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RESUMO

A mutacdo do SARS-CoV-2 e a escassez de medicamentos eficazes contra a
COVID-19 continuam a representar desafios significativos para a comunidade cientifica.
Isso gera um peso nos sistemas de satde em todo o mundo, apesar da disponibilidade de
vacinas para prevenir essa doenca viral. Além disso, 0 medicamento aprovado para o
tratamento da COVID-19 apresenta varias limitacGes terapéuticas e consequentemente
aumenta a demanda na identificacdo de novos agentes antivirais. Para contribuir para a
identificacdo de novas substancias com potenciais antivirais, esta pesquisa concentra-se
em produtos naturais provenientes de frutas comestiveis, especificamente Platonia
insignis e Citrus sinensis, com potenciais efeitos inibitorios contra a protease principal
do SARS-CoV-2, a MP™, Inicialmente, realizou-se a analise LC-ESI-MS do fruto de
Platonia insignis, que revelou a presenca de biflavonoides na semente e benzofenonas na
polpa. Posteriormente, por meio da extracdo por maceracdo e  purificacdo
cromatogréfica, foram obtidos e identificados dois triglicerideos (1 e 2) , estigmasterol
(3), chamaejasmine (4), volkensiflavona (5) na semente, isogarcinol (6) e
cicloxantochimol (7) na polpa. As cascas de Citrus sinensis, submetidas a processos
cromatograficos, resultaram  na identificacdo de dois compostos: O-sinapoil-
glucopiranosideo (8), hesperidina (9) e obtencdo da hesperitina (10) através de semi-
sintese da hesperidina. Os isolados foram estudados para seus potenciais inibitorios
contra a MP™ utilizando o método cromogénico e Ebselen como controle positivo. O
composto isogarcinol (6) foi o mais potente, com o valor de Clso de 0,72 uM, superando
0 Ebselen Clso de 3,4 uM. Ele demonstrou ausencia de citotoxicidade contra linhas
celulares THP-1 (CCso de 116,2 uM) e Vero (CCso > 150 uM), respectivamente. Outros
compostos ativos mostraram nenhuma citotoxicidade contra THP-1 e linhas celulares
Vero. Estudos de docking molecular revelaram interacfes na bolsa catalitica entre o
composto isogarcinol (6) e os residuos de aminoacidos que compuseram as diades
cataliticas (His 41 e Cyst 145).

Palavras-chave: Enzima MP™. Platonia insignis. Citrus sinensis. Estudos fitoquimicos.

Produtos Naturais. Inibigdo Enzimatica.



ABSTRACT

The mutation of SARS-CoV-2 and the scarcity of effective drugs against
COVID-19 continue to pose significant challenges for the scientific community. This
places a burden on health systems around the world, despite the availability of vaccines
to prevent this viral disease. In addition, the drug approved for the treatment of COVID-
19 has several therapeutic limitations and consequently increases the demand for the
identification of new antiviral agents. To contribute to the identification of new
substances with antiviral potential, this research focuses on natural products from edible
fruits, specifically Platonia insignis and Citrus sinensis, with potential inhibitory effects
against the main protease of SARS-CoV-2, Mpro. Initially, LC-ESI-MS analysis was
carried out on the fruit of Platonia insignis, which revealed the presence of biflavonoids
in the seed and benzophenones in the pulp. Subsequently, through maceration extraction
and chromatographic purification, two triglycerides (1 and 2), stigmasterol (3),
chamaejasmine (4), volkensiflavone (5) in the seed, isogarcinol (6) and
cyclooxanthochimol (7) in the pulp were obtained and identified. The peels of Citrus
sinensis, subjected to chromatographic processes, resulted in the identification of two
compounds: O-sinapoyl-glucopyranoside (8), hesperidin (9) and obtaining hesperitin (10)
through semi-synthesis of hesperidin. The isolates were studied for their inhibitory
potential against Mpro using the chromogenic method and Ebselen as a positive control.
The compound isogarcinol (6) was the most potent, with a CI50 value of 0.72 uM,
surpassing the Ebselen CI50 of 3.4 uM. It showed no cytotoxicity against THP-1 (CC50
of 116.2 uM) and Vero (CC50 > 150 uM) cell lines, respectively. Other active compounds
showed no cytotoxicity against THP-1 and Vero cell lines. Molecular docking studies
revealed interactions in the catalytic pocket between the compound isogarcinol (6) and

the amino acid residues that made up the catalytic dyads (His 41 and Cyst 145).

Keywords: MP® enzyme. Platonia insignis. Citrus sinensis. Phytochemical studies.

Natural products. Enzyme inhibition
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1 INTRODUCAO

A pandemia causada pelo virus causados da Sindrome Aguda Respiratéria por
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) teve inicio em 2019 e em 5 de maio de 2023, a
Organizagdo Mundial da saude (OMS) declarou o fim da Emergéncia de Salde Pdblica
da pandemia da doenca por coronavirus 2019 (Covid-19) em todo o planeta, deixando um
rastro de mais de 6 milhdes de vitimas fatais em todo o mundo (MSEMBURI et al., 2023).
Durante esse periodo, varias variantes do virus emergiram, desencadeando ciclos de
infeccdo humana com diferentes niveis de gravidade. A pandemia resultou em um colapso
generalizado na saude global, desencadeando crises sociais e econdmicas (WANG, et al.,
2022).

O sistema de saude deteriorou-se de forma abrupta, devido a alta
transmissibilidade do virus, o que resultou em um aumento expressivo na taxa de
mortalidade. Desde o0 momento em que a enfermidade foi declarada uma pandemia,
cientistas de todas as partes do globo se uniram para compreender a fisiopatologia do
SARS-CoV-2 (DE SOUZA NORONHA et al., 2020).

Entre as varias estratégias aplicadas para enfrentar esta crise global, a vacinacdo
publica surge como a abordagem mais apropriada para controlar uma pandemia. Foi
demonstrado que a utilizacdo de vacinas atenuadas protegem uma vasta populacéo contra
doencas fatais (MOORE et al., 2022).

Embora os virus atenuados em vacinas ainda mantenham a capacidade de se
replicar in vivo, resultando em uma doenca de intensidade reduzida, eles se mostram
altamente eficazes na estimulacéo do sistema imunologico e na indugdo de uma memdria
imunoldgica robusta e duradoura, que desempenha um papel eficaz na prevengédo de
infeccbes (HASAN et al., 2022).

A obtencao de vacinas atenuadas pode envolver o cultivo rigoroso do virus ou a
producdo de uma versdo geneticamente enfraquecida do virus. No entanto, vale destacar
que a atenuacdo de inimeros virus é uma tarefa complexa e esta associada a consideraveis
riscos de biosseguranga, a cadeia de abastecimento e a gestdo de vacinas torna-se um
desafio para os governos (VALIZADEH et al., 2023).



No inicio da pandemia foi adotada a estratégia de emergéncia conhecida como
reposicionamento de medicamentos. Essa estratégia consiste em reutilizar medicamentos
com propriedades farmacoldgicas ja aprovadas para o tratamento de outras ou novas
doencas. Essa abordagem é empregada em situacdes de extrema necessidade (TU et al.,
2020).

Contudo, o plano de reposicionamento de medicamentos apresenta algumas
limitacbes também, que incluem obstaculos devido a patentes, complexidade das
regulamentacbes legais, possiveis conflitos de interesse da industria farmacéutica,
diversidade da populacdo em novos ensaios clinicos e a ocorréncia de efeitos colaterais
(MAHMOUD; SHITU; MOSTAFA, 2020).

Um exemplo de medicamento autorizado pelo 6rgdo americano Food and Drug
Administration (FDA) como uso emergencial que foi aprovado pela Anvisa e segue sendo
utilizado atualmente é o Paxlovid. Este medicamento é a combinacdo de ritonavir (1) e

nirmatrelvir (2) apresentado na Figura 1 (WEN et al., 2022).

Figura 1.Ritonavir (1) e Nirmatrelvir (2)

)

Nirmatrelvir (2) € um inibidor de protease enquanto Ritonavir (1) reduz o

metabolismo do inibidor no organismo garantindo o aumento da eficicia (MOHAMMAD

2



et al., 2020). No entanto, estudos indicam que Paxlovid nao é aconselhado para pacientes
que apresentam insuficiéncia renal grave ou insuficiéncia hepatica grave. Em casos de
insuficiéncia renal moderada, é necessario administrar uma quantidade reduzida da
Paxlovid; ja o composto Ritonavir tem o potencial de causar danos ao figado, portanto,
deve-se ter precaucdo ao administrar Paxlovid a pacientes com condi¢cfes hepaticas pre-
existentes, anomalias nas enzimas hepaticas ou inflamac6es hepéticas. Devido ao elevado
risco de interacdo medicamentosas, € recomendado que o0s sistemas de salde e
hospitalares realizem monitoramento e oferecam suporte a tomada de decisdes ao
considerar o uso de Paxlovid (FISHBANE; HIRSCH; NAIR, 2022).

E crucial ponderar sobre a utilizagio de Paxlovid em pessoas com infec¢do nio
controlada ou néo diagnosticada pelo virus da imunodeficiéncia humana -1 (HIV-1), pois
pode levar ao desenvolvimento de resisténcia do HIV-1 (PARUMS, 2022) (FDA, 2021).

Embora se tenha alcancado notaveis avangos na pesquisa sobre o COVID-19, as
vacinas e o medicamento Paxlovid tém se destacado pelos seus eficazes efeitos
terapéuticos contra a doenca. Contudo, o virus segue sofrendo mutacdes e as sequelas
resultantes da infeccdo suscitam grande preocupacdo. Dessa forma, é imperativo
continuar com ensaios clinicos e pesquisas para identificar terapias eficazes contra o
SARS-CoV-2. Até o momento, ndo foi desenvolvido um medicamento com ampla
abrangéncia, capaz de atuar como antiviral, imunomodulador e anti-inflamatério, sem
causar efeitos colaterais, adequado para todos os perfis de pacientes (MEHTA,;
SILVEIRA, 2021).

O método empregado desde os primordios para combater um largo espectro de
doencas, € o estudo dos metabdlitos secundarios produzidos por plantas medicinais,
sendo a principal base para o desenvolvimento de varios produtos utilizados na medicina
tradicional (GASMI et al., 2022).

A natureza possui uma variedade e complexibilidade de metabolitos secundarios
biossintetizados por fungos, bactérias e pelas plantas (frutos, folhas, cascas, caules e
raizes), estes metabdlitos sdo produzidos devido aos mecanismos de defesas destes
organismos as condi¢Ges ambientais. Essa fonte valiosa de produtos naturais que geram

alimento, suplementos dietéticos e medicamentos fitoterdpicos demonstra ser



extremamente importante devido aos seus impactos para saude humana, econdémicos,
sociais e climaticos positivos (KOSALEC; CVEK; TOMIC, 2009).

A fitoterapia é amplamente conhecida por sua baixa incidéncia de efeitos
colaterais, conforme evidenciado na literatura. Um exemplo notavel é o extrato de
sementes de Aesculus hippocastanum conhecido como castanha-da-india. Este extrato é
rico em fitocompostos como flavonoides, polifendis, glicosideos saponinicos (escina),
epicatequina, taninos, kaempferol, esculina, fraxina, carboidratos, acidos graxos
essenciais (acido linoleico), &cido oleico e bases purinas (adenina e guanina). Devido a
esses constituintes vitais, a castanha-da-india € amplamente empregada na fitomedicina
para a prevencdo e tratamento de diversas condicGes, incluindo congestdo venosa em
Ulceras de perna, contuses, artrite, reumatismo, diarreia, flebite e outros. Todos esses
efeitos tém respaldo cientifico comprovado (IDRIS; MISHRA; KHUSHTAR, 2020).

Seguindo este raciocinio, existe um amplo espectro de compostos naturais que
possuem atividades antivirais, anti-inflamatérios e imunomoduladoras que controlam
doencas acometidas por microorganismos. Pesquisas demonstram que flavonoides
(hesperitina, quercetina, luteonina e amentoflavona), terpendides (iguesterina, celastrol e
tingenona), algumas estruturas de alcaloides (licorina e emetina) possuem atividade
inibitdria frente a principal protease do SARS-CoV, a 3CLP™ (Protease semelhante a 3-
quimiotripsina), trazendo novas possibilidades para a descoberta de promissores
medicamentos antivirais para SARS-CoV-2 (BOOZARI, 2020).

Desta maneira, esse projeto pretende buscar compostos fitoquimicos que possuem
mecanismos com acdo polifarmacoldgicas em suas atividades bioldgicas, trazendo

possibilidades promissoras contra SARS-CoV-2.



