometano anidro (50 mL) foi aquecida
em banho maria (45°C) sob agitagio por 30 minutos. Ap6s a mistura foi colocada sobre agua
e gelo (100 mL) e o precipitado foi separado por filtracdo a vacuo. O precipitado obtido foi
colocado em uma solugao MeOH-H,O-CH,Cl, (5:1:1, 200 mL) a OOC, seguido de K,COs3 (20
mmol) sob constante e vigorosa agitagdo. Quando um precipitado foi formado, a mistura
reacional foi mantida a temperatura ambiente sob agitacdo por 1 hora. Apds, a mistura foi

cuidadosamente neutralizada com HCI, diluida com AcOEt (100 mL), lavada com NaCl, seca
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com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporada sob vacuo. O residuo obtido foi purificado
em coluna cromatografica (20% AcOEt/hexano). O produto foi recristalizado em benzeno
seco. Rdt = 32%, p.f. 196-197°C. EM-AR, FAB [M+Na]+: calculado para C;4H;oNaOo:
345,0222, encontrado: 345,0240. Analise: calculado para C;4H;009: C, 52,18; H, 3,13;

encontrado: C, 52,01; H, 3,29.

Anidrido acético galico (GA049): EM-AR, FAB [M+H]+: calculado para CoHoOg:

213,0399, encontrado: 213,0412. Anadlise: calculado para CoHgOq: C, 50,95; H, 3,80;

encontrado: C, 50,79; H, 3,66.
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2.3.2. Avaliacao farmacologica: atividade analgésica

A. Modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

Os testes farmacoldgicos foram realizados no departamento de farmacologia do
Medical Center da University of Michigan, sob a supervisao dos professores Dr. James

Woods e Dr. John Traynor.

O modelo utilizado foi o de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético 0,6%
em camundongos.'””"** Camundongos Swiss machos (20-25 g) foram mantidos sob
temperatura controlada (25°C) e iluminagdo em ciclos de 12 horas (claro/escuro), com rago
e agua ad libitum. A resposta nociceptiva foi induzida administrando-se os compostos
(diluidos em DMSO 10%) subcutaneamente nas doses de 1; 3,2; 10; 32 e 100 mg/kg. Para
cada dose individual para cada composto testado foram utilizados grupos de 6 animais.
Animais do grupo controle receberam um volume similar de 10% DMSO (10 mL/Kg via
subcutdnea). Apds 15 minutos, a solugdo de dacido acético 0,6% foi injetada
intraperitonealmente na dose padrdo de 0,4 mL e ap6s 5 minutos iniciou-se a contagem das
contor¢des abdominais por um periodo de 5 minutos. A atividade antinociceptiva foi
expressa pela reducdo do nlimero de contor¢des abdominais dos animais pré-tratados com os
compostos em estudo em relagdo ao nimero de contor¢des abdominais dos animais do grupo

controle.
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Os animais foram sacrificados imediatamente apos os experimentos com uma dose de

0,2 mL de pentobarbital administrada intraperitonealmente.

Os resultados da DIs (dose do composto que reduz a resposta em 50% em relagao ao
grupo controle) foram determinados a partir de experimentos individuais por interpolagao

grafica, com o auxilio de programas estatisticos disponiveis no laboratorio.

B. Modelo de dor induzida pela formalina

Os testes farmacoldgicos foram realizados no Departamento de Farmacologia da
Universidade Federal de Santa Catarina, pelo professor Dr. Adair dos Santos, nos

laboratodrios do professor Dr. Jodo Batista Calixto.

O procedimento experimental empregado foi descrito no item 2.2.2. B, pags. 49-50.
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2.3.3. Avaliaciao microbiologica: atividade antifingica

Os testes microbiologicos foram realizados na Faculdad de Bioquimica y Farmacia

da Universidad Nacional de Rosario, pela professora Dra. Susana Zacchino.

Microorganismos e meio de cultura

Os microorganismos usados na avaliagdo antifungica foram adquiridos da American

Type Culture Collection (Rockville), da CEREMIC ou ATCC.

Ensaio antifiingico

A atividade fungistatica dos analogos do acido galico foi avaliada empregando-se o
método de diluigdo em agar, usando agar Saboureaud, conforme descrito anteriormente por
Zacchino e col.'*

Os ensaios foram realizados em placas de petri de 96 pogos de titulagdo. Os analogos
do acido gélico foram dissolvidos em DMSO (em duplicata) e adicionados ao meio de agar
fundido, resultando em diferentes concentragdes variando entre 1 e 250 pg/mL. A
concentracao final de DMSO nao excedeu 2% nos ensaios. Usando uma micropipeta, o
in6culo (5 pL) foi adicionado ao meio de agar. Os agentes antifungicos cetoconazol e

anfotericina B foram empregados como padrdes nos ensaios. Uma solugdo sem qualquer

composto foi utilizada como controle. As placas foram incubadas 24, 48, ou 72 horas a 30°C
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(de acordo com o crescimento dos fungos). CIM foi definida como a menor concentragao
individual de cada composto na qual ndo foi observado crescimento fungico visivel apés o

periodo de incubacdo.

71



2.3.4. Modelo de OSAR

Os estudos de QSAR foram realizados no Department of Chemistry da University of
Michigan, sob a orienta¢do do Prof. Dr. Eugene H. Cordes.
Os modelos de QSAR foram desenvolvidos de acordo com os procedimentos

. . . 141-144
anteriormente descritos na literatura.

Um conjunto de descritores moleculares foi
calculado para uma unica conformacao otimizada para cada composto no conjunto de dados.
O conjunto de descritores empregado no processo de modelagem inclui cerca de 200
descritores 2D e 3D geralmente empregados em calculos de QSAR, descritores S-keys que
identificam e definem o tipo e numero de 4tomos ou grupos nas estruturas (por exemplo:
metil, etil, carbonil, heterodtomos,...), e cerca de 300 descritores moleculares derivados da
tecnologia Transferable Atom Equivalent (TAE),'*>'* baseados na distribuicio eletronica, e
enfocam as propriedades locais derivadas a partir da densidade eletronica. A ferramenta
computacional empregada na realizagdo deste trabalho ¢ denominada WINSIMS.'Y Um
nimero de softwares ¢ disponivel em WINSIMS para obter conformagdes consistentes
dentro do conjunto treino.

A nossa rotina de modelagem foi a seguinte: i) derivar preliminarmente conformacgdes
3D empregando CONCORD e MOPAC; ii) computar os descritores moleculares. O uso de
WINSIMS possibilitou calcular e gravar automaticamente os valores para os descritores 3D,
2D e S-keys. Um conjunto de descritores moleculares foi calculado pelo Dr. Curt Breneman
(do SCT - Scientific Computing Team) e incluido neste arquivo. Precisamente, a mesma

sequéncia de operacdes foi efetuada para cada membro do conjunto de dados. Os modelos de

QSAR para cada sub-conjunto foram qualificados a cerca de sua habilidade em predizer os
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valores da propriedade (DIsp) para cada molécula no conjunto treino mas fora do sub-
conjunto, empregando um dos diversos conjuntos de descritores moleculares. Somente
aqueles sub-conjuntos passando por este critério foram conservados. Modelos estatisticos
Partial Least Squares (PLS) foram desenvolvidos e otimizados para cada sub-conjunto
qualificado. Os modelos PLS passando por estas barreiras de qualificagdo foram entdo
incorporados em um modelo-de-matriz (MOM). O MOM foi entdo empregado para predizer
os valores da propriedade para aquelas moléculas fora do conjunto treino, ou seja, aquelas
pertencentes ao conjunto teste. As ferramentas computacionais utilizadas na modelagem
estatistica sdo disponiveis em um unico banco de dados de facil comunicag¢do. O pacote de
softwares  aplicativos, completamente integrado e funcional, ¢ denominado

PERCOLATOR.'#
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CAPITULO 111




3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O capitulo de Resultados e Discussao, para uma melhor compreensao, foi dividido em

duas partes:

3.1. Estudos fitoquimicos e farmacologicos da espécie Ipomoea pes-caprae

3.2. Estudos em Quimica Medicinal de analogos do acido galico

3.2.1. Sintese dos analogos do acido galico

3.2.2. Avaliacio farmacoldgica: atividade analgésica

3.2.3. Avaliacio microbiologica: atividade antifingica

3.2.4. Modelo de QSAR para a atividade analgésica de uma série de analogos

do acido galico
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3.1. Estudos fitoquimicos e farmacologicos da espécie Ipomoea pes-caprae

A espécie I. pes-caprae, conhecida como "salsa-da-praia", abundante ao longo das
dunas de todo o litoral brasileiro e, particularmente no litoral de Santa Catarina, na praia de
Jureré Internacional (onde foi coletada para realizacdo de nossos estudos), foi investigada
fitoquimicamente e farmacologicamente, como demonstrado a seguir.

Os efeitos antinociceptivos promissores mostrados anteriormente pelo extrato

hidroalcodlico obtido de I pes-caprae'®

nos encorajou a determinar e identificar os
principais fitoconstituintes que poderiam ser responsaveis por essas agdes farmacologicas.
Desta forma, foi preparado um extrato metandlico bruto e o mesmo foi particionado com
solventes de polaridade crescente, hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e dgua, a
fim de se obter diferentes fragdes de constituintes distintos com o objetivo de separar,
seletivamente, os principios ativos presentes na planta. Neste contexto, a fracdo acetato de
etila foi selecionada, numa primeira etapa, para as analises fitoquimicas, uma vez que
apresentou significante acao antinociceptiva e o melhor rendimento. Procedimentos usuais de
cromatografia (CC, CCD e CQG) levaram ao isolamento de 15 compostos que foram
identificados com base nos seus dados espectroscopicos € por comparagdo com amostras
auténticas (ver Capitulo II). Estes foram: estigmasterol (33), f-sitosterol (34), glochidona
(35), acetato de a- e f~amirina (36 ¢ 37), a-amirina (38), f-amirina (39), xantoxilina (40),
2,4-dihidroxi-6-metoxi acetofenona (41), acido sericico (42), acido betulinico (43),
isoquercitrina (44), quercetina (45), acido salicilico (46) e solasodina (47). Alguns destes

compostos foram avaliados como antinociceptivos em dois modelos classicos de dor em

camundongos. Os extratos metanodlico e aquoso também foram avaliados em modelos de
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analgesia. Os compostos 33-40 também foram detectados nas fracdes hexano e
diclorometano. Os compostos 44 ¢ 45 foram detectados na fragdo butandlica, mas devido ao

baixo rendimento destas fragdes, estes compostos ndo foram determinados quantitativamente.