11 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo realizar o estudo fitoquimico das frutas
Platonia insignis “Bacuri” (semente e polpa) e Citrus Sinensis “Laranja” (cascas), avaliar
as atividades inibitorias dos compostos isolados frente a protease MP™ do SARS-CoV-2

(Clso) e a citotoxicidade (CCsp) dos compostos ativos.

1.1.2 Objetivos Especificos

(1) Macerar e extrair separadamente polpa e sementes de Platonia insignis
“Bacuri” e cascas de Citrus Sinensis “Laranja”;

(i)  Caracterizar os extratos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas;

(iii)  Isolar e identificar os metabolitos secundarios;

(iv)  Avaliar as atividades dos compostos obtidos frente a protease MP do SARS-
CoV-2;

(v) Avaliar as citotoxicidade dos compostos obtidos frente as linhagens celulares
THP-1 e Vero.

(vi)  Estudo das relagdes estruturas — atividades utilizando docking molecular.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PANDEMIA

O surgimento e a propagacdo de doengas infecciosas com potencial pandémico
tem sido uma ocorréncia regular ao longo da histéria da humanidade. Epidemias e
pandemias de grande escala, como a Peste Bubdnica que matou em torno de um terco da
Europa (25 milhGes de pessoas), colera, a gripe, Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SARS-CoV) e Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) ja apavoraram a
humanidade (GLATTER; FINKELMAN, 2021).

Muitas doengas infecciosas, que levam a pandemias, sdo causadas por agentes
patogénicos zoondticos que foram transmitidos aos seres humanos devido ao aumento do
contato com animais, através de atividades de reproducao, caca e comercio ilegal da vida
selvagem. A compreensdo dos mecanismos de transmissdo de patégenos aos humanos
tem permitido o estabelecimento de métodos de prevencdo e controle de infeccdes
(PIRET; BOIVIN, 2021).

Estudos cientificos realizados antes do inicio da pandemia causada pela COVID-
19 j& indicavam a possibilidade de surgimento de novos virus e ocorréncia de surtos de
doencas ja existentes. Além disso, evidéncias substanciais destacam os impactos da crise
climética no equilibrio natural das espécies e na propagacdo de diversos virus (BEYER,;
MANICA; MORA, 2021).

Ao longo dos séculos, a implementacdo de medidas de salde publica, como
distanciamento social, higiene e controle de fronteiras, tem ajudado a conter a propagacao
de doencas infecciosas, controlar e diminuir o0 nimero de casos e mortes e manter a
estrutura da sociedade. Mesmo na auséncia de intervencdes farmacéuticas, esses métodos
de contencdo ainda s&o utilizados para controlar uma pandemia, e foram as primeiras
tratativas possiveis no inicio da pandemia (DE OLIVEIRA; LUCAS; IQUIAPAZA,
2020).

Programas globais de vigilancia de agentes patogénicos transmitidos pela agua,
doencas transmitidas por vetores e repercussdes zoondticas na interface animal-homem

sdo de extrema importancia para detectar rapidamente o surgimento de ameacas
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infecciosas. Novas tecnologias para testes de diagnostico rapido, rastreamento de
contatos, reorientagdo de medicamentos, biomarcadores da gravidade da doenga, bem
como novas plataformas para o desenvolvimento e producéo de vacinas, sdo necessarias
para uma resposta eficaz em caso de pandemias (CORDOBA-AGUILAR et al., 2021).

2.2 COVID-19

A COVID-19 é uma doenca causada por coronavirus de sindrome respiratoria
aguda grave 2, SARS-CoV-2. Os coronavirus sdo virus de RNA de fita simples
envelopados que podem infectar diversos hospedeiros, incluindo aves, mamiferos e
humanos. Coronavirus sdo conhecidos por sofrer mutacdes rapidamente, alterar o
tropismo do tecido, além de possuir uma excelente capacidade de adaptacdo (JIM, et al,
2020).

O coronavirus é uma familia de virus que causam infeccdes respiratorias, 0s mais
comuns que infectam humanos séo o alpha coronavirus 229E e NL63 e beta coronavirus
0C43, HKUL1; SARS-CoV (causador da Sindrome Respiratéria Aguda Grave ou SARS);
MERS-CoV/(causador da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio ou MERS) e nCoV-
2019 (novo tipo de virus do agente coronavirus, surgiu em 2019) (PIRET; BOIVIN,
2021).

O primeiro relato de virus do tipo coronavirus nos seres humanos foi em 1960,
porém ja havia conhecimento destes através de recuperagdes de animais seguida pelo
isolamento de doencas infecciosas como o virus da bronquite (IBV) de galinhas em 1937,
em 1946 descobriu-se que 0s porcos transmitiam um virus gastroenterite (TGEV)
(BEAUDETTE et al, 1937), ja em 1949 foi relatado sobre o virus da hepatite murina
(MHV) por camundongos (CHEEVER, 1949).

Existem diferentes especulacdes sobre a origem do virus que causou a pandemia
de COVID-19. Um dos relatos é a disseminagdo de SARS-CoV-2 por meio de zoonose,
apresentado na Figura 2, através da ingestdo de morcego contaminado em um mercado
popular, em Wuhan na provincia de Hubei (China), em dezembro de 2019 (LAM, 2020).

A maioria das especula¢des se enquadram em cunho politico.



A doenca é transmitida por inalacdo ou contato com goticulas infectadas,
produzidas por tosse, espirro, conversa, 0 toque ao proprio rosto apos o contato com uma
superficie contaminada, e o periodo de incubacdo varia de 2 a 14 dias (PEI et al., 2021).
Os sintomas mais comuns séo: febre, tosse, dor de garganta, falta de ar, fadiga, mal-estar,
perda do olfato e paladar, faléncia de mdltiplos 6rgdos, choque septico, coadgulos
sanguineos, entre outros (SINGHAL, 2020).

Figura 2. A potencial transmisséo de SARS-CoV-2 entre hospedeiros e humanos;
adaptado de (ZHAO;CUI; TIAN, 2020)
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Pesquisas demonstram que analises de amostras salivares de dois pacientes
revelaram resultados positivos para o virus, mesmo que seus esfregacos respiratorios
nasais tenham apresentado resultados negativos no mesmo dia. Ha evidéncias de que o
virus pode migrar da nasofaringe, para a cavidade oral, uma vez que as celulas epiteliais
da mucosa oral apresentam alta expressdo de receptores da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA-2). Além disso, estudos indicam que a urina de um paciente
assintomatico continha acido nucleico viral, sugerindo a possibilidade de transmisséo do
virus por meio desse fluido, e que a depender da situacdo de saneamento basico local,

pode propiciar a magnitude da transmissibilidade (KARIA et al., 2020).



Exames de esfregacos conjuntivais em trés pacientes com manifestacdes
oculares, resultaram positivo para COVID-19. Contudo, apenas em um desses pacientes
foi identificada a presenca de RNA viral nas lagrimas. Adicionalmente, descobriu-se que
0 sémen de seis casos testou positivo para SARS-CoV-2. Diante desses achados, 0s
pesquisadores sugerem que a presenca do virus no sémen pode suscitar preocupacgdes
sobre a possivel transmissao sexual do virus (LI et al., 2020).

Devido a forma de transmissdo deste virus, as medidas preventivas para COVID-
19 incluem, lavagem das médos com sabonetes, alcool 70°, uso de méascara adequada e
distanciamento social (World health organization, 2021).

Os estudos até 0 momento sobre o virus e suas transmissdes, detalham em testes
de triagem sobre trés mutacOes na proteina SARS-CoV-2, chamadas de variantes: Delta,
Alfa ou Omicrom e Beta ou Gama (SOFONEA et al., 2022).

O melhor método de protecdo utilizado até 0 momento séo as vacinas, atualmente
ja disponibilizadas em varios paises. Mesmo com as vacinagdes, a doenca ainda causa
efeitos que contribuem para quadros clinicos graves, gerando diferentes sequelas que
ainda ndo sdo bem conhecidas, como por exemplo, casos excessivos de problemas
cardiovasculares pds contaminacdo do virus e o fato do virus se alojar em tecido cerebral
(AL-ALY; BOWE; XU, 2021).

Pesquisas relacionam uma combinagdo complexa entre exposi¢des a vacinas e
infeccdes por diferentes linhagens, gerando uma heterogeneidade de protecdo
imunoldgica, e o surgimento de novas variantes (SUZUKI, 2022).

Devido a complexibilidade e amplitude dos sintomas causados pela COVID-19,
uma das estratégias para o desenvolvimento de farmacos contra esta doenga € a procura
por substancias ativas e que possua atividades associadas, como: antiviral, anti-
inflamatdria, antioxidante e imunomoduladora (OTHAMARI, 2019).

Estratégias de utilizacdo de micro e macro nutrientes combinadas com drogas
antivirais e extratos vegetais podem agir na prevencao e/ou diminui¢do do impacto da
doenca causada em diferentes tecidos do corpo humano, além de estudos aprofundados
da enzima MP™ do virus, que possui o papel fundamental no processo de replicagédo e

transcri¢do deste miroorganismo (GASMI et al., 2022).



2.3 ENZIMA MPRO

A principal protease (MP®) do SARS-CoV-2 é uma das enzimas chave do
coronavirus, e possui um papel fundamental na mediacdo da replicacdo e transcricéo
viral, pois é responsavel pela proteolise das poliproteinas. Durante este processo sdo
liberadas proteinas virais funcionais para a replicagdo do virus. Conhecendo esta enzima
é possivel identificar compostos que possuam mecanismos com atividade inibitdria,
atraves de estudo in silico, por simulacdo computacional (JIN, 2020).

A enzima MP™ apresentada na Figura 3 é um homodimero composto por trés
dominios, regides da sequéncia polipeptidica que apresentam aspectos estruturais e
funcionais caracteristico, dominios: | (residuos 10-99), Il (residuos 100-182) e IlI
(residuos 198-303). Os dominios I e 1l sdo unidos por uma conexao flexivel chamada
loop (residuos 183-197). A segmentacao de sitios de ligacdo de substrato (SBSs) € uma
estratégia comum para triagens virtuais (VSs), esta é a regido que se faz o ancoramento
dos compostos para analise de inibicdo. A MP™ também pode ser inibida alostericamente,
ou seja, por interacdes em regides separadas ou diferentes do sitio ativo, na qual pequenas
moléculas regulatorias podem ligar-se e atenuar a atividade catalitica desta enzima
(JIMENEZ-AVALOS et al., 2021).

Figura 3. Estrutura da enzima 3CLpro/Mpro

catalytic
site cavity

Fonte — Adaptado de KNELLER et al., 2020.
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A 3CL MP™ é uma enzima Unica por ter uma diversidade incomum de ter um
residuo catalitico de Cisteina (Cys), aminoécido componente da proteina. Ao contrario
de outras enzimas semelhantes a quimiotripsina e muitas hidrolases de Serina (Ser) (ou
Cys), ela possui um par catalitico Cisteina —Histidina (Cys-His) em vez de uma triade
canbnica Serina((Cisteina-Histidina-Aspartico(Glutdmico)( Ser((Cys))-His-Asp(Glu).
Os residuos cataliticos Cys145 e His 41 na 3CL MP™estdo localizados em uma cavidade
ativa na superficie da proteina. Essa cavidade pode acomodar quatro residuos de substrato
nas posi¢des P1’ a P4 ¢ é cercada por residuos de ambos dominios I e IT (KNELLER et
al., 2020).

Estudos demonstram o mecanismo catalitico da MP™ utilizando o modelo
completo da enzima em uma simulacdo computacional. Cada etapa do processo catalitico
foi detalhadamente caracterizada, incluindo a descricdo dos reagentes produtos e estados
de transicdo envolvidos. A etapa limitante da taxa no processo catalitico € a hidrdlise do
aduto tio éster-enzima, e a barreira energética calculada estd em conformidade com o0s
dados cinéticos disponiveis. Os calculos realizados apoiam a hipdtese de formacdo de um
par iénico antes do ataque nucleofilico de Cys145 ao substrato, mecanismo sugerido por
estudos anteriores. Observou-se que o grupo molecular ndo natural e volumoso na posicao
P1’ do substrato ndo é responsavel pelo ataque nucleofilico concomitante descrito em
trabalhos anteriores, nem pelas maiores energias de ativacao e reacdo. Além disso, o0s
resultados elucidam o papel crucial dos residuos Gly143, Ser144 e Cys na estabilizacéo
do buraco oxianion, contribuindo para a reducdo da barreira de ativacdo na etapa limitante
da taxa (FERNANDES; SOUSA; CERQUEIRA, 2022).