Estigmasterol B-sitosterol
(33) 34)

Glochidona
(35)

(36) acetato de ag-amirina, R =Ac,30=H
(37) acetato de B-amirina, R = Ac, 30 = CHj3
(38) a-amirina, R=H, 30=H

(39) B-amirina, R =H, 30 = CHj3
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COCH;4
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Xantoxilina
(40)

OCH;
COCH;

OH

2,4-dihidroxi-6-metdxi acetofenona

(41)

Acido sericico

(42)

Acido betulinico
(43)

Isoquercitrina
(44)

COOH
a
X

OH

Acido salicilico
(46)

Quercetina
(45)

Solasodina
(47)



O efeito analgésico dos compostos 33,150 34,150 38,151 39,151 40,152 41,152 42,]53 45'%% ¢
46'> ja foi demonstrado anteriormente, deste modo, ndo sera apresentado nesse estudo. A
glochidona (35), acetato de o~ e f-amirina (36 e 37), acido betulinico (43), isoquercitrina
(44) e solasodina (47) foram estudados em modelos de analgesia. Os dados fisicos e
espectroscopicos destes compostos foram descritos no Capitulo II (pags. 42-47). Os dados
nao serdo discutidos em detalhes, uma vez que os mesmos sdo descritos extensivamente na
literatura, o que nos serviu de base comparativa para a confirmagao estrutural. No entanto, ¢
interessante observar que a propor¢ao dos componentes da mistura de acetato de - ¢ f*-
amirina (36 e 37) foi determinada através de cromatografia gasosa de alta resolucdo (CG-
AR). A Figura 7 mostra o cromatograma onde os compostos aparecem em quantidades
equivalentes na mistura.

De forma ilustrativa, apresentam-se os espectros de RMN (‘H e °C) da glochidona
(35) e da isoquercitrina (44), acompanhados dos dados espectroscopicos correspondentes na
Tabela 3, Figuras 8 e 9, (para a glochidona), e na Tabela 4, Figuras 10 e 11 (para a

isoquercitrina).
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Figura 7. Cromatograma da mistura de acetatos de - e f-amirina.
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Tabela 3. Dados de RMN de 'H e *C (200 MHz) da glochidona (35), em CDCls.

H 3 (ppm) c 3 (ppm)
2 7,09 (d, 1H, J= 9,8 Hz) 1 125,1
1 5,76 (d, 1H, J = 9,8 Hz) 2 159,8
29 4,69 e 4,58 (d, 2H) 3 205,6
30 1,69 (s, 3H) 4 39,9
23 1,12 (s, 3H) 5 444
28 1,11 (s, 3H) 6 19,1
27 1,07 (s, 3H) 7 35,4
26 1,06 (s, 3H) 8 41,7
24 0,95 (s, 3H) 9 53,4
25 0,79 (s, 3H) 10 39.5
11 21,3
12 25.0
13 42,9
14 43,06
15 29,7
16 33,7
17 44.6
18 48,1
19 47,8
20 150,6
21 27.7
22 38,1
23 27.3
24 18,0
25 18,9
26 16,4
27 14,4
28 19,3
29 109,5

30 21,2
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Figura 8. Espectro de RMN 'H da glochidona (35), em CDCls.
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Figura 9. Espectro de RMN "°C da glochidona (35), em CDCls.
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Tabela 4. Dados de RMN de 'H e °C (200 MHz) da isoquercitrina (44), em CD;0D.

H 3 (ppm) c 3 (ppm)
7 6,39 (d, 1H, J= 1,9 Hz) 2 159,2
9 6,57 (d, 1H, J= 2,1 Hz) 3 135,9
2’ 7,90 (d, 1H, J= 2,1 Hz) 4 179,7
5° 7,07 (d, 1H, J = 8,5 Hz) 5 163,3
6’ 7,72 (d,d, 1H, J=2,1 ¢ 8,5 Hz) 6 100,2
1” 5,42 (d, 1H, J=17,5 Hz) 7 166,6
27-6” 3,85-3,55 (m, 5H) 8 95,0
9 158,7
10 1058
1 123,2
2’ 116,2
3’ 146,2
4 150,1
5° 117,8
6’ 123,4
1” 104,6
2” 76,0
3” 78.4
4” 71,4
5”7 78.6
6” 62.8
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Figura 10. Espectro de RMN 'H da isoquercitrina (44), em CD;OD.
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Figura 11. Espectro de RMN °C da isoquercitrina (44), em CD;OD.
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O efeito antinociceptivo de varios constituintes isolados de 1. pes-caprae no modelo
de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético 0,6 % em camundongos, ¢ mostrado
na Tabela 5. Como pode ser observado, a fracdo aquosa, a fragdo acetato de etila, a
glochidona e o 4cido betulinico, inibiram significantemente o numero de contorgdes
abdominais em relagdo ao grupo controle (10 mg/kg, i.p.) com taxas inibitorias percentuais
de 71; 81; 75,5 e 88,1, respectivamente. A mistura de acetatos de «a- ¢ f-amirina, a
isoquercitrina e a solasodina, exibiram atividade moderada com taxas inibitdrias percentuais
de 54,4; 34,5 e 44,5, respectivamente. No mesmo modelo, a aspirina € o paracetamol,
farmacos empregados amplamente na clinica médica'™® e utilizados em nossos estudos para
efeito de comparacdo, foram menos eficazes que os constituintes de I. pes-caprae, com
excessao da isoquercitrina, que apresentou efeito analgésico comparavel aos farmacos

padrdes (Tabela 5).
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Tabela 5. Efeitos antinociceptivos dos constituintes isolados de 1. pes-caprae e dos farmacos

padrdes aspirina e paracetamol, administrados intraperitonealmente na dose de 10 mg/kg.

Compostos Nimero de contorgdes Inibicao (%)
Controle 35,3+£4,2 _
Fracgdo aquosa 9,2+1,5 71
Fragdo acetato de etila 6,7 +3,2 81
Glochidona 8,7+ 1,4 75,5
Acetato de a- e f-amirina 159+ 1,6 54,4
Acido betulinico 42+1,6 83,1
Isoquercitrina 23,1+3 34,5
Solasodina 19,6 £2.4 44,5
Aspirina 229+2 35
Paracetamol 21,9+1 38

Cada grupo representa a média + s.e.m. de 6-8 experimentos.

Os resultados farmacologicos demonstram que a planta I. pes-caprae produz vérios

compostos ativos que sao responsaveis pelos efeitos analgésicos apresentados pela planta.

Posteriormente, foram determinados valores da DIs (dose necessaria para inibir 50%

das contor¢des abdominais) para uma série de compostos isolados de /. pes-caprae. Os

resultados da poténcia analgésica, no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido

acético em camundongos, sao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Efeito analgésico do extrato aquoso e de compostos isolados de 1. pes-caprae, no

modelo de contorgdes abdominais causadas pelo acido acético 0,6% em camundongos.

Compostos DIso (mg/kg) DIsy (umol/kg) Inibi¢ado Maxima
Extrato metanolico 33,8 (18,4-61,6) B 58,7+2
Isoquercitrina 39,7 (32,1-49,5) 91,9 (74,3-114,58) 712+29
Glochidona 3 (1,1-5,9) 7,1 (2,4-14) 939+1,3
Solasodina 24,7 (9-47.,4) 59,8 (21,8-113,8) 89,3+0,8
Aspirina 23,9 (13,1-44,5) 133 (73-247) 83+2
Paracetamol 18,9 (15,7-37,8) 125 (104-250) 88+ 1

Cada grupo representa a média +s.e.m de 6-8 experimentos.

Como pode ser observado, o extrato metanolico e os compostos isolados de 1. pes-
caprae apresentam efeito analgésico significativo, sendo mais potentes que a aspirina € o
paracetamol. O composto mais ativo, a glochidona (DIsy = 7,1 upmol/kg), foi
aproximadamente 18 vezes mais potente que os farmacos padrdes. A solasodina (DIso = 59,8
umol/kg) e a isoquercitrina (DIsp = 91,9 umol/kg), foram respectivamente cerca de 2,2 e 1,5
vezes mais potentes que os farmacos padrdes. Além disso, € interessante observar o efeito
farmacologico significante apresentado pelo extrato metandlico. A administragdo
intraperitoneal do extrato metanolico (10-60 mg/kg) nos animais 30 minutos antes da
administragdo do acido acético causou inibi¢do dose-dependente das contor¢des abdominais
nos camundongos. O valor da DlIsy calculado foi de 33,8 mg/kg com inibi¢do méaxima de

58,7%. Este valor ¢ comparavel aqueles de DIsy apresentados pela aspirina e paracetamol,
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farmacos analgésicos e antiinflamatérios nao-esteroidais, que exibiram Dlsy de
aproximadamente 20 mg/kg nas mesmas condig¢des de medidas experimentais (Tabela 6).

O extrato metandlico, quando administrado por via oral na dose de 200 mg/kg em
camundongos, causou pronunciada acdo antinociceptiva no modelo de contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético, reduzindo em 68,4% o ntiimero de contorgdes
abdominais em relagdo ao grupo controle, indicando que os principios ativos da planta

podem ser absorvidos pelo trato gastrointestinal. O resultado ¢ apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Efeito analgésico do extrato metandlico no modelo de contorgdes abdominais

causadas pelo acido acético.

Tratamento Dose (mg/kg)* Inbigao (%)

Extrato metanodlico 200 68,4 +4

*administrado por via oral.

Quando avaliados no teste da formalina, um modelo no qual duas fases distintas de
dor podem ser distingiiidas (neurogénica - 1° fase; e inflamatéria - 22 fase),'*'** foi possivel
confirmar a acdo antinociceptiva dos constituintes de 1. pes-caprae. A Tabela 8 apresenta o
efeito da fracdo acetato de etila, glochidona, acetato de o~ e f-amirina, acido betulinico,

isoquercitrina e indometacina no modelo da formalina.
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Tabela 8. Efeito da indometacina e dos compostos isolados de /. pes-caprae, administrados

intraperitonealmente em camundongos, no teste da formalina.

Dose (10 mg/kg, i.p.) 1* Fase Inibi¢ao (%) 2" Fase Inibi¢ao (%)
Controle 782+6,2 _ 204,3 £ 6,8 _
Fragdo acetato de etila 54+7.8 30,9 33,0+ 4,6 83,8
Glochidona 46,6 £ 4 40,4 34,7+3,8 83
Acetato de - e f-amirina 32,1£5 58,9 45+23 97,8
Acido betulinico 73,2 +3,3 6,5 1022 +4.2 50
Isoquercitrina 40,7 + 3.8 47,9 109,5+5,2 46,4
Indometacina 70,4+ 1,8 10 61,3+3,4 70

Cada grupo representa a média * s.e.m. de 6-8 experimentos.

Como pode ser observado, a fracdo acetato de etila e os compostos glochidona,
acetato de o- e f-amirina e isoquercitrina, inibiram ambas fases de dor induzida pela
formalina. As taxas inibitorias percentuais foram de 30,9; 40,4; 58,9 e 47,9 na primeira fase e
de 83,8; 83; 97,8 ¢ 46,4 na segunda fase, respectivamente. De forma clara, a acdo
antinociceptiva dos componentes foi maior na fase inflamatoria da resposta induzida pela
formalina. Por outro lado, vale ressaltar que todos os componentes testados, com excessao do
acido betulinico, foram substancialmente mais eficazes que o farmaco padrdo na fase
neurogéncia. A indometacina, farmaco padrdo de agdo periférica, e o acido betulinico,
inibiram efetivamente somente a fase inflamatéria no teste da formalina, com inibigcdo

percentual de 70 e 50, respectivamente.
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A Tabela 9 apresenta valores da DIsy determinado para o extrato metanolico e
aspirina no modelo de dor induzida pela formalina. O extrato metanolico exerceu inibicao

dose-dependente significativa em ambas fases neurogénica (1* fase) e inflamatoria (2° fase).

Tabela 9. Efeito antinociceptivo do extrato metanolico obtido de Ipomoea pes-caprae e do

padrdo de referéncia aspirina, no teste da formalina.

Tratamento DIs) (mg/kg, i.p.) IM* (%) 2" Fase IM (%)
1* Fase

Extrato metandlico 37,6 (20,5-68,7) 66,5+5 12,5 (6,8-22,9) 88 +5

Aspirina Inativo B 22,1 (13,9-33) 88 +3

* Inibi¢do maxima.

Os valores obtidos para ambas fases foram 37,6 (20,5-68,7) e 12,5 (6,8-22,9) mg/kg,
respectivamente. Em comparagdo com a aspirina (DIsp = 22,1 mg/kg), o extrato metanolico
foi cerca de duas vezes mais potente em relagdo a fase inflamatoria de dor. Tanto a aspirina
quanto outros farmacos antiinflamatorios nao-esteroidais t€ém demonstrado eficacia na
segunda fase do teste da formalina, o que pode ser atribuido a inibicdo da sintese de
prostaglandinas na regulacio da dor."*’ Por outro lado, o extrato metandlico nao interferiu em
edema de pata induzido pela formalina,"’ sugerindo que a agdo antinociceptiva do extrato
metanolico de 1. pes-caprae na segunda fase do teste da formalina ndo esta associada ao
edema de pata. Uma vez que o extrato metandlico foi ativo nas fases neurogénica e
inflamatoria do teste da formalina, o que pode ser um indicativo de possives interagdes com o

128,158

sistema opioide, animais foram pré-tratados posteriormente com naloxona, um

antagonista do sistema opidide, extrato metanolico ou morfina. Os resultados mostraram que
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a naloxona reverteu o efeito antinociceptivo produzido pela morfina no teste das contor¢des
abdominais, mas ndo casou influéncia na agdo produzida pelo extrato metandlico. Tais
resultados sugerem que o extrato metandlico de /. pes-caprae contém substancias com ac¢ao
antinociceptiva que aparentemente nao sao relacionadas com a ativacdo dos sistemas
opidides. Porém, outros estudos serdo necessarios para elucidar o mecanismo de agao
analgésica do extrato metanolico de 1. pes-caprae.

Embora todos os compostos ja tenham sido quimicamente identificados
anteriormente, € interessante mencionar que varios deles exibiram tipos diferentes de
atividades biologicas. Neste contexto, a xantoxilina, que foi isolada anteriormente em nossos
laboratorios da Sebastiania schottiana Muell. Arg, com rendimento de 0,25 %, resultou ser o
principal componente antiespasmodico dessa planta.''”'> O acido sericico, isolado de
Vochysia divergens Pohl, possui agdo antibacteriana e antifungica contra microorganismos

121.1 . , . . . . 1 .
159 ¢, possui também propriedades antinociceptivas.'®® A quercetina e a

patogénicos
isoquercitrina sdo flavonoides comuns presentes em varias plantas e alimentos. Muitas
propriedades farmacoldgicas ou biologicas desses flavonoides ja foram demonstradas

151,161-163

anteriormente. A o-amirina e a f-amirina, mostraram propriedades antiinflamatérias

e antiartriticas. Os fitoesterdis, estigmasterol e f-sitosterol, constituintes bem conhecidos e
distribuidos amplamente em plantas superiores, possuem variadas propriedades
farmacologicas, principalmente entre estas, a analgésica’” e antiinflamatoria.'® Estudos
recentes demonstraram a eficacia terapéutica desses esterdis no tratamento de pacientes com
hiperplasia benigna de prostata(HBP).'¢>-1%

O 4cido betulinico, um triterpeno bem conhecido do tipo lupano, tem recebido

atengdo especial de varios pesquisadores por causa de suas atividades farmacolédgicas e/ou
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bioldgicas promissoras. Embora este composto ja tenha sido identificado em muitas plantas,

: . . . 16
tais propriedades s6 foram demonstradas recentemente, como antitumoral,'®’

espasmogénica,'® antiinflamatoria,'®'"" anti HIV'"' e antimalarial.'”

E importante ressaltar que este é o primeiro trabalho que demonstra a agdo
antinociceptiva da glochidona, acetatos de a- e f-amirina, acido betulinico, isoquercitrina e
solasodina, além dos estudos do extrato metanodlico e das fragdes de acetato de etila e aquosa.

Por fim, os resultados apresentados neste trabalho demonstraram claramente que a
planta /. pes-caprae produz muitos compostos ativos, o que comprova, pelo menos em parte,
0 seu uso na medicina popular no combate a diferentes doencas, em particular, aquelas
associadas a processos dolorosos e inflamatorios. Futuras investigagdes deverdo ser
realizadas em nossos laboratorios para confirmar esses efeitos por outras vias de

administragdo e também para caracterizar o mecanismo de agdo antinociceptiva desses

compostos.
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3.2. Estudos em Quimica Medicinal de analogos do acido galico

Os estudos envolvendo o acido galico e seus analogos simples tem avangado
significativamente nos ultimos anos, devido principalmente as suas multiplas e interessantes
atividades biologicas e farmacologicas, muitas destas exploradas no Capitulo I deste trabalho
(pags 31-36).

Um dos temas desta Tese ¢ a utilizagdo do acido gélico, composto ativo de origem
natural, como modelo para a sintese de varios andlogos simples, que serdo a base geradora
dos estudos em Quimica Medicinal. Além da sintese, tais estudos envolvem a determinagao
da atividade bioldgica e farmacologica dos analogos sintéticos, e estudos das relagdes entre a
estrutura quimica e a atividade biologica (SAR e QSAR).

E importante observar o carater multidisciplinar que a Quimica Medicinal nos
proporciona neste estudo, interligando diferentes areas das ciéncias quimico-farmacéuticas.
O entendimento de que cada area especifica ocupa um importante espaco neste contexto €
fundamental para a realizacdo deste trabalho com sucesso. A Figura 12 apresenta um
esquema ilustrativo das areas interligadas pela Quimica Medicinal e exploradas neste
trabalho: quimica orgénica, farmacologia, microbiologia e quimica computacional. O papel
do quimico medicinal ¢ essencial neste trabalho, sendo o elemento responsavel pela ligagao
deste conjunto diverso. E necessario entender neste processo as limitagdes de cada
componente nas outras areas especificas, o que torna de fundamental importancia o trabalho

conjunto efetivo para superar estas limitagdes.
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Quimica Organica

Sintese

Farmacologia IQuimica Medicinal Microbiologia

Analgesia Antifungico

Quimica computacional

Modelos de QSAR

Figura 12. Esquema demonstrativo das areas especificas e inter-relagdes envolvidas em
nossos estudos: quimica organica, farmacologia, microbiologia e quimica computacional. A

Quimica Medicinal € o centro deste processo.

3.2.1. Sintese dos analogos do acido galico

Nosso objetivo ¢ a sintese de um conjunto de compostos estruturalmente relacionados
para estudos em Quimica Medicinal, explorando muito do potencial apresentado na Figura
12. Os compostos sintetizados neste trabalho sdo simples do ponto de vista da quimica
organica sintético, viabilizando assim, a obten¢do de uma série grande de analogos. Vale
ressaltar que a industria farmacéutica a nivel mundial, vem cada vez mais investindo na

descoberta de moléculas pequenas e simples com potencial teraputico elevado. Tais
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moléculas fornecem a base para o tratamento de diversas doencas no homem, trazendo
beneficios e qualidade de vida as diferentes populagdes.