Usualmente os inibidores devem possuir as seguintes caracteristicas: (i) serem
reconhecidos pelo sitio ativo e permitirem o alinhamento correto da Gln, ou uma estrutura
molecular similar, em relacdo a diade catalitica, e (ii) reagirem com os residuos do sitio
ativo, inibindo irreversivelmente a enzima. Para atender ao primeiro requisito, o inibidor
deve imitar o padrdo de interacbes intermoleculares observadas nos peptideos do
substrato original. Como o farmaco candidato competira com os substratos naturais da

Mpro pela ligacdo ao sitio ativo, € crucial que ele possua um grau de afinidade igual ou
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superior ao desses substratos. Para inibir irreversivelmente a enzima, o0 composto deve
reagir com a diade catalitica e formar um aduto tio éster-enzima semelhante ao gerado
pelo substrato natural. Esse intermediario de reacdo deve ser estavel, evitando hidrolise
ou a reacdo reversa (FERNANDES; SOUSA; CERQUEIRA, 2022).

Utilizam-se técnicas, como docking molecular, simulac@es de dinamica molecular
(MD) e célculo de energia livre de ligagdo para avaliar perfis de substancias quimicas em
complexo com a enzima MP™, estas sdo ferramentas de baixo custo que permitem analisar
a interacdo de ligantes no local ativo da enzima, estabelecendo uma pré-anéalise de novos
agentes antivirais contra COVID-19 (SILVA; KRUGER; MOLFETTA, 2021). Diversos
estudos estdo na procura de compostos que possuem acao inibitdria sobre a protease MP™
de SARS-CoV-2. Os inibidores que estdo sendo alvo dessas pesquisas sdo farmacos
usados contra outras doencas humanas e produtos naturais presentes nas plantas,

organismos marinhos, entre outros (FANI et al, 2020).

2.4 PLANTAS MEDICINAIS E USO POPULAR

O homem primitivo dependia essencialmente da natureza. Através das
casualidades, observacdes, necessidades, intuicdes e todos 0s outros fatores empiricos o
homem foi descobrindo a magnitude da natureza; os conhecimentos da humanidade sobre
as virtudes das plantas confundem-se com sua propria histdria de existéncia (ALMEIDA,
2011).

A histéria da cura encontra-se intimamente ligada as plantas medicinais e aos
recursos minerais. Acredita-se que o registro mais antigo sobre ervas e tratamentos é o
Pen Ts’ao (A grande fitoterapia), de 2.800 a.C. escrito pelo chinés herborista Shen Numg,
que descreve o uso de centenas de plantas medicinais no tratamento de varias doencas,
catalogando mais de 360 ervas medicinais e venenos usados sob a inspiracao taoista de
Pan Ki, considerado o Deus da criacdo (ELDIN et al., 2001).

A natureza é rica em substancias essenciais para o desenvolvimento dos seres,
através da nutricdo o organismo consegue gerar um equilibrio e manter a imunidade

necessaria para proteger de agentes patogénicos (CALDER, 2020).
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As plantas, organismos marinhos, fungos e bactérias produzem substancias
biologicamente ativas. Estas substancias biologicamente ativas foram e continuam sendo
importantes para o desenvolvimento de fa&rmacos, sejam de origem natural ou prospeccao
de compostos sintéticos planejados a partir de produtos naturais (HOFFMANN et al.,
2018).

Os medicamentos fitoterpicos curam doencas de geracbes em geragoes.
Compostos que ocorrem naturalmente nas plantas exibem acdes sinérgicas, como
antivirais, antibacterianas, antiprotozoarias e antioxidantes, estudos cientificos
diagnosticaram casos relacionados de infecgbes virais, protozoarios e bacterianos,
pacientes com amebiase, Escherichia coli, infec¢do gastrointestinal, infeccdo de pele e
do trato urinario foram tratados com medicamentos fitoterapicos. Estes tratamentos
possuem uma relacdo de custo-eficacia e procura nos cuidados de saude primarios, com
aceitabilidade cultural e efeitos secundarios minimos (CHAUGHULE; BARVE, 2024).

Uma familia deste reino que possui grande potencial farmacolégico séo as plantas
pertencentes a familia Clusiaceae (nome alternativo valido Guttiferae Juss.), é
amplamente utilizada na etnomedicina para o tratamento de uma série de doencas como
cancer, diabetes, inflamacGes e infec¢bes. Alguns géneros como Garcinia, Allanblackia,
Clusia, Rheedia e Hypericum, possuem atividades anti-inflamatérias significativas,
estudos revelam a reducdo total de leucécitos, neutrdfilos, concentragdo total de
proteinas, inibicdo da atividade da MPO e mediadores inflamat6rios como expresséo de
NF-xb e iNOS, niveis de PGE2 e I1-1p, além da diminuicdo da inflamag&o cronica em
experimentos com animais (DE MELO et al., 2014). Extratos etan6licos de folhas e
galhos de Clusiaceae demonstraram ser potentes inibidores de a-glicosidase com valores
de Clso na faixa de 2,33-112,01pg/mL, comparados com o controle de arcabose (Clsg
117,20 pg/mL) (ELYA et al., 2012).

A familia Clusiaceae possui trés tribos, dentre estas, estdo a tribo Symphonieae,
que engloba 48 espécies acomodadas em 7 géneros (Lorostemon, Montrouziera,
Moronobea, Pentadesma, Symphonia e Thysanostemon), partes dessa planta sédo
utilizadas na medicina popular, além de serem espécies de grande importancia econémica

e cultural. Estudos quimicos destes géneros demonstram que sao fontes de benzofenonas,
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xantonas, biflavondides, sesquiterpendides, triterpenoides, flavonoides, acidos graxos,
entre outros também sao relatados (DIEL; MARINHO; VON POSER, 2022).

Essa familia tem diversas espécies, incluindo Platonia insignis, nativa da
Amazonia e conhecida como 'Bacuri’, na Figura 4. Ela é uma das frutas mais apreciadas
pelos moradores locais devido ao seu sabor exotico e suas inimeras aplicacGes, desde a
culinéria até a medicina tradicional. Todas as partes da fruta sdo aproveitadas, tanto a
polpa quanto a semente. (ALVES TEIXEIRA DA ROCHA; HELENA MELLER DA
SILVA; MANOEL DA CRUZ RODRIGUES, 2024).

Figura 4. Fruto de Platonia insignis “Bacuri”
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Fonte:

A manteiga feita da semente de P. insignis é amplamente utilizada pela populacao
local. Pesquisas recentes avaliaram os efeitos do tratamento com a manteiga da semente
do bacuri em hamsters dislipidémicos, incluindo peso corporal, crescimento, indice de
massa corporal, perfil lipidico, indices ateroscleroticos e fungdo hepatica. Como
resultados positivos, ndo foram observadas diferengas significativas nos triglicerideos e
no colesterol total dos hamsters, além dos bons resultados para o perfil lipidico, com
aumento do HDL-c e reducdo do LDL-c, indicando menor risco de aterosclerose (LIMA
etal., 2021).

Estudos de identificagdo por cromatografia liquida de alta resolugcdo (HPLC-
DAD) revelaram que P. insignis contém biflavondides, com destaque para a

morelloflavona, que mostrou alto poder antioxidante in vitro com uma ECsg variando de
14



8,0-10,5 pg/mL em diferentes protocolos. Além disso, esse composto apresentou
atividade antiglicante (80%) e inibicdo moderada das atividades do éxido nitrico
(1,56pg/mL para > 90% de viabilidade celular). O extrato de acetato de etila da casca de
P. insignis demonstrou promissora atividade anti-inflamatoria in vivo, avaliada pelo
protocolo de edema de pata (RIBEIRO et al., 2021).

Essa fruta também possui atividade antifingica, com destaque para um metabélito
secundario, a ononina — glicosideo de isoflavona, que apresentou eficacia em ensaios in
silico e in vitro contra infeccdes por Candida Albicans. Portanto, o bacuri possui um
grande potencial para o desenvolvimento de medicamentos de origem natural (DA
SILVA et al., 2020).

Outra familia reconhecida pelo seu grande potencial farmacoldgico € a familia das
Rutéceas, destacando-se por suas diversas atividades bioldgicas, como antioxidante,
antibacteriana, antidiabética, antifingica, antiosteoporética, hipocolesterolémica,
antiobesidade, devido a presenca de &cidos fendlicos, flavonoides e componentes de 6leos
essenciais (DONGRE et al., 2023).

Uma das espécies mais conhecidas dessa familia é a Citrus sinensis, originaria de
uma regido que abrange o sul da China, nordeste da india e Mianmar, conhecida
popularmente como laranjeira ou laranja doce. Esses frutos possuem em sua composicao
quimica flavonoides, antocianinas, acido ascorbico e &cidos hidroxicinamicos. Estudos
com extratos de cascas de C. sinensis demonstraram fortes atividades antioxidantes e
antimicrobiana, sendo que certos compostos presentes na casca mostraram-se eficazes
contra varios tipos de bactérias e fungos patogénicos (AJIRUL ABIQ; SUTRISNO;
MARFUAH, 2024).

Um marcador taxondmico importante de C. sinensis é a hesperidina, que possui
acdo anti-inflamétdria e antioxidante (TEJADA et al., 2017), essa molécula recentemente
chamou a atencdo dos pesquisadores devido a interagdo com a enzima MP™, conforme
demonstrado em ensaios in silico (BELLAVITE et al, 2020).

Estudos mostraram que a administracdo de hesperidina em animais diabéticos
resulta em perda de peso corporal e melhora o contetido de glicogénio no tecido hepatico,
auxiliando do reestabelecimento das atividades da glicogénio sintase e glicogénio
fosforilase (SUNDARAM; NANDHAKUMAR; HASEENA BANU, 2019).
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2.5 PRODUTOS NATURAIS DERIVADOS DE PLANTAS

Para garantir sua sobrevivéncia, crescimento e reproducédo, as plantas necessitam
habilmente transformar e interconverter compostos organicos. Estes processos
demandam energia para a sintese das moléculas essenciais, frequentemente referidas
como blocos de construcdo. Essa intricada dindmica é orquestrada por uma série de
reacOes quimicas, mediadas por enzimas e meticulosamente reguladas, formando o que é
conhecido como metabolismo intermedidrio. As mdltiplas vias envolvidas nesse
complexo processo sdo chamadas de vias metabolicas (DEWICK, [s.d.]).

Moléculas fundamentais para sustentacdo da vida, tais como carboidratos,
proteinas, gorduras e acidos nucleicos, sdo sintetizadas por meio da via metabdlica
priméria, € destinado principalmente a manutencdo da vida e a reproducdo. Esta rota
metabdlica através de outras vias é capaz de gerar também os metabdlitos secundarios,
0S quais consistem em compostos com uma distribuicdo mais limitada na natureza e cujas
composicdes variam entre as diferentes espécies de plantas (TWAILJ; HASAN, 2022).

O metabolismo secundario inclui todas as substancias e todos 0s processos que
envolvam as inter-relages do individuo com seu meio ambiente, sendo 0s compostos
produzidos dispensaveis para o crescimento e desenvolvimento de um individuo isolado,
porém, estes metabolitos também chamados de especiais, sdo indispensaveis para a
existéncia e sobrevivéncia de uma espécie em seu ambiente, ende ela interage com
diversos outros microorganismos (SIMOES, 2017.) Os metabdlitos secundérios ndo sao
necessariamente gerados sob todas as condicfes, e em muitos casos, suas funcdes e
beneficios para os organismos ainda ndo foram completamente compreendidos pelas
pesquisas cientificas. No entanto, é sabido que esses metabdlitos desempenham um papel
indireto em diversos estagios do desenvolvimento das plantas, conferindo-lhes uma
ampla gama de caracteristicas que aumentam sua capacidade de sobrevivéncia. Entre
essas caracteristicas, estdo incluidas a promocao da interacdo planta-polinizador, facilitar
a formacdo de nodulos radiculares a partir de bactérias fixadoras de nitrogénio, produzir
compostos toxicos que oferecem protecdo contra predadores, e até mesmo a emissdo de

atrativos volateis que podem beneficiar tanto a planta quanto outras espécies. Além disso,
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esses metabolitos também desempenham um papel crucial na protecdo contra a radiacao
ultravioleta (BIRCHFIELD; MCINTOSH, 2020).