A sintese dos analogos do acido galico foi planejada de acordo com métodos
convencionais (mediante pequenas modificagdes) descritos na literatura. Os compostos foram
obtidos geralmente em bons rendimentos, com elevado grau de pureza. A determinacao da
pureza ¢ um fator importante para a avaliagdo biologica e farmacologica. Todos os
compostos sintetizados neste trabalho foram avaliados através dos dados espectroscopicos de
RMN de 'H, espectrométricos de massa de alta resolugdo, e analise elementar. Os respectivos
valores calculados e encontrados de CHN estao dentro do limite £ 0,4, revelando um padrao

de pureza adequado para a analise biologica.

A. Anéalogos do acido galico GA002-GA007

A primeira série de analogos preparada foi a dos ésteres do acido galico, onde a
cadeia alcoolica ¢ constituida por alcoois de cadeia alquilica linear crescente (metil, etil,
propil,...). Estes compostos foram preparados pela esterificagdo direta do acido galico
(GAO001) com o alcool primario apropriado em meio acido, de acordo com o método
anteriormente descrito na literatura®® (Figura 13). Os compostos foram obtidos em bons

rendimentos que variam entre 67 e 81%. O mecanismo de reagdo ¢ apresentado na Figura 14.
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GAO007, R = CH,(CH2)4CH3

Figura 13. Preparagdo dos analogos do 4cido galico GA002-GA007. a) benzeno, H>SOy4,

refluxo, 8-12 horas.
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Figura 14. Mecanismo de esterificacao do acido galico catalisado por &cido.
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O equilibrio ¢ atingido em algumas horas quando o 4acido galico e o alcool
correspondente sdo colocados em refluxo com uma pequena quantidade de acido sulfurico.
Uma vez que a posicao de equilibrio controla a quantidade do éster formado (Figura 14), o
uso de excesso do alcool desloca o equilibrio na dire¢do da formagao do éster, levando a um
aumento no rendimento baseado no reagente limitante. Rendimentos melhores foram
alcancados também pela remoc¢do da agua do meio reacional através de destilagao

azeotrdpica, favorecendo assim a formacao do éster no equilibrio.

B. Analogos do acido galico GA008 e GA009

Os compostos GA008 ¢ GAO009, planejados com a finalidade da avaliacdo da
influéncia dos grupos hidroxilas do 4cido galico na atividade farmacoldgica, foram
preparados a partir do galato de etila (GA003) como mostra a Figura 15. A benzilagdo dos
trés grupos hidroxilas de GA003 foi obtida em bom rendimento fornecendo GA008, com a
reacdo sendo completada em 7 horas. A utilizacdo de acetofenona como solvente foi
fundamental para o bom rendimento da reacdo. Os procedimentos convencionais de
benzilagio de fendis empregando acetona como solvente,”*® levam evidentemente a
temperaturas maximas de reagdo baixas e a necessidade de longo tempo reacional. Os
rendimentos obtidos por este método sdo baixos. O emprego da acetofenona permitiu a
elevagdo da temperatura de reacdo e possibilitou a obtengdo do produto num tempo reduzido,
com um aumento consideravel do rendimento da reacdo. O éster GA008 foi convertido ao
acido correspondente GA009, através de hidrdlise basica, em bom rendimento (Figura 15). O

mecanismo de reagdo ¢ ilustrado na Figura 16.
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Figura 15. Preparacao dos andlogos GA008 e GA009 a partir de GA003. a) acetofenona,

refluxo, 7 horas.

Se considerarmos o caminho inverso da reacdo mostrada na Figura 14, teremos a

hidrolise do éster do acido gélico catalisada por acido. Esteres, porém, ndo sofrem apenas

hidrolise acida, e sdo sujeitos a hidrolise promovida por base, também conhecida como

saponificagdo.
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Figura 16. Mecanismo de hidrélise de GA008 catalisado por base.

Como pode ser observado na Figura 16, o mecanismo de hidrodlise basica envolve a

substituicdo nucleofilica no carbono carbonilico de GA008. O ion carboxilato formado nio é

reativo frente a substituicdo nucleofilica por estar carregado negativamente. A hidrolise em

meio basico, consequentemente, ¢ uma reagdo essencialmente irreversivel. Pode ser

verificado também, de forma comparativa, o contraste existente em relagdo ao mecanismo de

hidrolise em meio acido (caminho inverso, Figura 14), onde a reacdo ¢ reversivel e a posicao

de equilibrio depende das concentragdes relativas de agua e de alcool.

C. Analogos do acido galico GA010-GA034
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O método de esterificagdo direta, discutido anteriormente para a preparacdo dos
analogos GA002-GAO007, provou ser conveniente quando empregados alcoois primarios
contendo até seis atomos de carbono. Por outro lado, foi observado no presente trabalho que
este método de esterificacdo nao foi efetivo quando empregou-se fenol ou alcool benzilico.
Além do dificil isolamento dos respectivos produtos, o rendimento foi baixo (resultados nao
apresentados). Contudo, tais ésteres podem ser sintetizados pela reacdo do cloreto do acido
galico com o fenol ou alcool apropriado. O cloreto do 4cido galico ¢ muito mais reativo
frente a substituicdo nucleofilica que o acido galico. Desta forma, a esterificacao do acido
galico com fendis, alcoois benzilicos e fenetilicos derivados, foi conduzida de forma eficaz

através de um método indireto de esterificacdo que envolve:

1) a protecdo dos grupos hidroxila fenolicos (acetilacdo) do acido galico, obtendo-se o
acido galico triacetila (I);

ii) o tratamento de (I) com pentacloreto de fosforo para formar o cloreto de galoila
triacetila (IT);

iii) reacao do cloreto (II) com os nucleodfilos (fenodis e alcoois substituidos);

iv) os ésteres preparados em (iii) sao desacetilados fornecendo os produtos finais desejados.

O 4cido galico triacetila (I) e o cloreto de galoila triacetila (II) foram obtidos em

excelentes rendimentos (95%) (Figura 17).
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Figura 17. Esquema reacional para a preparacao do cloreto de galoila triacetila (II).

Os analogos GA010-GA033, foram preparados através do tratamento do cloreto de
galoila (II) com os nucleo6filos correspondentes: didis, fenodis, alcoois benzilicos ou alcoois
fenetilicos derivados, em diclorometano a temperatura ambiente. Piridina e DMAP foram
utilizados para catalisar a reag@o e reagir com o HCI formado, prevenindo o desenvolvimento

de alta concentracao acida. Os compostos foram obtidos em rendimentos que variam entre 40

e 70%. O esquema reacional é apresentado na Figura 18.
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Figura 18. Sintese dos andlogos GAO10-GA033.

Deve ser notado que os rendimentos das reagdes na sintese dos andlogos GA010-
GAO033 sao referentes aos rendimento global de duas etapas reacionais sucessivas, partindo-
se do cloreto de galoila triacetila (IT) até os produtos finais, conforme mostra a Figura 18. As

espécies triacetiladas correspondentes ndao foram isoladas. As estruturas dos compostos

GA013-GA033 sao mostradas na Figura 19.
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Figura 19. Estruturas dos andlogos GA010-GA033.
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O composto GA034 foi sintetizado empregando-se metodologia similar a usada na
preparagao dos analogos GA010-GA033. Contudo, foi usado 2 equivalentes do cloreto IT e 2
equivalentes de piridina em relagdo a espécie dinucleofilica hidroquinona (1 equivalente).
Pode ser notado na Figura 20 que cada um dos grupos hidroxila fenolicos (posi¢des 1 e 4)

reagiu com 1 equivalente do cloreto II fornecendo GA034.

(2eq.) : (leq.) 0] o
O/U\O 5 /U\ o O/U\
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PN o C//O HO_) ‘< >—0H /U\o C//o O\\C ) Y
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/u\o 6h /U\O OJJ\

|
MeOH-H,0-CH,Cl,

K,CO;
HO OH
O 0
/)
HO c’ Nc OH
AN s
HO oH

GA034

Figura 20. Sintese de GA034.

D. Analogos do acido galico GA035-GA047

As amidas derivadas do acido galico, representadas pela série analoga GA035-
GA047, foram sintetizadas de acordo com a metodologia de esterificacdo indireta discutida
anteriormente no item C (3.2.1.), partindo-se do cloreto de galoila triacetila (IT). Nao foi

usada piridina para a reagdo de N-acilagdo, ao contrario do que ocorreu no caso da sintese
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dos ésteres, onde foi usada piridina para favorecer a O-acilagdo. Em geral, os cloretos de
acido reagem mais rapidamente com grupos amino fornecendo amidas em alto rendimento,
devido ao maior poder nucleofilico do nitrogénio dos grupos amino. A Figura 21 mostra as
estruturas dos analogos GA035-GA047. Os compostos foram obtidos em bons rendimentos

que variam entre 53 e 81%.

HQ HO HO
,0 .0 ,0
H o H c. H !
NHOH NH—<:> NH
HO HO HO
GA035 GA036 GA037
HO HO HQ
0 0 OCH, 0
H c H c. Hi C.
NH OCH; NH NH 0
HO HO HO
GA038 GA039 GA040

HO HO HO
/ O O@ 7, O Cl

HO HO HO
GA041 GA042 GA043
HQ HO HO
’/O /,O Br /,O
H C Hi C H C.
NH Br NH: NH: NO,
HO HO HO
GA044 GA045 GA046
HO
NO
/,O :
Hi Cl
NH
HO
GA047

Figura 21. Estruturas dos analogos GA035-GA047.
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E. Analogos do acido galico GA048 e GA049

O ultimo analogo sintetizado neste trabalho foi o anidrido gélico (GA048), que
juntamente com o anidrido acético galico (GA049), forma a pequena série dos anidridos
derivados do acido galico. A Figura 22 mostra o esquema reacional para a sintese de GA048.

A Figura 23 mostra a estrutura do anidrido GA049.
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Figura 22. Sintese do anidrido gélico (GA048).