Os produtos naturais com atividade farmacoldgica sdo originados do metabolismo
secundario. No entanto, € razodvel supor que todos os metabdlitos secundarios
desempenham algum papel vital para o bem-estar dos organismos que 0s
produzem.(REGINA DE CARIDAD RODRIGUEZ MURNOZ et al., 2021). Os blocos de
construcdo dos metabolitos secundarios sdo derivados do metabolismo primario. E a
partir do processo de fotossintese, glicdlise e ciclo de Krebs que geram energia para
fornecer intermediarios biossintéticos. Surpreendentemente, o nimero de blocos de
construcdo bésicos necessarios para construir uma vasta gama de moléculas é
definitivamente pequeno. Os blocos de construcdo mais importantes empregados na
biossintese de metabolitos secundarios séo derivados dos intermediérios acetil coenzima
A (acetil-CoA), acido chiquimico, acido mevalénico e fosfato de metileritritol
(DEWICK, [s.d.]).

A via do acetato biossintetiza compostos como &cidos graxos e policetideos. Os
processos da biossintese de acidos graxos sdo bem estudados e conhecidos, a maioria dos
acidos graxos sdo, sem davida, metabdlitos primarios, e sdo encontrados principalmente
em combinacdo de ésteres com glicerol na forma de triglicerideos, apresentado na Figura
5. Esses materiais sdo chamados de gorduras ou 6leos, dependendo se eles sdo sélidos ou
liquidos a temperatura ambiente. Se todos o0s trés acidos esterificantes sdo iguais, entdo o
triglicerideo é denominado simples, enquanto um triglicerideo misto é produzido se dois
ou mais 4&cidos graxos forem diferentes. Naturalmente, a maior quantidade de
triglicerideos  encontrados sdo mistos. Os triglicerideos sdo produzidos
predominantemente a partir de glicerol 3-fosfato por esterificagdo com residuos graxos

de acil-CoA, o fosfato é removido antes da ultima esterificacéo.

Figura 5. Biossintese de triglicerideos. Adaptado (DEWICK, [s.d.].
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A partir de estudos fitoquimicos, os metabodlitos secundarios foram organizados
conforme suas estruturas quimicas. A organizacdo pela semelhanca estrutural € uma
abordagem cientifica muito utilizada e leva em conta aspecto biogenéticos. Os dois
principios mais antigos utilizados para a organizacdo dos metabolitos secundarios sdo as
regras do acetato e do isopreno. A regra dos aminoacidos auxilia na organizacdo dos
alcaloides, que apresentam estruturas quimicas de alta complexidade. A regra do acetato
preconiza que os produtos naturais com funcées oxigenadas alternadas formam um grupo
dos metabolitos secundarios. A regra do isopreno estabelece que todos os terpenos podem
dividir-se formalmente em unidades de isopreno (ERB; KLIEBENSTEIN, 2020).

Os policetideos trata-se de um grupo muito diverso de produtos naturais, com
inimeas atividades bioldgicas e propriedades farmacoldgicas. Para todos os policetideos,
a regra do acetato é valida. Esses metabdlitos incluem ndo somente derivados de menor
complexibilidade, como resorcinol e floroglucinol, mas também aflatoxinas, os
antranoides, os macrolideos, as tetraciclinas e as xantonas, entre outros. As variagdes
estruturais destes compostos ndo se resumem apenas em comprimento de cadeias,
existem também diferentes ramificacdes de cadeia antes da condensacdo que podem
formar compostos ciclicos, bem como variacdes nas etapas de reducdo, metilacéo,
substituicdo por grupos isopentenila, glicosilagdes e rearranjos. Alem disso, diferentes
acidos carboxilicos iniciadores, sob a forma dos seus ésteres de CoA, sdo utilizados para

formar os policetideos com estruturas variadas (SIMOES, 2017).
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A natureza policetidica da hiperforina, é quase totalmente obscurecida pelos fragmentos
isoprendides adicionado. O produto da reacdo catalisada por PKS tipo 1l (essas enzimas
sdo proteinas homodiméricas, e utilizam ésteres de coenzima A além de empregarem um
anico sitio ativo para realizar uma série de descarboxilacdo, condensacao, ciclizacao e
reacdes de aromatizacéo, o tipo PKS 11l sdo encontradas em plantas, bactérias e fungos)
é a florisobutirofenona, analogo da floroacetofenona, porém iniciasse com isobutiril-CoA
ao inves de acetil-CoA, como apresentado na Figura 6 esse start é formado a partir do
aminoacido valina. Esta benzofenona isoplenilada é o agente antidepressivo
predominante na erva de Sdo Jodo (Hipericum perforatum; Guttiferae/Hypericaceae).

Figura 6. Biossintese de benzofenonas isopreniladas. Adaptado (DEWICK, [s.d.].

19



NH2 L-VaL @
DMAPP j/ . j
E% j PPE)/ (’ C-alquilagio |
3xmaloni-CoA QO SEnz HOF) OH DMAPP HO OH
SCoA - = 0 _—
E3 E3 E4
O
isobutiril-CoA O OHO OHO
O florisobutirofenona
DMAPP
C-alquilacéo
C-alquilagéo

Hozcﬁ)\/ CoAS\H)\/ — E/!Yk/
NH, o) 0

isoleucina 2-metilbutiril-CoA adhiperforina

E1: transaminase

E2: ceto &cido desidrogenase de cadeia ramificada
E3: sintase isobutirofenona

E4: florisobutirofenona dimetilaliltransferase

Os fenilpropandides e fendis sdo formados pela via biossintética do &cido
chiquimico. Para os vegetais, ja foram descritas todas as vias biossintéticas dos compostos
fendlicos. Uma enzima-chave do metabolismo secundario de plantas é a fenilalanina-
amonia-liase, que catalisa a desaminagdo oxidativa da L-fenilalanina na biossintese do
acido cindmico. O produto resultante CeCs € um bloco de construgdo caracteristico do
grupo de fenilpropandides, que inclui os proprios derivados do &cido cinamico, as

cumarinas e lignanas. A partir da degradacdo oxidativa da cadeia lateral dos acidos
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cindmicos sao formados os acidos fenolicos e os fendis simples (RAMAROSON et al.,
2022).

Os flavondides sdo biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides como
pode-se observar na Figura 7, constituem uma importante classe de polifendis presentes
em abundancia entre os metabolitos secundarios de vegetais. Uma substancia que
pertence a esta via, possui um ou mais nucleos aromaticos contendo substituintes
hidroxilados e/ou derivados funcionais (ésteres, éteres, glicosideos e outros). Porém, uma
definicdo levando em conta somente a estrutura quimica nao € apropriada, ja que existem
outros compostos contendo hidroxilas fendlicas que fazem parte de outras classes
metabdlicas. Por isso, deve-se empregar uma defini¢cdo que também considera a origem
biogenética (ULLAH et al., 2020). Essas classes de compostos estdo amplamente
distribuidas no reino vegetal, com mais de 4200 variedades de flavonoides (LISKOVA
et al, 2021).

Figura 7. Biossintese de flavonoides. Adaptado (DEWICK, [s.d.].
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Quimicamente, eles apresentam um esqueleto basico constituido por substancias
fendlicas, 15 atomos de carbono (C15) que consiste em dois anéis de benzeno, ligados
por meio de um anel pirano heterociclico (KUMAR et al, 2013).

Os flavonoides podem vir na forma livre (genina ou aglicona) ou ligados a
moléculas glicosiladas (heterosideos). Sua constituicdo quimica possui padrdes de
substituicdo do anel A, B e C e apresentam uma grande variedade, que séo classificados
dentro de suas subclasses (WANG et al, 2018).

Estes compostos possuem atividade antiviral, os flavonoides possuem um
mecanismo de acdo sobre a capacidade da interacdo do virus desde a ligacdo até a sua
entrada na célula hospedeira, isto acontece devido a ligacdo que ocorre com
glicoproteinas do envelope viral e receptores celulares modificando sua estrutura quimica
e blogueando o sitio de ligacdo do virus, agindo em diferentes estagios, como entrada
viral, replicacdo e traducdo de proteinas (BADSHAH et al., 2021).

Os flavonoides também possuem atividade anti-inflamatdria, devido a inibig&o da
sintese de prostaglandinas PGE1 e PGE2a e também inibem as vias de ciclooxigenase
(COX) e lipoxigenase, as quais desempenham um papel importante como mediadores
inflamatdrios (GINWALA et al., 2019).

Suas atividades antioxidantes se ddo pelo fato de serem quelantes de metais,
retiradores de radicais livres, além de neutralizarem espécies oxidantes como o anion
superoxido (O?%) e atuarem em sinergismos com outros antioxidantes como as vitaminas
C e E (DOS SANTOS; FARIAS RODRIGUES, 2017).

Os biflavondides constituem uma classe de flavonoides diméricos, diferenciando-
se de outros oligbmeros, como as proantocianidinas, devido a sua origem biogenética
comum. A maioria dos biflavonoides de ocorréncia natural sdo dimeros de flavonas e
flavanonas — raras vezes chalconas, apresentando substituintes nas posi¢6es dos carbonos
5,7, 4’ e, mais raramente, 5, 7,3”,4”. A ligacéo interflavonoide pode existir entre as duas
flavanonas ou unidades de flavona, ou uma flavanona e flavona ou flavonol, flavonol e
flavonol, isoflavona e flavona ou duas unidade de isoflavana. Os biflavondides flavanona-
chalcona séo formados pela abertuda do anel C de uma das unidades durante a metilagéo

das biflavanonas. As proantocianidinas possuem flavan-3-ol (catequina). Da mesma
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forma, bi-isoflavanas e chalconas diméricas. Os heterosideos sdo pouco frequentes
(AGRAWAL, 1989).

Biflavondides sdo numerados utilizando nimeros ordinarios para os ndcleos A e
C e ndmeros seguidos de linha () para o ntcleo B de um dos monémeros (como as
flavonas e flavanonas), e para a segunda unidade monomérica sdo empregados nimeros
ordinarios seguidos de duas linhas (°”) para 0s nlcleos A e C e numeros ordinarios
seguidos de trés linhas (**”) para o nucleo B (SIMOES, 2017).

Os biflavonoides sdo encontrados em grandes quantidades em diferentes plantas
e muitos tecidos vegetais. Apesar disso, seu papel bioldgico ndo é claro. A funcdo mais
importante seria a de agir como antifingico ou alimento dissuasivo para insetos. Outra
seria a de proteger as folhas contra os raios ultravioletas, atribuicdo comum aos
compostos  fenolicos.  Pesquisas  relatam  atividades anti-inflamatorias e
cardioestimulantes (SIMOES, 2017).

Compostos como flavonoides e biflavondides sdo bons candidatos para o
tratamento da doenca causada pelo virus SARS-CoV-2 devido todas essas atividades
bioldgicas. Estudos demonstram que flavonoides glicosilados foram analisados por
docking. O resultado baseando na estrutura cristalina de 3CLpro e RdRp indicou a rutina
ambas as proteinas. A importancia da ligacdo de hidrogénio e interagcdes baseadas em

ligagdes m foram evidenciadas para os supostos sitios ativos (MOURA et al., 2020).

3 SEGAO EXPERIMENTAL
31  ESTUDO FITOQUIMICO

3.1.1 Coleta de Plantas

As frutas de Platonia insignis (Clusaceae) (2,5 Kg) foram adquiridas em dezembro
de 2018 no mercado local de Tucurui, municipio brasileiro do estado do Para (PA).
As frutas de Citrus sinensis (Rutaceae) (1,5 Kg) foram adquiridas em agosto de 2020

no mercado local de Florianopolis, capital do estado de Santa Catarina (SC).
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3.1.2  Materiais e equipamentos

Todos os solventes utilizados nos métodos de separacdo foram de grau P.A.,
adquiridos de fontes comerciais (Servylab, representacdo da Merck no Brasil, Sdo Paulo).
Nas caracterizagdes por HPLC e HR-ESI-MS, os solventes utilizados foram de grau
HPLC (Tedia) e LC-MS (Sigma). Nos fracionamentos e separa¢des por cromatografia
em coluna foram utilizadas diferentes granulometria de silica gel MERK (0,015-0,040
mm), Macherey-Nagel (0,04-0,063 mm/ 230-400 mesh ASTM), (0,063-0,2 mm/ 70-230
mesh ASTM) e Cas; placas preparativas e para realizacdo das analises por cromatografia
em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel Macherey-Nagel com espessura
de 0,2 mm. Instrumento de purificacdo automéatico — Isolera Biotage One Flash.
Condicbes otimizadas foram utilizadas para a revelacdo dos compostos nas placas
cromatograficas, foi realizada por irradiacdo ultravioleta com comprimento de onda de
254 e 365 nm, e imersdo em solucdo de vanilina sulfurica (15g de vanilina dissolvidos
em 250 mL de etanol a 0°C, e em seguida sao adicionados lentamente 2,5 mL de &cido
sulfurico concentrado) seguida de aquecimento a 110 °C, com soprador térmico. Os
espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foram obtidos a 200 e 400 MHz
em espectrOmetros Bruker AC-200 F e Bruker Avance DRX 400, respectivamente,
utilizando TMS como padrdo interno e os solventes adequados para solubilizar cada
amostra sendo os deslocamentos quimicos medidos em unidades adimensionais & (ppm).
Os espectros de ressonincia magnética nuclear de carbono treze (RMN *C) foram
obtidos a 50MHz e 100 MHz. Os mesmos equipamentos foram utilizados na aquisi¢ao
dos espectros de DEPT-135, COSY, HMBC e HSQC.