HO
HO

HO

Figura 23. Estrutura molecular do anidrido acético galico (GA049).
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Os 4acidos carboxilicos reagem com cloretos de acido na presenga de piridina
fornecendo anidridos. Assim, o anidrido galico (GA049) foi preparado pela reagdo entre o
acido galico triacetila (I) e o cloreto de galoila triacetila (II), em piridina. A desacetilacao
dos grupos hidroxilas fenolicos forneceu GA049 com rendimento apenas satisfatorio, uma
vez que a reacao de hidrélise do anidrido galico compete com esta reacdo, produzindo acido

galico.
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3.2.2. Avaliaciao farmacologica: atividade analgésica

Polifenois de plantas destacam-se entre as diversas classes de produtos naturais que tem
recebido atengdo especial durante a tiltima década devido as suas interessantes e multiplas
atividades bioldgicas e farmacologicas (Capitulo I, pags. 32-36). O acido galico é um
composto de origem natural que exibe diversas atividades biologicas.®'™** Analogos simples

do 4cido galico apresentaram um amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo por

91,108 90,106
1, 1,™

exemplo, antitumora antivira antiinflamatoria,'” entre outras.

O éacido galico foi usado como prototipo para a sintese de varios analogos simples
com potencial para estudos em Quimica Medicinal (item 3.2.1., deste Capitulo). Os
compostos sintetizados foram avaliados farmacologicamente quanto as suas propriedades

analgésicas em dois modelos classicos de nocicep¢do. Dentro da série de compostos

sintetizados, destacam-se:

1) os ésteres andlogos GA002-GAO007, onde as cadeias alcodlicas sdo formadas por
alcoois de cadeia alquilica linear crescente, comengando com o grupo metil
(GA002) e estendendo-se na ordem até o grupo hexil (GA007);

1) os andlogos GAO008 ¢ GAO009 que possuem os 3 grupos hidroxilas fendlicos
protegidos com grupos benzila;

iii) uma série de 24 ésteres, apresentando cadeias alcoolicas variadas: diois,
etilenoglicol (GAO010) e 1,3-propanodiol (GAO11); um de cadeia alquilica
ramificada (GA012); fenol (GA013) e outros 7 derivados m- ou p-substituidos

(GA014-GA020); alcool benzilico (GA021) e outros 9 derivados m- ou p-
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substituidos (GA022-GA030); alcool fenetilico (GA031) e 2 derivados p-
substituidos (GA032 ¢ GA033);

iv) um éster di-galico (GA034);

v) uma série de 18 amidas, onde as cadeias aminicas sdo formadas por: hidroxiamina
(GAO035); ciclo-hexilamina (GA036); anilina (GA037) e uma série de anilinas m-
ou p-substituidas (GA038-GA047);

vi) por fim, 2 anidridos derivados do 4cido galico, o anidrido gélico (GA048) ¢ o

anidrido acético galico (GA049).

As modificagdes estruturais realizadas a partir do prototipo acido galico (GA001),
através das séries sintetizadas demonstradas, resultaram em conjunto de compostos
estruturalmente relacionados, que possuem, contudo, individualmente ou em pequenos sub-
conjuntos, atributos fisico-quimicos e estruturais diferentes, que conferem a este conjunto
uma caracteristica estrutura/propriedade interessante para estudos em Quimica Medicinal.
Pode ser observado de forma ilustrativa na Figura 24, algumas caracteristicas fisico-quimicas
e estruturais de cada sub-conjunto derivado que compdem o conjunto final de 49 compostos

derivados do protétipo.
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Figura 24. Esquema ilustrativo das caracteristicas estruturais e fisico-quimicas do conjunto

de 49 compostos derivados do prototipo acido galico.
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A. Modelo de contorcdes abdominais induzidas pelo acido acético

A atividade analgésica da série de 49 analogos do acido galico (incluindo o acido
galico) (Figura 24) foi avaliada no modelo de dor induzida pelo 4acido acético em
camundongos. Os resultados farmacoldgicos da poténcia analgésica (DIsp) sdo apresentados
na Tabela 10. Como padrdo comparativo, foi incluido o efeito analgésico da aspirina e

paracetamol.

Tabela 10. Efeito analgésico do acido galico e de seus andlogos sintéticos no modelo de

contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético 0,6%, em camundongos.

Composto DIsy (umol/kg) DIs) (mg/kg)
304 (20.5-40.3) 9(6-12)

GAO001
GA002 242 (176-318,3) 47,9 (35-63)
GA003 175,1 (141,3-196,8) 34,7 (28-39)
GA004 190.,6 (170,3-207,6) 40.4 (35-44)
GA005 30,9 (17,6-52.9) 7.0 (4-12)
GA006 2238 (170,9-241,7) 53,7 (41-58)
GA007 307 (281,9-321,1) 78,4 (72-82)
GAO008 > 999 > 100
GA009 > 999 > 100
GAO010 28,7 (13,9-41,7) 6,2 (3-9)
GAO11 73,4 (42,3-118,6) 26 (15-42)
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GAO012

GAO013

GAO014

GAO015

GAO016

GAO017

GAO018

GAO019

GA020

GA021

GA022

GA023

GA024

GA025

GAO026

GA027

GAO028

GA029

GAO030

GAO031

GAO032

GAO033

GAO034

89,4 (75,2-106,2)
46,2 (40,8-62,5)
43,3 (31,1-54,4)
39,5 (31,2-62,3)
22,6 (14,7-29,4)
43,8 (34,8-54,7)
39,2 (22,7-45.4)
17,5 (8,8-24,3)
17,9 (7,2-26,2)
31,2 (18-38,6)
15,6 (10-27,6)
20,2 (5-40)
15,1 (9,6-24)
39,5 (26,5-55.4)
10,8 (8,3-16,7)
21,1 (14,2-33,2)
17,6 (7,1-23,8)
12,6 (6,4-15)
24,5 (16,2-30)
171,7 (127,6-211,4)
37,9 (29-48,3)
46,9 (28-95.2)

3,9 (1,5-7,5)
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20,2 (17-24)
17,1 (15-23)
16,7 (12-21)
15,2 (12-24)
9,2 (6-12)
17,6 (14-22)
13,8 (8-16)
7,9 (4-11)
7,5 (3-11)
12,1 (7-15)
6,2 (4-11)
8,1 (2-16)
6,3 (4-10)
16,4 (11-23)
5,2 (4-8)
8,9 (6-14)
7,4 (3-10)
5,9 (3-7)
10,6 (7-13)
47,1 (35-58)
15,7 (12-20)
20,2 (12-41)

2,6 (1-5)



GA035 23,6 (16,2-38,8) 7.3 (5-12)
GA036 15,2 (8-24) 5,7 (3-9)
GA037 27,8 (18,9-35,1) 10,3 (7-13)
GA038 29,2 (20-57,4) 11,7 (8-23)
GA039 17,2 (10-25) 6,9 (4-10)
GA040 11,7 (8,7-23,8) 5.4 (4-11)
GA041 6,6 (4,2-15) 3,1 (2-7)
GA042 35,5 (22,2-44,4) 14,4 (9-18)
GA043 11,4 (7,4-19.9) 4,6 (3-8)
GA044 12,7 (6,7-24.5) 5,7 (3-11)
GA045 11,2 (6,6-24,1) 5,1 (3-8)
GA046 14,3 (9,7-24,2) 5,9 (4-10)
GA047 4,9 (2,2-9,8) 2,0 (0.9-4)
GA048 14,2 (10,4-22,5) 8,2 (6-13)
GA049 229,8 (188,7-255) 48,7 (40-54)
Aspirina 133 (73-247) 24 (13-44)
Paracetamol 125 (104-250) 19 (16-23)

Cada grupo representa a média de seis a oito animais. Valores da DI5, sdo apresentaods com limite de

95% de confianga.

Como pode ser notado, os compostos exibem acdo analgésica significante e dose
dependente. Dentro do conjunto de 49 compostos avaliados, pode-se destacar algumas
relagdes importantes entre a estrutura e a atividade (SAR). Tais relagcdes sdo descritas a

seguir.
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Os ésteres de cadeia alquilica linear crescente (GA002-GAO007) sdo os que
apresentam a atividade analgésica mais modesta do grupo testado. Com excessdo do galato
de butila (GA004), que foi cerca de 4 vezes mais potente que os farmacos padrdes e
apresentou atividade similar a do acido galico (GA001), os demais compostos foram entre
1,3 e 2,3 vezes menos potentes que os farmacos utilizados para efeito comparativo e entre 5 e
10 vezes menos potentes que o acido galico.

Os compostos GA008 ¢ GA009 sio os unicos inativos até a dose de 100 mg/kg, um
contraste notavel dentro do conjunto estudado. Apesar de serem derivados de compostos que
possuem atividade analgésica, como o galato de etila (GA003) e o acido galico (GA001),
respectivamente, os compostos GA008 ¢ GA009 apresentam uma caracteristica estrutural
unica dentro do conjunto estudado, ja que possuem os grupos hidroxila fenolicos ligados a
grupamentos benzila. Neste caso, os resultados farmacoldgicos sugerem que os grupos
fenolicos livres sdo essenciais para a atividade analgésica exibida pelo acido galico
(representada pela comparacao entre GA001 e GA009), ou de forma mais geral, pelo ésteres
simples (representada pela comparagdo entre GA003 ¢ GA008).

Os ésteres GA013-GA020, que apresentam as cadeias alcodlicas formada por fenol e
seus derivados substituidos, exibem significante atividade analgésica com valores da DlIsg
sendo entre 3 e 7,5 vezes menores do que os valores da DIsy da aspirina e o do paracetamol.

Os ésteres que possuem cadeias alcodlicas formada por alcoois benzilicos (GA021-
GAO030) exibem potente efeito analgésico. Um destes compostos (GA026) foi cerca de 12
vezes mais potente que a aspirina e o paracetamol, agentes usados como analgésicos e
antiinflamatorios na clinica médica. Um aspecto estrutural interessante relacionado com a

atividade analgésica, que pode-se destacar nesta série em comparacao com a série de ésteres
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GA013-GA020, ¢ a distancia entre o oxigénio (do éster) e o anel aromatico (Figura 24). No
caso da série dos alcoois benzilicos, a distancia € igual a 1 (grupo CH;), em contraste com a
distancia zero para os ésteres derivados do fenol, que possuem o oxigénio ligado diretamente
ao anel aromatico. Por comparagdo direta, por exemplo, entre os compostos para-
substituidos por grupos metil (GA014 e GAO022), verifica-se que o derivado benzilico ¢
aproximadamente 3 vezes mais potente que o derivado fendlico correspondente. Para outros
casos onde comparagdes sdo possiveis, como por exemplo, nos casos de GAO15 e GA023
(m-substituidos por CH3), GA017 e GA024 (p-substituidos por OCH3), GA018 ¢ GA028 (m-
substituidos por Cl), GA019 ¢ GA029 (p-substituidos por Br), esta mesma ordem de poténcia
¢ seguida. A Unica excessdo observada foi para o par GA020 ¢ GA030 (p-substituidos por
NO,), cujo derivado benzilico foi 1,4 vezes menos potente que o correspondente derivado
fenolico. Em comparagdo com os derivados fenetilicos (GA031-GA033), cuja distancia ¢
igual a 2 (dois grupos CHy), os correspondentes derivados benzilicos foram substancialmente
mais potentes. Por exemplo, o galato de benzila foi cerca de cerca de 12 vezes mais potente
que o galato de fenetila, ja o derivado benzilico para-substituido por CHj foi cerca de 2,5
vezes mais potente que o correspondente derivado fenetilico. A mesma relacao foi observada
para os compostos para-substituidos por grupos OCHj;. Tais resultados sugerem que a
distancia de um grupo CH; entre o anel aromadtico e o oxigénio do éster parecer ser um fator
importante relacionado a atividade analgésica dentro da série de analogos (GA013-GA033)
em questao.

O composto mais ativo da série de 49 compostos avaliados farmacologicamente, o di-
galato GA034 (DIso = 3,9 umol/kg), ¢ na relagdo molar cerca de 33 vezes mais potente que

os farmacos padrdes. Se compararmos a estrutura de GA034 com as estruturas de GA001 e

117



GAO016 (fracdes estruturais precursoras), verifica-se que o prototipo esta presente na
constru¢do estrutural contribuindo de forma significativa no composto de maior poténcia da

série. Esta relagdo ¢ ilustrada na Figura 25.

GA001 GAO16 GA034
O HO HO OH
o (6]
(0] [6) % N
‘// HO C// HO C\ /C OH
HO C, \ o o
OH O OH
HO OH
HO HO
DIsy =304 DI5y = 22,6 DI5,=3,9

\

ORDEM DE POTENCIA ANALGESICA DA SERIE

Figura 25. Estudo do efeito analgésico e correlagdes de SAR para os compostos relacionados

estruturalmente: GA001, GA016 ¢ GA034. Valores da DIsp em umol/kg.

As amidas derivadas do acido galico (GA035-GA037) exibem significante atividade
analgésica, sendo vdarias vezes mais potentes que os farmacos padrdes. O composto mais
potente desta série (GA047) foi cerca de 26 vezes mais ativo que a aspirina e o paracetamol.
Um fator importante em relagdo a atividade analgésica observada nesta série, ¢ a posi¢cao do
substituinte no anel aromatico da anilina. Por exemplo, analisando-se o par GA042 ¢ GA043,
respectivamente p- e m-substituidos por grupos CHj, verifica-se que o derivado meta-
substituido € o mais ativo por um fator de poténcia superior a 3 vezes. Observagdo similar
ocorre nos pares GA046 ¢ GA047 (p- e m-substituidos por NO,), GA044 ¢ GA045 (p- e m-

substituidos por Br), GA040 ¢ GA041 (p- e m-substituidos por OPh), e GA038 ¢ GA039 (p-
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e m-substituidos por OCH3), onde os analogos m-substituidos sdo os mais ativos em todos os
Casos.

Por fim, os anidridos derivados do acido gélico exibem efeitos analgésicos opostos.
Enquanto o anidrido gélico (GA048) apresenta pronunciada acao analgésica, com DIsy = 14,2
umol/kg, sendo cerca de 9 vezes mais ativo que os farmacos padrdes, o anidrido metil galico
(GA049), por sua vez, ndo exibe atividade analgésica importante, sendo menos ativo que os
farmacos padrdes e caracterizando-se como o compostos ativo de menor poténcia analgésica
na série estudada. Pode-se observar, uma vez mais, que o prototipo contribui de forma
significativa na atividade analgésica apresentada pelo composto GA048 (Figura 24).

Os dados estrutura/atividade obtidos neste estudo foram utilizados para o
desenvolvimento de um modelo preditivo de QSAR. Os resultados sdo apresentados no item

3.2.4. deste Capitulo da Tese.

B. Modelo de dor induzida pela formalina

O galato de metila (GA002), administrado por via intraperitoneal (10-300 mg/kg) ou
por via oral (50-500 mg/kg), foi avaliado no modelo de dor induzida pela formalina. Os

valores da Dls e da inibicdo maxima sdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores da DI, para o galato de metila no modelo da formalina.

Composto Via 12 Fase IM? (%) 2% Fase m*
DIsy(mg/kg) DI (%)
GA002 ip. 125,7(103,8-152,2) 61,4+4 32 (20-53) 88 +4
v.0.° 42+6 59,2(40,7-86) 55+7

Cada grupo representa a média de 12-16 animais. * Inibi¢do maxima. ® Intraperitoneal, ¢ oral.

Como pode ser observado, o galato de metila causou inibi¢ao de forma significativa e
dose dependente tanto da dor neurogéncia quanto da dor inflamatoria causada pela formalina,
sendo contudo mais efetivo em relagdo a segunda fase desse modelo.

O interessante efeito analgésico exibido pelo galato de metila, nos levou a estender
nossos estudos a outros compostos da série. A Tabela 12 apresenta o efeito analgésico de

uma série de analogos do acido gélico no teste da formalina.
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Tabela 12. Efeito dos andlogos do acido galico, administrados intraperitonelamente na dose
de 30 mg/kg, na primeira e segunda fases da nocicepg¢ao induzida pela injecao intraplantar de

formalina em camundongos.

Composto 1* Fase 2% Fase
Inibicio (%) Inibicio (%)

GAO013 29+ 11 Inativo
GAO018 48 + 14 Inativo
GAO019 54+£6 85
GA021 9 +1 100
GAO026 505 26 £ 16
GA037 Inativo 51+7
GA040 53+3 9 +1
GA041 51+6 39015
GA047 22 £8 Inativo
GA048 51+4 94 +1

Cada grupo representa a média + E.P.M. de 4-6 animais.

Os resultados farmacoldgicos mostram que os analogos testados inibem de forma
efetiva a dor induzida pela formalina, sendo que o galato de benzila (GA021), o galato de m-
fenoxibenzila (GA026), a N-p-fenoxifenilgalamida (GA040), a N-m-fenoxifenilgalamida
(GA041) e o anidrido galico (GA048) inibiram tanto a primeira quanto a segunda fase da dor

induzida pela formalina. Tais resultados promissores nos levaram a avaliar a agdo analgésica

121



destes 5 analogos administrados pela via oral, em camundongos. Os resultados sdao mostrados

na Tabela 13.

Tabela 13. Efeito dos analogos do acido galico administrados oralmente, na dose de 50
mg/kg, na primeira e segunda fases da nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de

formalina em camundongos.

Composto 1% Fase 2% Fase
Inibicao (%) Inibicao (%)

GAO021 40+ 6 34+£5

GA026 39+£9 Inativo

GA040 25+ 11 39+11

GA041 32+£5 17£9

GA048 22+8 34+11

Cada grupo representa a média = E.P.M. de 4-6 animais.

Pode-se verificar que os resultados confirmam a acdo antinociceptiva deste 5
analogos. Os analogos foram efetivos na nocicep¢ao neurogénica e inflamatdria causada pela
formalina, quando administrados pela via oral, em camundongos. Contudo a eficacia

analgésica dos derivados foi maior quando administrados pela via intraperinetoneal (Tabela

12).
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3.2.3. Avaliacido microbiologica: atividade antifingica

O uso de antibidticos e imunosupressivos mais efetivos aumentaram a sobrevida e
melhoraram a qualidade de vida de milhdes de pacientes com diversas enfermidades no
mundo todo. No entanto, o aparecimento de sérias infecgdes oportunistas causadas por
fungos trouxeram reflexos diretos no aumento da morbidade e mortalidade ao longo das duas
ultimas décadas, principalmente por fatores como transplante de orgdos, evolugdo das
infecgdes pelo virus HIV e outras condi¢des imunosupressivas sérias.' > > O tratamento de
tais infecgdes fungicas pelos farmacos mais importantes, como por exemplo, anfotericina B e
cetoconazol, tornou-se critica em termos da perda da eficidcia nos longos periodos de
tratamento, toxicidade, espectro de agdo e o desenvolvimento de cepas resistentes aos
antifingicos. Assim, a procura por novas classes de compostos antifungicos ¢ de grande
importancia para a clinica médica.'”

Com o objetivo de estender nossos estudos explorando a atividade biologica dos andlogos
do acido galico, uma série destes foi avaliada quanto a sua atividade antifungica contra varios
fungos patogénicos ao homem (Tabela 14). Ensaios de dilui¢do em agar'** foram usados para
determinar a concentracao inibitoéria minima (CIM) dos andlogos em concentragdes entre 1 e
250 pg/mL.