3.1.3  Método de analise para cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massas.

Um sistema Acquity UPLC classe H (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com
um detector de matriz de fotodiodos (PDA), gerenciador de amostras e um gerenciador

de solvente quaternario, coluna BEH C1g (50 mm. 1,0 mm, tamanho de particula 1,7 um
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(Waters) identificacdo dos compostos. As temperaturas da coluna e bandeja das amostras
foram mantidas a 40°C e 20°C, respectivamente. Um volume de amostra de 2 pL foi
injetado em uma taxa de fluxo de 0,3mL/min. Os solventes foram filtrados e utilizados
em condicdes gradiente: 90% de A (adgua/acidoformico, 99,9/0,1 (v/v)) e 10% de B
(acetonitrila); 0-2 min, 90% de A; 2-10 min, 55% de A; 10-15 min, 10% de A; 15-20 min,
90% de A. Um espectrometro de massa, Xevo G2-S QTof (Waters) com eletrospray
sonda de ionizagdo (ESI) operando em modos de ionizagdo positiva e negativa, foram
acoplados ao dispositivo UPLC empregado para detectar o produto dos componentes
quimicos do extrato. O nitrogénio foi usado como gas nebulizador; os cromatogramas
foram adquiridos no modo de ion de pico base com o cone de fluxo de gas de 100L/h, o
fluxo de gas de dessolvatacdo de 900L/h, a corrente do cone de amostragem de 40 Volts
e a corrente de deslocamento da fonte de 80 V. A colisdo do gas para produzir ions
fragmentados foi argdnio e o padrdo interno de referéncia da amostra foi leucina e
encefalina com valores de referéncia em m/z 554,2615 (ESI-) e 556,2771 (ESI+). A
dessolvatacdo e a fonte de ionizacdo foram mantidas durante as anélises a 250°C e 90°C,
respectivamente, enquanto a tensao capilar foi de 3kV. Os elétrons foram acelerados com
uma faixa de energia de colisdo de 30 a 35 eV. Os dados foram adquiridos em uma faixa
de 100-1500 Da, com um tempo de varredura de 1,0 s durante 20 min e foram processados
com MassLyns V4.1(Waters).

3.1.4  Extracdo do material vegetal de Platonia insignis e fracionamento liquido-
liquido.

A fruta P. insignis (polpa e semente) foram separas e picadas. As duas partes da
fruta (polpa: 1,5 Kg e semente: 900g) foram submetidas a extracao por maceragéo durante
15 dias em DCM:MeOH (1:1, v/v) a temperatura ambiente. Os extratos foram filtrados
e concentrados sob pressdo reduzida a temperatura de 40°C, proporcionando 4469 e 221¢
de extrato bruto (polpa e semente, respectivamente). Os extratos brutos foram suspensos
separadamente em agua e particionados por um processo de extracdo liquido-liquido

usando hexano (HEX), diclorometano (DCM) e n-butanol (n-BuOH). Os solventes foram
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removidos por rotaevaporacao sob pressao reduzida a temperatura de 40°C para produzir
as respectivas fracdes: FP1 (3,79, HEX), FP2 (10g, DCM) e FP3 (12g, n-BuOH) do
extrato bruto da polpa; FS1 (14g, HEX), FS2 (5,249, DCM) e FS3 (59, n-BUOH) para o

extrato bruto da semente, todas etapas representadas na figura 8. As demais fracOes

aquosas eram ricas em agucares e ndo foram estudadas.

Purificacdo dos compostos

Figura 8. Fluxograma de fracionamento e purificacdo de compostos de P. insignis.
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FS2(5,2 g, DCM) foi submetido a colunas cromatogréaficas (CC) em silica em

gel e eluido com uma mistura binaria de hexano/cloroférmio em condicao de gradiente,
obtendo-se 182 subfra¢des (50mL) cada. Composto 1 (3,59) foi obtido a partir da fracao

eluida por HEX:CHCIs (1:9) por recristalizacdo com etanol e filtrag&o.
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FS1 (13,5mg) foi submetido a uma purificacdo cromatografica semelhante ao
procedimento anterior, proporcionando 166 subfragdes (50 mL) cada. O composto 2 (100
mgq) foi obtido da subfracdo eluida com HEX:CHCIs (1:1) por recristalizagcdo com etanol.
FS3 (4,9 mg) foi submetido a uma coluna cromatogréafica de silica gel usando um
gradiente de DCM/MeOH, fornecendo 100 subfracGes, as subfracGes obtidas de
DCM:MeOH (9:1) foram reunidas com base no perfil demonstrado na cromatografia em
camada delgada (CCD) e depois purificado por uma coluna cromatogréfica de silica C1s
sob condicdo isocratica, utilizando como eluente H>O/ACN (3:2). Esta purificacédo

proporcionou 0s compostos 3 (3mg) e 4 (3mgQ).

Polpa

FP1 e FP2 eram ricas em &cidos graxos, as manchas demonstradas na TLC
possuem o mesmo fator de retencdo comparados aos compostos 1 e 2. Assim apenas FP3
foi submetida a purificacdo cromatografica.

FP3 (11,9 g) foi cromatografada sob condi¢c6es de gradiente com DCM/MeOH
produzindo 103 subfracdes. Com base no perfil da TLC, subfracdes obtidas de
DCM/MeOH (95:5) foram reunidas e purificadas em coluna cromatogréafica de silica Cis,
utilizando um sistema de eluicdo isocratico com um sistema de mistura binaria de

H2O/ACN (7:3) proporcionando 0s compostos 5 (3 mg) e composto 6 (3 mg).

3.1.5 Extracdo do material vegetal de Citrus sisnensis e fracionamento liquido-

liquido.

As cascas (1,5 Kg) de Citrus sinensis foram separadas, picadas e submetidas a
extracdo exaustiva por maceracdo durante 15 dias em DCM:MeOH (1:1, v/v) a
temperatura ambiente. Os extratos foram filtrados e concentrados sob presséo reduzida a
temperatura de 40°C, proporcionando 94,634g de extrato bruto. O extrato bruto foi
suspenso em agua e particionado por um processo de extracao liquido-liquido usando
hexano (HEX), diclorometano (DCM) e n-butanol (n-BuOH). Os solventes foram

removidos por rotaevaporacao sob pressao reduzida a temperatura de 40°C para produzir
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as respectivas fragdes: FCS1 (HEX), FCS2 (DCM), FCS3(n-BuOH) e FCS4 (H20) do
extrato bruto da casca. Apenas a fragdo FCS3(n-BuOH) foi estudada, afim de isolar o

marcador taxonémico, hesperidina, presente na fragdo butandlica.

Purificacdo dos compostos

Figura 9. Fluxograma de fracionamento e purificacdo de compostos de C. sinensis.
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FCS3 (7,8520) submetida a técnincas cromatograficas, utilizando como fase
estacionaria silica em gel de fase normal e fase estacionaria condi¢cdes de gradiente
DCM/MeOH produzindo 105 subfrac@es. Com base no perfil da TLC, subfracdes obtidas
de DCM/MeOH (83:17) foram reunidas e purificadas, proporcionando o composto 7 (5
mg); e subfracbes obtidas de DCM/MeOH (60:40) foram reunidas, proporcionando o
composto 8 (100 mg).

3.2 ENSAIOS E ATIVIDADES MPRO

3.2.1 Ensaio de Inibicdo da Enzima MP"
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O ensaio de triagem dos compostos capazes de inibir a atividade da enzima
MPRO foi realizado conforme a recomendacdo do fabricante da proteina com algumas
adaptacdes. Numa placa de 96 pogos, em cada pogo foi adicionado 10 puL dos compostos
na concentracdo final de 200 uM, diluidos em DMSO, em triplicata, em seguida 30 pL
da enzima MPRO (Sigma-Aldrich) na concentragéo final de 10 pg/mL diluida em tamp&o
contendo 25 mM HEPES (Sigma-Aldrich) e 0.2% Tween-20 (Sigma-Aldrich), a placa
entdo foi incubada por 10 minutos & temperatura ambiente. Apos este periodo foi
adicionado 10 pL do substrato em cada pogo, um peptideo cromogénico 3CL, MP™
protease chromogenic substrate peptide (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 200 pg/mL
final e incubado por mais 45 minutos a 37 °C, ap6s o tempo de incubacdo foi adicionado
50 uL de &cido acético 4% (Merck). Em seguida a placa foi lida em espectrofotémetro
Tecan® Modelo Infinite M200 na densidade optica de 405 nm. Como controle positivo
foi utilizado o composto Ebselen na concentracdo de 10 uM diluido em DMSO puro e

como controle negativo foi utilizado DMSO na concentragéo final de 20%.

3.2.2  Ensaio de Clso dos compostos para a Inibi¢do da enzima MP™

Para 0 ensaio de determinacdo da concentragdo inibitdria minima de 50% (Clso)
capaz de inibir a atividade da enzima MP™ foi realizado conforme a recomendacéo do
fabricante com algumas adaptac6es. Numa placa de 96 pocos, a cada poco foi adicionado
10 pL das concentrages finais: 150 uM, 50 uM, 16,7 uM e 5,6 UM de cada composto,
diluidos em DMSO, em triplicata, em seguida 30 pL da enzima MP™ (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 10 pg/mL final diluida em tampdo contendo 25 mM HEPES (Sigma-
Aldrich) e 0.2% Tween-20 (Sigma-Aldrich), estes foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apds este periodo foi adicionado 10uL do substrato, um peptideo
cromogénico 3CL (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 200 pug/mL final e incubado por
mais 45 minutos a 37 °C, ap6s o tempo de incubacéo foi adicionado 50 ul de &cido acético
4% (Merck). Em seguida a placa foi lida em espectrofotémetro Tecan® Modelo Infinite
M200 na densidade Otica de 405.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 ESTUDO FITOQUIMICO

4.1.1  Caracterizacao dos constituintes quimicos de Platonia insignis

O estudo fitoquimico da semente de P. insignis, demonstrou a presenga dos
compostos: tripalmitina, 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol, estigmasterol, chamaejasmine,

volkensiflavona, isogarcinol e cicloxantochimol.

Anélise LC-ESI-MS:

A lipofilicidade da fase movel na TLC das fracdes hexanicas e de diclorometano
dos frutos de P. insignis, sugeriu a presenca de derivados de acidos graxos. Esta conclusao
foi determinada pelo estado fisico oleoso destas fragcBes. Assim, apenas as fracGes
butandlicas das sementes e da polpa foram submetidas a analise LC-ESI-MS. Estas
fracdes exibiram perfil quimico semelhante em seus resultados positivos e ionizacdes
negativas. Apenas dados espectrais da ionizacdo em modo positivo de LC/MS foram
utilizados para caracterizar seus perfis quimicos, tabela 1. Dados de LC-ESI-MS das
sementes mostraram a presenca de 2 metabdélitos secundarios predominantes com m/z
557,1101 e 541,1165 correspondentes as férmulas moleculares [CzoH20011+H]" e
[C30H20010+H]", perfis de compostos correspondentes a familia dos biflavonoides,

representados na figura 10.
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Figura 10. Modos negativos e positivos de LC-ESI-QTOFMS das fracdes de n-butanol

da semente e polpa, respectivamente da fruta P. insignis.
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Os dados de MS e MS/MS revelaram uma coeluicdo de dois metabolitos com
m/z 557,1101 e m/z 559,1245 [C3oH22011+H]*; o precursor m/z 557,1101 forneceu em
seus dados MS/MS, um fragmento em m/z 431,0765 consistente com a perda de

floroglucinol, representados na figura 10.

32



Figura 11. Proposta e fragmentagdo do ion m/z 557,1101.

m/z 431,0765 m/z 403,0809

O ion m/z perdido, transformado em CO (28 Da) para fornecer m/z 403,0812; o
ion correspondente a um dos monémeros encontrados em m/z 271,0601 foi designado
como apigenina. Esses dados levaram a estrutura de Morelloflavone ou GB2a para m/z
557,1101. O precursor m/z 559.1245 também poderia produzir o monémero m/z
271,0623 correspondentes a apigenina e ao ion fragmentado m/z 153,0178. No entanto,
o ion filho em m/z 405,0991, produzido por perda de floroglucinol seguido de
descaboxilagdo (CO: 28 Da) foi consistente com a presenca da por¢do molecular

eriodictiol em m/z 559,1245, representado na figura 11.