Nenhum dos compostos testados (GA001-GA010, GA013, GA019, GA020-GA026,
GA029, GAO031, GA036, GA037, GA042, GA048) foi ativo até a concentragdao de 250
pug/mL contra as leveduras Candida albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae
ou Cryptococcus neoformans, ou contra os fungos filamentosos Aspergillus niger,

Aspergillus fumigatus ou Aspergillus flavus (resultados ndo apresentados). Por outro lado,
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resultados mais promissores foram obtidos para os compostos testados contra os fungos do

grupo dos dermatofitos, causadores das dermatofitoses no homem, que sdo micoses

superficiais que afetam individuos de todas as idades, através de quadros clinicos diversos,

variando entre leves e graves. Os resultados da avaliagdo antifingica sdo mostrados na

Tabela 14. Valores da CIM da anfotericina B e cetoconazol, farmacos amplamente utilizados

na clinica médica, foram incluidos na Tabela 14 como padrao comparativo.

Tabela 14. Valores da CIM (pg/mL) para a atividade antifingica de uma série de andlogos

do 4cido galico.

Composto Microsporum  Microsporum Trichophyton Trichophyton  Epidermophyton
canis gypseum mentagrophytes rubrum floccosum
GA001 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
GA002 100 100 > 100 100 > 100
GA003 50> CIM > 25 100 > 100 100 > 100
GA004 <50 75 100>CIM>50 50> CIM > 25 > 100
GA005 <25 50>CIM>25 100>CIM>50 50>CIM > 25 > 100
GA006 <50 <50 100>2CIM>50 50>CIM>25 100> CIM > 50
GA007 50> CIM > 25 <25 <50 25 <50
GA010 > 250 > 250 > 250 > 250 > 250
Anfotericina B > 50 6,25 6,25 25 0,3
Cetoconazol 15 6,25 12,5 15 25

Como pode ser observado, de maneira geral, todos os dermatofitos analisados foram

inibidos a concentragdes maximas de 250 pug/mL (com excessdo de GA010), e em muitos

casos a concentragdes muitas vezes menores. Em particular, os andlogos do acido galico
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GA002-GA007, que possuem cadeias alcoolicas alquilicas crescentes nesta ordem: metil,
etil, propil, butil, pentil e hexil, respectivamente, mostraram significante atividade contra
todos os dermatofitos testados, com CIMs < 100 pug/mL na maioria dos casos. Além disso,
pode-se notar que estes compostos sdo ligeiramente mais ativos contra M. canis em
comparagdo aos demais dermatofitos. Dentro da série GA002-GAO007, o galato de hexila
(GAO007) foi o mais ativo, inibindo significativamente todos os dermatofitos testados com
CIMs < 50 pg/mL. Em particular, GA007 possui atividade comparavel ou pouco menor do
que a apresentada pelos farmacos padrdes anfotericina B e cetoconazol, e foi o unico
composto da série que apresentou atividade significante contra E. floccosum, com CIM < 50
pg/mL. Considerando-se que o protdtipo (GAO001) precursor desta série possui CIM > 100
ug/mL para todos os dermatofitos testados, sendo assim, consideravelmente menos ativo que
qualquer de seus analogos da série GA002-GAO007, nossos estudos tem o mérito da
identificacdo de compostos com atividade antifingica a partir de um precursor de pouca
atividade. Ainda dentro desta série, a atividade antifingica torna-se mais pronunciada a
medida que a cadeia alquilica aumenta, onde o composto GA007 foi o que apresentou o
melhor perfil fungistatico contra os dermatofitos testados (Tabela 14). Tal perfil interessante
de atividade sugere que fatores hidrofobicos podem estar associados a atividade antifungica
dentro desta série. Tal observagdo ¢ confirmada quando analisado o composto GA010, que
apresenta-se inativo frente a todos dermatoéfitos testados em concentragdes de até 250 pg/mL.
Em comparagdo com os compostos da série analoga GA002-GA007, o composto GA010 ¢
marcantemente menos hidrofobico, assim como o proprio acido galico GA001. A Tabela 15

apresenta os valores de log P calculados para a série de antifungicos em andlise.
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Tabela 15. Logaritmo do coeficiente de parti¢do (P) calculado para o acido galico e uma

série de seus analogos.

Composto Log P
GA001 0,892
GA002 0,924
GA003 1,266
GA004 1,735
GA005 2,131
GA006 2,527
GA007 2,924
GAO010 0,480

*calculado usando WINSIMS e Mopac.

Pode ser verificado que os valores calculados de log P crescem na sériec GA0O1-
GAO007, como resultado do aumento da cadeia alquilica. Por outro lado, para o composto
GAO010, que possui um grupo OH terminal, o valor de log P ¢ substancialmente menor, pela
caracteristica mais hidrofilica (mais soluvel em agua) desta molécula. Vale lembrar que os
valores de log P calculados sao uma aproximagdo eficaz dos valores experimentais
determinados no sistema l-octanol/agua, que constitue-se em um excelente modelo
amplamente usado para simular a lipofilicidade de compostos in vivo.

De maneira ilustrativa, o perfil do efeito do log P (Tabela 15) na atividade antifungica

dos compostos analisados ¢ apresentado na Figura 26.
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Figura 26. Efeito do log P na atividade antifiingica da série estudada.

O perfil ilustrado na Figura 26 mostra que a caracteristica hidrofébica ¢ um fator
importante associado a atividade antiflingica desta série de compostos. Embora o mecanismo
de acdo fungistatica desta série analoga ndo seja conhecido, ¢ importante considerar o

seguinte:

i) o principal mecanismo de agdo do grupo dos poli€nicos, representados pela anfotericina
B, envolve a ligagcdo da droga com a membrana citoplasmatica do fungo, especificamente
nos sitios contendo o ergosterol, levando a importantes alteragdes na permeabilidade da
membrana e nutrigdo do fungo, resultando na inibicdo do crescimento fingico (efeito
fungistatico) ou na formagao de um poro por onde flui o contetudo intracelular do fungo,

levando a morte (efeito fungicida);
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i1) por outro lado, o principal mecanismo de ag¢do do grupo dos azdlicos, como o
cetoconazol, ¢ a inibicdo da biossintese do ergosterol, comprometendo a fluidez e
permeabilidade da membrana citoplasmatica do fungo, o que resulta na inbi¢do do

. L 174176
crescimento fungico. ™

Considerando que os mecanismos de agdo fungistatica envolvem geralmente a interagao

da droga com a membrana lipidica do fungo, nossos resultados indicam nesta dire¢ao que:

1) os compostos que apresentam o melhor perfil fungistatico sdo os que possuem os maiores
valores do log P. Neste caso, claramente, quanto maior o valor do log P (mais lipofilico)
maior sera a interagdo com a membrana lipidica do fungo.

i) em contraste, os compostos que possuem os menores valores do log P (mais soluveis em

agua), GA010, GA001 e GA007, sao os menos ativos da série.

Assim pode-se sugerir que o mecanismo de acao fungistatica dos andlogos do acido
galico pode envolver a ligagdo dos compostos a membrana citoplasmatica do fungo,
resultando na inibicdo do crescimento fungico. Tal ligacdo droga-membrana fungica ¢
associada diretamente com as caracteristicas hidrofobicas dos antifingicos em questao.
Embora os resultados dos estudos de SAR apresentados neste trabalho possam ser tuteis na
identificacdo e entendimento estrutural minimo necessario para a a¢do antifiingica, novos
estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo de acdo antifungica e confirmar nossas

observagdes preliminares.
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3.2.4. Modelo de OSAR para a atividade analgésica de uma série de analogos do acido

galico

Anteriormente (itens 3.2.1. e 3.2.2., deste Capitulo) foi demonstrada a sintese ¢ a
atividade analgésica de uma série de analogos do acido galico. Entre estes, encontram-se
compostos apresentando poténcia analgésica comparavel ou maior do que a apresentada pela
aspirina e paracetamol, farmacos padrdoes amplamente utilizados na terapéutica. Dentro desta
série, foram coletados dados suficientes estrutura/poténcia para o desenvolvimento de um
modelo quantitativo relacionando estrutura e atividade (QSAR). Um modelo de QSAR com
poder preditivo substancial seria extremamente util para o planejamento de novos derivados
apresentando maior poténcia analgésica. Neste contexo, foi desenvolvido um interessante
modelo de QSAR, empregando-se os valores da DIsy obtidos experimentalmente para a série
de 49 andlogos do 4cido galico (no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido
acético). As estruturas dos compostos foram apresentadas nas Figuras 13, 15, 18-21 e 24. Os
correspondentes valores medidos da DIsy foram mostrados na Tabela 10. O grupo de
analogos examinado possui moderada diversidade estrutural. Além do proprio acido galico,
um grupo de ésteres, amidas e anidridos derivados do 4cido galico, compdem o conjunto.
Este conjunto de derivados apresenta valores da DIsy que variam de 3,91 a 999 uMol/Kg, um
fator de poténcia de 255 vezes.

Para o proposito da modelagem, o conjunto de dados foi dividido em trés sub-conjuntos
arbitrarios, dois destes contendo 16 e um terceiro contendol7 compostos. O primeiro sub-
conjunto contém aqueles compostos 001, 004, 007 ¢ 010... da Tabela 16; o segundo contém

aqueles compostos 002, 005, 008 ¢ 011... da Tablea 16; o terceiro contém aqueles compostos
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003, 006, 009 ¢ 012... da Tabela 16; e assim por diante seguindo esta ordem. A propriedade
usada na modelagem foi o logaritmo da poténcia analgésica, com valores dentro do limite:
0,59 <log DIsp > 3,00; estendendo-se por duas ordens e meia de grandeza. O erro padrao da
medida experimental da poténcia analgésica ¢ estimado por ser + 0,2 unidades logaritmicas.
Trés fragdes de modelos de QSAR foram desenvolvidos, cada uma empregando como
conjunto treino uma das trés possiveis combinag¢des de dois dos trés sub-conjuntos. O
conjunto remanescente foi, em cada caso, empregado como conjunto teste. Portanto, 32 ou
33 compostos foram empregados no conjunto treino para predizer valores do log DIs para 16
ou 17 compostos, respectivamente, como membros do conjunto teste. Cada composto
apareceu uma Unica vez no conjunto teste (valor predito) e duas vezes no conjunto treino
(valor estimado). Quando os trés modelos foram completados, o valor do log DIsy foi
estimado duas vezes para cada composto como membro do conjunto treino, ¢ predito uma
unica vez para cada composto membro do conjunto teste.