Figura 11. Proposta de fragmentagdo do ion m/z 559,1245.
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m/z 153,0178

m/z 297,0400 m/z 269,0462

As informacdes acima nos levaram a estrutura do Fukugetin. Os metabolitos m/z
541,1165 e 543,1302 também coeluiram e suas férmulas moleculares [CzoH20010+H]" e
[CaoH22010+H]"; respectivamente, indicaram outro par de biflavonéides. As massas
apresentaram caracteristicas de fragmentacdo semelhante aos biflavonoides precedentes.
O precursor m/z 541,1165 perdeu o floroglucinol para produzir m/z 415,0823 que por sua
vez perdeu CO para proporcionar m/z 387,0885, o monémero foi identificado como

apigenina consistente com o ion fragmentado m/z 271,0623, representado na figura 12.

Figura 12. Proposta de fragmentacao do ion m/z 541,1125.
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miz 541,1125 m/z 271,0623 m/z 153,0178

m/z 415,0823 m/z 387,0885

As informacBGes acima levaram as estruturas de apigeninil- (1-3, 11-3) -
naringenina e volkensiflavona para m/z 541,1165. Seu congénere m/z 543,1255
corresponde a uma férmula molecular que tem 2 atomos de hidrogénio adicionais em
comparagdo com m/z 541,1165, sugerindo um dimero de naringenina. A eliminacéo de
m/z 543,1255 proporcionou uma apigenina protonada em m/z 271,0623. Ap0s a etapa de
eliminacdo, produziu-se o fragmento m/z 153,0178 pela retro abertura Diels-Alder do
anel C, representado na figura 13.
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Figura 13. Proposta de fragmentacéo do ion 543,1255.
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Este precursor também produziu m/z 389,1026 apds a eliminacdo de
floroglucinol e CO. Verificou-se também que o precursor produziu m/z 297,0400 ap0ds
perder o floroglucinol e anel B pela abertura do anel C (RDA) m/z 269,0462 diferiu m/z
297,0400 em 28 Da, correspondendo a perda de CO. Com base nas informacoes
anteriores juntamente com os dados apresentados na literatura, foi possivel realizar as
atribuicdes estruturais dos compostos GB-1a e chamaejasmine. Observa-se na figura 9

também exibida no modo negativo de ionizacdo da polpa da fruta, um pico em 0,57 min
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com m/z 191,0196 [CeHgO7-H] identificada como &cido citrico. Juntamente com este
metabdlito, dois isbmeros predominantes com m/z 603,3708 e 603.3831 [C3gH5006+H]"
também foram detectados. Uma pesquisa bibliogréafica desta composicao elementar levou
a estruturas de dois derivados de benzofenonas. Espectros de massas de ambos compostos
exibiram um ion fragmentado para um carbocation monoterpénico em m/z 137,133
sugerindo a presenca de uma por¢do geranila. O ion precursor de ambos 0s compostos
também forneceu o ion fragmentado m/z 465,2281 depois de perder 2 grupos prenilos.
Outros ions fragmentados, nomeadamente m/z 411,1797 e 409,1671 corresponderam ao
esqueleto da benzofenona sem o grupo geranil e uma parte dos grupos prenil. O ion m/z
343.1187 é consistente como esqueleto de benzofenona sem as porcGes terpénicas,
representadas nas figuras 14 e figura 15.
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Figura 14. Proposta do padrao de fragmentacdo de m/z 603,3708, tr 12,40 min.
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Figura 15. Proposta do padrdo de fragmentacdo de m/z 603,3708, tr 14,08 min.
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Com base nesses dados, as estruturas de ambos compostos isomericos foram
atribuidas relacionadas a isoxantoquimol, isogarcinol, cicloxantoquimol e camboina, a
partir do perfil quimico obtido nos dados LCMS.

Tabela 1. Perfil quimico das fragdes n-butandlica da semente e polpa da fruta Platonia

insignis.
Formula Estrutura
tr (Min) Molecular m/z Fragmento (m/z) Proposta
Semente
431.0765; 403.0809;
297.0400; 271.0623; GB2a ou
5.92 [C30H20011+H]* 557.1105  269.0462; 153.0203. Moreloflavona.
405.0991; 297.0400;
[CaoH22011+H]" 559.1255 269.0462; 153.02083. Fukugentina
Apigeninil-(I-
415.0823; 387.0885; 3,11-3)-
297.0400; 271.0623,; naringenina ou
6.44 [C30H20010+H]* 541.1125 231.0648;153.0178. volkensiflavona.
389.1026; 297.0400;
271.0623; 269.0462; GB-laou
[C30H22010+H]* 543.1317 153.0178 Chamaejasmine.
Polpa
0.27 [C30H20011-H] 191.0196  173.0078; Acido citrico
465.2281; 411.1797; Isoxantochimol
343.1187; 287.0569; ou Isogarcinol,
[CasHs006+Na]®  625.3491/  233.0802; 177.0178; cicloxantochimol
12.71 603.3694 137.1333. e cambogina.
[CasHs5006+H]*
465.2281; 433.2742;
411.1797; 409.1646; Isoxantochimol
343.1187; 287.0569; ou Isogarcinol,
233.0802; 137.1333; cicloxantochimol
14.47 [CasHs006+H]* 603.3684 137.0233; 95.0855. e cambogina.

O perfil quimico obtido a partir dos dados LC-MS possibilitou a melhor escolha
para a purificagdo das fragdes, com sucessivas colunas cromatograficas. As fracdes de
hexanica e diclometano da semente e polpa levou ao isolamento e identificacdo de
tripalmitina (1) — composto predominante e 1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol (2),
respectivamente. A purificacdo das fragdes n-butanolica da semente e polpa

proporcionaram 5 compostos conhecidos. Dados espectrais comparados com os dados
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da literatura permitiram atribuir suas estruturas e identificacdo de estigmasterol (3),

chamaejasmine (4), volkensiflavona (5), isogarcinol (6) e cicloxantochimol (7).

Tripalmitina (1): — 2,3-di(hexadecanoiloxi)propil hexdecanoato é um sélido branco cujo
P.F. & 66°C, estrutura representada na figura 16. *H RMN (CDCl3; 200 MHz): § 5.30 (1H,
m), § 4.26 (2H, dd, J= 4,3 Hz, 12 Hz), 5 4.15 (2H, dd, J= 4,3 Hz, 12 Hz), 5 2.30 (6H, t,
J=7,4 Hz), 5 1.60 (6H, s), § 1.20 — 1,36 (sl), 5 0,87 (9H, t, J= 7,4 Hz).**C (CDClIs; 50
MHz): & 173.0, 6 69.0, & 62.2, 6 34.4, 5 25.0, & 22.8-34.3, & 14.3. Calculado para
(Cs1HosOs + Na") m/z [M+Na]" = 829.7256.

Figura 16. Estrutura da Tripalmitina.
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No espectro de infravermelho (figura 17) obtido em pastilha de KBr, foram
observadas bandas atribuidas a carbonos primarios e secundarios pertencentes a cadeias

alifaticas em 2916 cm™ e 2853 cm?, bandas de carbonilas de ésteres em 1745 cm™.

Figura 16. Espectro de infravermelho em pastilha de KBr do composto Tripalmitina
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O Espectro de RMN H (CDCls) representado na figura 18, monstra a presenca
de sinais referentes a triglicerideos: um multipleto que integra para um hidrogénio em &
5,20 — 5,40 ppm (1H, m, H-18); dois carbindis em & 4,30 ppm (2H,dd, J=4,3 Hz, J=12,5
Hz H-1) e 6 4,15 ppm (2H, dd, J=4,3 Hz, J= 12,5 Hz, H-1), correspondendo a unidade
glicerol. Em seguida foram observados sinais de acido carboxilico de cadeia longa. Em &
2,31 (6H, t, J = 7,4 Hz, H-3), este deslocamento quimico representa os hidrogénios que
estdo ligados aos trés carbonos alfas. 61,26 ppm observa-se um simpleto largo, que
representa a sequéncia de hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica longa. Em & 0,88
(9H, t, J = 6,2 Hz, H-17) pode-se observar um tripleto representando hidrogénios dos
grupos metilas terminais. A estrutura foi identificada como tripalmitina utilizando os
fragmentos diagnosticos observados no espectro de massas e comparando com os dados
da literatura (IKEDA et al., 2009).

Figura 17. *H-RMN (200 MHz, CDCI3) espectro do composto Tripalmitina.
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No espectro de RMN de *C (CDClIs), representado na figura 19, foi possivel

observar na regido desblindada do espectro sinais de carbonilas de ésteres (6C 173,4 ppm,
C-2, C-2, C-2), em (3C 69 ppm, 6C 62,2 ppm ¢ 6C 62,2 ppm C-18, C-1 e C-1) observa-
se 0s sinais dos carbindis; em (6C 34,4 ppm, C-3, C-3 e C-3) os sinais dos trés carbonos

alfas, estes estdo diretamente ligados nas funcGes ésteres da molécula; em (3C 25,0 ppm

C-5, C-5 e C-5) os sinais dos trés carbonos betas, em relacdo as fungdes ésteres da

molécula; em (8C 14,3 ppm C-17, C-17 e C-17) os sinais trés metilas terminais das

cadeias alifaticas do composto.
Figura 19. *C-RMN (50 MHz, CDCI3) espectro do composto Tripalmitina.
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A estrutura foi identificada como tripalmitina utilizando os fragmentos

diagndsticos observados no espectro de massas. Pode-se observar na figura 26, o

precursor m/z 813.6846.
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Figura 20. Figura 32. UPLC-ESI-MS do composto Tripalmitina.

285 mgfmL
PIC_20_c 230 (17.558) Cm (230:287-30:222) 2: TOF MSES+

100 BZB.TI42 2.31e6

[B30.7318

B45.6887

[46.7041

562 6053
824.??1%

5714852 [B47 7040

T T T T T T T T T T T T T trirter T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 TO0 500 Boo0 1000 1100 1200 1200 1400

O espectro de massa obtido da ionizacao por nebulizacdo de alta resolucéo (HR-
ESI-MS) do composto isolado mostrou um ion catidénico a m/z 829,7242. Esse valor de
massas corresponde a férmula molecular [Cs1HgsOs + Na]™ (Calculado m/z 829,7256). A
férmula molecular indica que o composto possui trés insaturagdes. O precursor m/z
829,7256 formou dois fragmentos m/z 551,5060 e m/z 573,4852 apds a perda do
palmitato de sdédio e do &cido palmitico, respectivamente, demonstrado na figura 21.

Figura 21. Esquema de fragmentos diagndsticos coletados no espectro de massas.
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Tabela 2. Dados de RMN de *H e *3C (200 e 50MHz) (CDCls).

Tripalmitina

LITERATURA — Tripalmitina
https://www.nmrdb.org/13c/index.shtml?v=
v2.138.0

Posicio 8H (ppm); J(H2) 5C (ppm) SH (ppm); J(Hz) 3C (ppm)
C2-C2-C2 - 173.0 173.0
C18 5.30 (m, 1H) 69.0 5.08 (m, 1H) 69.1
C12 4.26 (dd,J=4.3;12.0, 2H) 62.2 4.46(d, J=7.22, 2H) 62.4
Cib 4.15 (dd, J=4.3;12.0, 2H) 62.2 4.46(d, J=7.22, 2H) 62.4
C3-C3-C3 2.30 (t, J=7.4, 6H) 34.4 .2.26 (t, J=7.4; 6H) 33.9
C5-C5-C5 1.60 (s, 6H) 25.0 1.55 (t, J=7.7; 6H) 248

- 1.20 - 1.36 (sl) 22.8-34.3 1.22 -1.27 (sl) 22.6-31.7
c1(7:-1c?17- 0.87(tJ=7.4, 9H) 143 0.86 (t, J=0.86, 9H) 14.0
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1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol (2) o composto é um solido branco com P.F. 26°C, cuja
formula estrutural esta representada na figura 22. *H RMN (CDCls; 200 MHz): § 5.32
(2H, m), § 5.26 (1H, m), § 4.28 (2H, dd, J= 5,5 Hz, 12,7 Hz), § 4.12 (2H, dd, J= 5,5 Hz,
12,7 Hz), 6 2.30 (6H, t, J= 7,2 Hz), & 2.00 (4H, m), & 1.59 (6H, s), & 1.20 — 1,36 (sl), &
0,88 (9H, t, J= 7,7 Hz).13C (CDCls; 50 MHz): § 173.0, § 173.4, § 130, §129.8, § 68.7, §
62,6 34.2,527.0,6 24, §22.8-34.3,5 14.3.

Figura 22. Estrutura do 1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol.

17

No espectro de infravermelho representado na figura 23 obtido em pastilha de
KBr, foram observadas bandas atribuidas a carbonos primarios e secundarios
pertencentes a cadeias alifaticas em 2916 cm™ e 2853 cm™, bandas de carbonilas de

ésteres em 1745 cm™?.

Figura 18. Espectro infravermelho em pastilha de KBr do composto 1,3-dipalmitoil-2-

oleiolglicerol.
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Espectro de RMN H (CDCls) — figura 24 demonstra em 5,30 ppm (3H, m, J=
15,2, H-18, H-27, H-28) que integra para trés hidrogénio, dois destes hidrogénios
representa hidrogénios de instauracdo, com constante de acoplamento indicando ser
trans. Em 6 4,26 ppm (2H,dd, J= 5,5 Hz, H-1) e 6 4,17 ppm (2H, dd, J=5,5 Hz, H-1)
representam dois duplos dupletos, integrando para dois hidrogénios cada um,
respectivamente, acomplando para cis. 6 2,28 (6H, t, J = 7,2 Hz, H-3, H-3, H-20), este
deslocamento quimico integra para seis hidrogénios que estdo ligados aos trés carbonos
alfas, estes estdo diretamente ligados nas funcBes éster da molécula, os hidrogénios
acoplam de maneira cis . Em 6 2,01 ppm (4H, s, H-25, H-28) integra para quatro
hidrogénios, estes que estdo ligados aos carbonos sp® vizinhos aos carbonos sp? na cadeia
alifatica da molécula, ou seja, a uma ligagdo e distancia da instauragdo encontrada na
molécula. & 1,24 ppm observa-se um simpleto largo, que representa os hidrogénios de
uma cadeia alifatica longa, onde nao é possivel definir o namero de hidrogénios apenas
com esta anélise. Em 6 0,89 (9H, t, H-17, H-17, H-35) pode-se observar um tripleto
representando os Gltimos atomos de hidrogénios das trés cadeias alifaticas, totalizando 9

hidrogénios.
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Figura 19. 'H-RMN (200 MHz, CDCls3) espectro do composto 1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol.
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No espectro de RMN de 13C (CDCI3) representado na figura 25, foi possivel
observar na regido desblindada do espectro sinais de carbonilas de ésteres (6 C 173,4
ppm, C-2, C-2) (& C 173 ppm, C-19) respectivamente, dois sinais de carbonos
olefinicos (8 C 130 ppme & C 129,8 ppm, C-28 e C-27 respectivamente), em (& C
68,7 ppm e & C 62 ppm, C-18, C-1 e C-1) observa-se os sinais dos carbindis; em (& C
34,2 ppm, C-3, C-3 e C-20) os sinais dos trés carbonos alfas, estes estdo diretamente
ligados nas funcoes ésteres da molécula; em (S C 24,0 ppm C-5, C-5 e C-21) os sinais
dos trés carbonos betas, em relagdo as fungdes ésteres da molécula; em (& C 14,3 ppm
C- 17, C-17 e C-36) os sinais trés metilas terminais das cadeias alifaticas do composto.
E possivel definir este composto como um triacilglicerideo, pode-se comparar o
composto tripalmitina e 1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol, a Gnica diferenca ¢ a ligagdo
dupla em uma das cadeias alifaticas do composto 1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol, essa
instauragéo néo se encontra no composto tripalmitina. O composto 1,3-dipalmitoil-2-

oleiolglicerol apresentou dados de ressonancia relacionados ao 2-oleil-1,3-dipalmitoil-
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glicerol, previamente isolado da semente da mesma planta (DO NASCIMENTO
CAVALCANTE et al., 2020).

Figura 20. *C-RMN (50 MHz, CDCj3) espectro do composto 1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol.
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A estrutura foi identificada como 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol utilizando os
fragmentos diagndsticos observados no espectro de massas. Pode-se observar na figura

26, 0 precursor m/z 813,6846.
Figura 21. UPLC-ESI-MS do composto 1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol.
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O espectro de massa obtido da ionizacao por nebulizacdo de alta resolucéo (HR-

ESI-MS) —figura 27do composto isolado mostrou um ion catidnico a m/z 813,6846. Esse
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valor de massas corresponde a formula molecular [CsiHosOs + H]™ (Calculado m/z

813,6846).

Figura 22. UPLC-ESI-MS do composto 1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol.
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Na tabela 3 pode-se observar a descricdo de todas posi¢es dos carbonos e

hidrogénios obtidos nos espectros de RMN.

Tabela 3. Dados de RMN de 1H e 13C (200 e 50MHz) (CDCI3).

1,3-dipalmitoil-2-oleiolglicerol.

Literatura -1,3-dipalmitoil-2-
oleiolglicerol.
https://www.nmrdb.org/13c/ind
ex.shtml?v=v2.138.0

Posicéo

0H (ppm); J(Hz)

0C (ppm)

OH (ppm); dC (ppm)
J(Hz)

o1




C2-C2 B 173.0 172.9
C19 173.4 5.37 (m, 2H) 173.1
C26-C27 5.2 (m, 2H) 130 - 129.8 132.5-132.7
C18 5.26 (m, 1H) 68.7 5.03 (m, 1H) 69.0
4.28 (dd, J=5.5; 12.7 Hz 4.46 (d

a 1 l 1 i
1 2H) 620 J=7.22, 2H) 62.4
412 (dd, )=55;12.7, 4.46 (d,
Clb 2H) 620 J=7.22, 2H) 62.4
- 2.26(t, =74,
C3-C3-C20 2.30 (t, J=7,2, 6H) 34.2 5H) 239
C25-C29 2.00 (m, 4H) 27.0 1.96(m, 4H) 325
C4-Ca-C21 1.59 (s, 6H) 24.0 2.26(m, 6H) 24.8
- 1.20 - 1.36 (sl) 22.8-34.3 1.15-1.56(sl) 22.6-29.4
- 0.86(t, J=7.0,
C17-C17-C35 0.88(t, J= 7,7, 9H) 14.3 oH) 140

Estigmasterol (3) o composto estigmasterol é um solido branco de P.F. 166 °C, cuja

formula estrutural esta representada na figura 28. *H RMN (CDClIs; 200 MHz): § 5.34

(1H, m), & 5.14 (1H, m), 6 5.03 (1H, m), & 3.54 (1H, m), & 2.28-0,68 (esqueleto de

fitoesterdis). HR-ESI-MS calculado para o modo positivo, (C29HasO + H') m/z=

413.2661, encontrado na literatura para 0 modo positivo 413.6986 (Bakrim et al., 2022).
Figura 28. Estrutura do Estigmasterol.

O espectro de RMN *H (CDCI3) representado na figura 29, apresenta sinais
caracteristicos de estruturas esteroidais. Observa-se em & 5,34 (1H, m, H-6) multipleto
que integra para um hidrogénios que representam ser de instauracdo. & 5,03 e & 5,14
(2H, m, H-22 e H-23) esse deslocamento quimico apresenta integral para dois
hidrogénios, caracteristicos de olefinicos da cadeia lateral do estigmasterol. Em & 3,54
(1H, m, H-3) multipleto referente ao hidrogénio oximetinico. Naregido & 2,28a & 0,68

ha acumulo de sinais, que sdo atribuidos aos hidrogénios dos grupos metilicos,

metilénicos e metinicos de estruturas esteroidais.

52



Figura 23. *H-RMN (200 MHz, CDClIs) espectro do composto Estigmasterol.
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O espectro de massas obtido (HRESI-MS), figura 30, mostrou um ion m/z

413,2661. Esse valor de massas corresponde a férmula molecular [C29H4s0+ H]*

(Calculado m/z 412,4).

Figura 24. UPLC-ESI-MS do composto Estigmasterol.
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Na tabela 4 estdo todas descri¢des dos espectros de RMN:

Tabela 4. Dados de RMN de 1H e 13C (200 e 50MHz) (CDCI3).

Literatura —
Estigmasterol (BAKRIM
Estigmasterol et al., 2022)
SH (ppm) J(Hz) /
Posicéo SH (ppm) J(Hz) Literatura
C6 5,34 (m, 1H) 5,36 (dl, 8,8 Hz, 1H),
5,15 (dd, 1H, 152 Hz e
C22 5,14 (m, 1H) 8,4
5,02 (dd, 1H, 152 Hz e
C23 5,03 (m, 1H) 8,4
C3 3,54 (m, 1H) 3,53 (m, 1H)
Esqueleto fitoesteroide 0,68-2,28 1,04 - 2,26

Chamaejasmine (4) o composto isolado se apresenta na forma solida amarela; cuja
formula estrutural estd representada na figura 31. *H RMN (CDsOD; 200 MHz): §7.15

54



(4H, m), §7,07-6,75 (4H, m), 55.88 (4H, m), 54.57 (2H, m), 3,40 (2H, m). *C (CD30D;
50 MHz): $196.3, 6167, 6164.3, 6163.5, 6157.4, §128.6, 5115,0, 6114.3, 396.0, 695.0,
579.2, 645.7. HR-ESI-MS calculado para o modo positivo (CaoH22010") m/z [M+H]" =
543.1314, encontrado na literatura para o0 modo positivo 543.12 (Hou et al., 2019).

Figura 31. Estrutura do Chamaejasmina.

O espectro de hidrogénio e carbono apresentado na figura 32 e 33, demonstram
deslocamentos quimicos atribuidos a estruturas de biflavondides, estes compostos sao
duas porcdes de flavondides, cada porcao é formada por um nacleo fundamental, com 15
atomos de carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fenolicos
substituidos (anéis A e B) e um anel C.

Observa-se no espectro de *H-NMR (200 MHz, CDsOD) apresentado na figura
32, 0 67.15 ppm (4H, m), multipleto que integra para quatro hidrogénios e &7.07 ppm
(4H, m) que também integra para mais quatro hidrogénios, correspondem aos hidrogénios
conectados aos carbonos de hibridizagdo sp? pertencentes aos anéis B. Em §6.67-6.70
(4H, m) demonstra um multipleto que integra para quatro hidrogénios de anéis
aromaticos, estes demonstram simetria e fazem parte dos dois anéis A. Em 64.57 ppm
(2H, m) um multipleto que integra para dois hidrogénios pertencentes aos carbonos C2 e
C2 dos anéis C. E 0 63.39 ppm (2H, m) multipleto que integra para dois hidrogénios

presentes no C3 e C3 dos anéis C, hidrogénios a.

Figura 25. 1H-RMN (200 MHz, CD30D) espectro do composto Chamaejasmine.
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No BC-NMR (50 MHz, CD3OD) representado na figura 33, é possivel
caracterizar o composto em sua perfeita simetria, ambas as porc¢des flavanonas séo iguais,
todos deslocamentos do espectro integram para dois &tomos de carbono ou quatro. Em &
196.3 ppm podemos observar carbonos de ambas carbonilas presentes nos aneis C (C4 e
C4). Em & 167 ppm observamos os sinais dos carbonos (C7 e C7) pertencentes aos anéis
A, estes estdo ligados a hidroxilas. Em & 164.3 ppm séo sinais dos carbonos (C5 e C5)
também pertencentes aos anéis A e estdo ligados a hidroxilas. Em & 163.5 sdo sinais dos
carbonos (C9 e C9), estes carbonos de hibridizacéo sp? fazem parte da conexao dos anéis

Ae C.Em & 157.4 ppm observamos os sinais dos carbonos (C4" e C4’ ) pertencentes
aos anéis B, que possuem ligacdo com hidroxila. Em & 128.6 sdo referentes aos carbonos
(C1” eC1’ )estes carbonos de hibridizagio sp? fazem parte dos anéis B, carbonos que
estdo diretamente ligados aos anéis C. Em & 115.0 ppm podemos observar uma integral
para quatro atomos de carbono, sdo referentes aos dois carbonos C2’ e aos dois
carbonos C6” dos anéis B, todos com hibridizacdo sp?. Em & 114.4 ppm observamos

também um deslocamento que integra para quatro atomos de carbono, referentes aos dois

carbonos C3’ e aos dois carbonos C5"  dos anéis B, também com hibridizag&o sp?. Em
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4 96.0 ppm observamos sinais de dois carbonos (C6 e C6) pertencentes aos anéis A,
hibridizacdo sp?>. Em &95 ppm observamos sinais de dois carbonos (C8 e C8)
pertencentes aos anéis A, hibridizagio sp?. No & 79.2 observamos sinais de dois carbonos
(C2 e C2) pertencentes aos anéis C, ambos com hibridizagdo sp®. Em & 45.6 observamos
sinais de dois carbonos (C3 e C3) pertencentes aos anéis C, também possuem hibridizacdo

sp®.