A Figura 27 ilustra uma representa¢do das 3 combinagdes de sub-conjuntos empregadas
como conjunto treino (circulos azuis) e o sub-conjunto empregado como conjunto teste

(circulos vermelhos) para cada um dos trés modelos de QSAR desenvolvidos.
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Figura 27. Diferentes combinagdes dos sub-conjuntos empregados em cada um dos trés
modelos de QSAR desenvolvidos. Cada modelo emprega 2 sub-conjuntos como conjunto

treino (circulos azuis) e 1 sub-conjunto como conjunto teste (circulos vermelhos).

Basicamente, os valores estimados sdo obtidos a partir das correlagdes realizadas para
0s compostos pertencentes ao conjunto treino, nos quais sdo conhecidos os descritores
moleculares, as estruturas quimicas e os valores medidos correspondentes da Dlsy. Os valores
preditos (onde os valores medidos da DIsy ndo sdo conhecidos durante o processo de
modelagem de QSAR) sao obtidos empregando-se estatistica avangada baseada nos dados do
conjunto treino, das estruturas quimicas e dos descritores moleculares calculados para os
compostos pertencentes aos conjuntos teste. A Figura 28 apresenta as relagdes envolvidas

entre o conjunto treino e teste, no processo de modelagem.
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Figura 28. Relacdes basicas envolvidas no processo de modelagem de QSAR. O conjunto
treino, do qual obtem-se os valores estimados, ¢ empregado para predizer os valores da Dls

para os compostos pertencentes ao conjunto teste.

Para cada composto do conjunto de dados, os valores medidos, estimados e preditos
do log DIsy s3o mostrados na Tabela 16, e sdo apresentados como a média de dois valores
estimados e um valor predito Unico. A diferenca entre os valores medidos e estimados ou
preditos esta incluida também na Tabela 16. Os resultados da modelagem sdo apresentados
graficamente na Figura 29, através da representagdo do logaritmo dos valores estimados e

preditos da DIsy contra os correspondentes valores medidos.
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Tabela 16. Valores medidos, estimados e preditos da poténcia analgésica de uma série de

analogos do acido galico.

Composto DIs, log Dlsg log Dls log DIs A A
(umol/kg) Medido  Estimado® Predito Estimado” Predito®

GA001 30,4 1,48 1,51 1,50 -0,03 -0,02
GA002 242,0 2,38 2,31 2,27 0,07 0,11
GA003 175,1 2,24 2,22 2,21 0,02 0,03
GA004 190,6 2,28 2,25 2,32 0,03 0,03
GA005 30,97 1,49 1,70 1,76 -0,21 -0,27
GA006 223,84 2,35 2,26 2,07 0,09 0,28
GA007 307 2,49 2,35 2,17 0,14 0,32
GA008 999 3,00 2,95 2,97 0,05 0,03
GA009 999 3,00 2,99 2,81 0,01 0,19
GAO010 28,7 1,46 1,63 1,56 -0,23 -0,10
GAO11 73,45 1,86 1,95 1,86 -0,09 0

GAO012 89,42 1,95 2,04 2,04 -0,09 -0,09
GAO013 46,2 1,66 1,65 1,64 0,01 0,02
GAO014 43,26 1,63 1,56 1,59 0,07 0,04
GAO015 39,48 1,60 1,48 1,47 0,12 0,13
GAO016 22,59 0,96 1,18 1,15 -0,22 -0,19
GAO017 43,76 1,64 1,55 1,61 0,09 0,03
GAO018 39,26 1,59 1,47 1,36 0,12 0,23

GAO019 17,51 1,24 1,41 1,23 -0,17 0,01
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GA020

GAO021

GAO022

GA023

GA024

GA025

GAO026

GA027

GAO028

GA029

GA030

GAO031

GA032

GA033

GA034

GAO035

GAO036

GA037

GAO038

GAO039

GA040

GA041

GA042

17,96
31,16
15,55
20,15
15,14
39,50
10,85
21,05
17,62
12,62
24,5
171,67
37,87
46,93
3,91
23,60
15,20
27,79
29,17
17,16
11,66
6,63

35,50

1,25
1,49
1,19
1,30
1,18
1,60
1,03
1,32
1,25
1,10
1,39
2,23
1,58
1,67
0,59
1,37
1,18
1,44
1,46
1,23
1,07
0,82

1,55

1,31
1,58
1,41
1,46
1,35
1,47
1,08
1,43
1,36
1,32
1,29
1,95
1,66
1,67
0,57
1,36
1,22
1,33
1,59
1,27
1,01
0,84

1,35

134

1,26
1,55
1,44
1,46
1,39
1,41
0,98
1,49
1,43
1,38
1,37
1,90
1,58
1,51
0,57
1,37
1,37
1,33
1,59
1,32
0,95
0,96

1,27

-0,06
-0,09
-0,22
-0,16
-0,17

0,13
-0,05
-0,11
-0,11
-0,22

0,10

0,28

-0,08

0,02
0,01
-0,04
0,11
-0,13
-0,04
0,06
-0,02

0,20

-0,01
-0,06
-0,25
-0,16
-0,21

0,19

0,05
-0,17
-0,18
-0,28

0,02

0,33

0,16

0,02

-0,19
0.11
-0,13
-0,09
0,12
-0,14

0,28



GA043 11,46 1,06 1,10 1,11 -0,05 -0,05

GA044 12,73 1,10 1,10 1,23 0 -0,12
GA045 11,24 1,05 1,11 1,04 -0,06 0,01
GA046 14,28 1,15 1,06 1,09 0,09 0,06
GA047 4,90 0,69 0,91 0,91 -0,22 -0,22
GA048 14,23 1,15 1,14 0,86 0,01 0,29
GA049 229,8 2,36 2,23 2,13 0,13 0,23

“ Média de duas estimativas. ° A diferenca entre o logaritmo do valor medido e estimado. ¢ A

diferenca entre o logaritmo do valor medido e predito.
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Figura 29. Grafico dos valores medidos do log DIsy contra os correspondentes valores

estimados e preditos para um conjunto de analogos do acido galico.
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O modelo de QSAR criado neste estudo ¢ bastante satisfatorio (Tabela 16 e Figura 29). O
modelo correlaciona os dados muito bem. Para todos os 49 compostos do conjunto de dados,
os valores estimados da poténcia analgésica para os membros do conjunto treino diferem dos
valores medidos por menos de 1,5 vezes o desvio padrao do erro experimental de medida (+
0,2 unidades logaritmicas). O modelo criado apresenta também bom poder preditivo para a
poténcia analgésica para aqueles compostos membros do conjunto teste. Para somente 2 dos
49 compostos, os valores preditos diferem dos valores medidos por mais de 1,5 vezes o
desvio padrao do erro experimental da medida. Contudo, os valores preditos para estes dois
compostos encontram-se proximos deste limite: 1,60 vezes o desvio padrao para o compostos
GAO007 e 1,65 vezes o desvio padrao para o composto GA031. Nao existem valores fora
destes limites.

A principio, este ¢ um conjunto de dados dificil de ser modelado satisfatoriamente. Deve-
se considerar alguns pontos importantes. Primeiro, o conjunto de dados ¢ baseado em um
ensaio de poténcia analgésica in vivo, sofrendo assim a variacdo natural de animal para
animal, portanto, suscetivel a um erro experimental acompanhado de variagdes nao
pertinentes de medida. Segundo, o mecanismo de analgesia dos derivados do acido galico
estudados nao ¢ conhecido, desta forma, é possivel que exista mais de um mecanismo
envolvido para os diferentes compostos pertencentes ao conjunto. Terceiro, na série estuda
encontram-se ¢€steres, amidas e anidridos derivados do acido galico. Como tais moléculas
organicas, sao susceptiveis a hidrolise enzimatica e ndo enzimatica, rendendo o acido galico,
um composto analgésico ativo. Assim, estes compostos possuem atividade analgésica propria
(observe que muitos sdo substancialmente mais potentes que o proprio acido galico) e

possivelmente atuam conjuntamente como pro-drogas para o acido galico. Por fim, o acesso
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de cada um destes compostos ao sitio da atividade analgésica pode variar de composto para
composto.

Apesar dos desafios apresentados por este conjunto de dados, o processo de modelagem
de QSAR, como notado através dos resultados apresentados, foi bem sucedido. O modelo de
QSAR desenvolvido, ¢ promissor como guia para futuras pesquisas em Quimica Medicinal,

envolvendo o planejamento e a sintese de novos compostos andlogos do acido galico.

CAPITULO IV
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4. CONCLUSOES

¢ A espécie 1. pes-caprae, coletada na praia de Jureré Internacional no estado de Santa
Catarina, produz muitos compostos ativos, como demonstrado através dos estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos, como por exemplo, a agdo antinociceptiva da glochidona,
acetato de a- e famirina, acido betulinico, isoquercitrina e solasodina, além dos estudos
farmacologicos do extrato metanolico e das fragdes acetato de etila e aquosa. A
identificacdo das propriedades analgésicas dos diferentes constituintes de 1. pes-caprae,
confirma, pelo menos em parte, o seu uso na medicina popular no combate a diferentes

doencas, em particular, aquelas associadas a processos dolorosos e inflamatorios;

¢ Os estudos farmacologicos e de SAR mostraram alguns fatores estruturais importantes
relacionados a atividade analgésica dos analogos do acido galico. Tais fatores poderao
contribuir no futuro para a sintese de novos compostos mais potentes e seletivos, assim

como, para a elucidagdo do mecanismo de acdo analgésica desta classe de compostos;

¢ A avaliacdo antifungica e os estudos de SAR para uma série de analogos do 4cido galico
sdo promissores na identificagdo e entendimento estrutural minimo necessario para a agao

antifingica desta classe de compostos;

¢ O modelo de QSAR desenvolvido para a atividade analgésica dos andlogos do acido

galico € promissor para futuras pesquisas envolvendo o planejamento e a sintese de novos

analogos apresentando potente acdo analgésica.
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