Figura 26. 13C-RMN (50 MHz, CD30D) do composto Chamaejasmine.
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O espectro de massas, figura 34, obtido em ionizagdo por nebulizagdo de alta
resolugdo (HR-ESI-MS) no modo positivo do composto isolado mostrou um ion m/z
543.1314. Esse valor de massas corresponde a formula molecular [C3oH22010+H]" que
juntamente com os dados de RMN encontrados na literatura (AGRAWAL, P.K; 1989)
contribuiram para a caracterizagdo do composto chamaejasmina, cuja formula molecular

€ C3oH22010 € sua massa é 542.12 g/mol.

Figura 27. UPLC-ESI-MS do composto Chamaejasmine.
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Pode-se observar os dados de RMN do compostos chamaijasmina na tabela 5:

Tabela 5. Dados de RMN de *H e *3C (200 e 50MHz) (MeOD).

LITERATURA (Chamaejasmina)

Chamaejasmina

https://www.nmrdb.org/

Posicéo OH (ppm); 3 (Ha) 8¢ o) SH (ppm): I (Hz) 5c gpm)
5.33-5.44 (2H, 5.38 (d, J = 2.5 Hz), 5.39 (d, J =
c2 5,91 (2H, m) 79 2.5 Hy) 80.2
3.55-3.67 (2H, 3.61 (dd, J = 2.5, 2.3 Hz), 3.61
c3 5,42 (2H, m) 45.75 (dd, J = 2.5Hz) 2.3 Hz 494
c4 - 196,2 - 1959
C5 - 166,8 - 163,5
C6 6,70 (4H, m) 126,5 6.62-6.75 (4H, 6.68 (ddd, J = 8.2, 1.5, 0.6 Hz), 96,2
c7 - 164,2 - 165,6
C8 6,70 (4H, m) 94,8 6.62-6.75 (4H, 6.68 (ddd, J = 8.2, 1.5, 0.6 Hz), 94,6
C9 - 163,35 - 162,4
C10 - 95,85 - 102,2
cr - 128,45 - 127,3
c2' 7,17 (4H, dd, J=8,4) 114,2 6.93-7.05 (4H, 6.99 (ddd, J = 8.2, 1.1, 0.6 Hz) 128,8
) _ 6.17-6.27 (4H, 6.22 (d, J = 1.6 Hz), 6.22 (d, J =
c3 7,09 (4H, dd, J=8,4) 114,9 1.6 Hz) 1153
c4' - 157,25 - 157,9
) _ 6.17-6.27 (4H, 6.22 (d, J = 1.6 Hz), 6.22 (d, J =
C5 7,09 (4H, dd, J=8,4) 114,9 1.6 Hz) 1153
C6' 7,17 (4H, dd, J=8,4) 114,2 6.93-7.05 (4H, 6.99 (ddd, J = 8.2, 1.1, 0.6 Hz) 128,8
5.33-5.44 (2H, 5.38 (d, J = 2.5 Hz), 5.39 (d, J =
C2a 5,91 (2H, m) 79 25 Hz) 80.2
3.55-3.67 (2H, 3.61 (dd, J = 2.5, 2.3 Hz), 3.61
Caa 542(2H, m) 45,75 (dd, J = 2.5Hz) 2.3 Hz 49,4
Cda - 196,2 - 195,9
C5a - 166,8 - 163,5
Céa 6,70 (4H, m) 126,5 6.62-6.75 (4H, 6.68 (ddd, J = 8.2, 1.5, 0.6 Hz), 96,2
C7a - 164,2 - 165,6
C8a 6,70 (4H, m) 94,8 6.62-6.75 (4H, 6.68 (ddd, J = 8.2, 1.5, 0.6 Hz), 94,6
C9a - 163,35 - 162,4
C10a - 95,85 - 102,2
Cla - 128,45 - 1273
C24a 7,17 (4H, dd, J=8,4) 114,2 6.93-7.05 (4H, 6.99 (ddd, J = 8.2, 1.1, 0.6 H2) 128,8
) — 6.17-6.27 (4H, 6.22 (d, J = 1.6 Hz), 6.22 (d, J =
C3a 7,09 (4H, dd, J=8,4) 114,9 1.6 Hz) 1153
C4'a - 157,25 157,9
) — 6.17-6.27 (4H, 6.22 (d, J = 1.6 Hz), 6.22 (d, J =
C5a 7,09 (4H, dd, J=8,4) 114,9 1.6 Ha) 1153
Cé'a 7,17 (4H, dd, J=8,4) 114,2 6.93-7.05 (4H, 6.99 (ddd, J = 8.2, 1.1, 0.6 H2) 128,8
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Volkensiflavone (5) o composto isolado se apresenta na forma solida; cuja formula
estrutural esté representada na figura 35. 67.70 (2H, dd, J= 8.3 Hz, 1,8 Hz), 57.06 (2H,
dd, J= 8,4 Hz), 66.95 (2H, m), 86.65 (2H, m), 86,43 (1H, s), 86.06 (1H, m), 66.01 (1H.s),
56.00 (1H, m), 85.98 (1H, m), §5.04 (1H, m). 3C (CDsOD; 50 MHz): §197.9, §183.9,
0168.8, 5168.0, 5165.8, 5164.8, 6164.4, 56162.7, 6162.3, 5158.7, 5158.6, 5130.5, 5129.8,
5129.6,56129.4,5129.15,8123.1,8117.0,8116.3,8116.3, 8115.6, 8115.6, 5104.1, §103.5,
899.9, 699.30, 697.6, 696.65, 680.5, 650.85. HR-ESI-MS calculado para o modo positivo
(Ca0H20010%) m/z [M+H] = 541.1165, encontrado na literatura para 0 modo negativo
539.0980 (STARK etal., 2015).
Figura 35. Estrutura do Volkensiflavona.

O espectro de hidrogénio e carbono apresentados na figura 36 e 37, demonstram
deslocamentos quimicos atribuidos a estruturas de biflavondides. Observa-se no *H RMN
(CDs0D; 200 MHz) apresentado na figura 36, deslocamento em 67.70 (2H, dd, J= 8.3
Hz), dupleto que integra para dois hidrogénios que pela constante de acoplamento
podemos indica-los como hidrogénios mais desblindados pertencentes ao anel aromatico
B ligados aos carbonos (C2’ e C6’) da porcao flavona. Observamos que 0 deslocamento
67.06 (2H, d, J= 8.3 Hz) dupleto que integra para dois hidrogénios pertencentes ao anel
aromatico B ligados aos carbonos (C2’ ¢ C6’) da por¢ao flavanona. Em 66.95 (2H, m)
observamos hidrogénios pertencentes ao anel aromético B ligados aos carbonos (C3’ e
C5’) da porgao flavanona. 66.65 (2H, m) observamos hidrogénios pertencentes ao anel
aromatico B ligados aos carbonos (C3’ e C5”) da porgdo flavona. Em 66,43 (1H, s) um
simpleto que integra para um hidrogénio que estd ligado ao carbono (C3) da porcao

flavona, por conta da hibridizagdo deste carbono, o hidrogénio aparece em uma regido
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mais desblindada. Em 66.06 (1H, m) observamos um multipleto que integra para um
hidrogénio que esta ligado ao carbono (C6) pertencente ao anel A da porgéo flavona. Em
06.01 (1H, s) e 86.00 (1H, m) observamos hidrogénios que estdo ligados aos carbonos
(C8 e C6) do anel aromatico A da porc¢do flavanona. Em 65.98 (1H, m) um multipleto
que integra para para um hidrogénio que esta ligado ao carbono (C2) do anel C da
flavanona. Em 85.04 (1H, m) um m ultipleto que integra para um hidrogénio que esta
ligado ao carbono (C3) do anel C da flavanona.

Figura 28. H-RMN (200 MHz, CD3s0D) espectro do composto Volkensiflavona.
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No $3C-NMR (50 MHz, CD30D) representado na figura 37, em §197.9 ppm e §

183.9 ppm observamos carbonos pertencentes as carbonilas presentes nos anéis C (C4 e
C4) das porcodes flavanona e flavona, respectivamente. Em 6168.8 ppm e 6168.0 ppm
podemos observar os carbonos (C7 e C5) pertencentes ao anel A da flavanona. Emo6165.8
ppm observamos o carbono de hibridizagio sp? (C9) que faz parte da jungdo nos anéis A
e C da flavanona. Em §164.8 ppm temos o carbono (C2) de hibridizagdo sp? pertencente

ao anel C da flavona. Em 6164.4 ppm observamos o carbono (C7) pertencente ao anel A
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da flavona. Em 6162.7 ppm representa o carbono (C4’) ligado a uma hidroxila,
pertencente ao anel B da flavanona. Em 6162.3 ppm observamos o carbono (C4”) ligado
auma hidroxila, pertencente ao anel B da flavona. Em 6158.7 ppm o deslocamento refere-
se ao carbono (C5) ligado a uma hidroxila, pertencente ao anel A da flavona. Em 6158.6
ppm observamos o sinal do (C9) pertencente ao anel A da por¢ao flavona. Em 6130.5
refere-se ao sinal do carbono (C1”) do anel B, este carbono faz ligagdo com o anel C, na
flavanona. Os deslocamentos 6129.8 ppm e 6129.6 ppm observamos os carbonos (C2’ e
C6’) também do anel B da flavanona. Os deslocamentos 6129.4 ppm e 6129.15 ppm sdo
referentes aos carbonos (C2’ e C6’) do anel B da por¢do flavona. Em 6123.1 ppm
observamos o carbono (C1’) do anel B, este carbono faz ligagdo com o anel C, na flavona.
Em §117.0 ppm observamos o carbono (C3) de hibridizacio sp? do anel C que caracteriza
a porcao flavona. Em 6116.3 ppm e 8116.3 ppm observamos os carbonos simétricos (C5’
¢ C3’) do anel B da flavanona. Em 6115.6 ppm e 6115.6 ppm observamos os carbonos
simétricos (C5” e C3”) do anel B da flavona. Em 6104.1 observamos o sinal do (C10) que
faz ligagdo entre o anel A e anel C da porcdo flavanona. Em 6103.5 ppm observamos o
sinal do (C10) que faz ligagdo entre o anel A e anel C da por¢ao flavona. Em 899.9 ppm
observamos o sinal do carbono (C8) pertencente ao anel A da porcdo flavona, este
carbono esta realizando a ligagdo entre a por¢ao flavona e flavanona. Em 699.30 ppm e
897.6 ppm refere-se aos carbonos (C8 e C6) pertences ao anel A da flavanona. Em 696.65
ppm observamos o carbono (C6) pertencente ao anel A da porgdo flavona. Em 680.5 ppm
podemos observar o carbono (C2) pertencente ao anel C da flavanona. Em $50.85 ppm
observamos o carbono (C3) pertencente ao anel C da falvanona, este se liga a porcéo

flavona.

Figura 29. 13C-RMN (50 MHz, CD30D) espectro do composto Volkensiflavona.

61



PI (B) 30-51. 47-66 11a (1H e 13C).2.fid

“C NMR (50 MHz, MeOI3)197.88, 183.93, 168.82, 168.04, 165.80, 164.81, 164.41, 162.68, 162.32,
158.72, 158.58, 130.59, 129.80, 129.60, 129.38, 129.15, 123.08, 116.98, 116.32, 115.60, 104.12, 103.51,
99.86, 99.30, 97.62, 96.64, 80.47, 50.83.
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O espectro de massas, figura 38, obtido em ionizagdo por nebulizagdo de alta

resolucdo (HR-ESI-MS) do composto isolado mostrou um ion m/z 541.1165.

Figura 30. UPLC-ESI-MS do composto Volkensiflavona.
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Esse valor de massas corresponde a formula molecular [C3oH20010+ H]* que
juntamente com os dados de RMN encontrados na literatura (AGRAWAL, P.K; 1989)
contribuiram para a caracteriza¢do do composto volkensiflavona cuja formula molecular
€ CzoH20010 € sua massa é 540.10 g/mol. Pode-se observar os dados de RMN

demonstrando as posi¢des dos atomos de hidrogénio e carbono na tabela 6 a seguir:

Tabela 6. Dados de RMN de H e 13C (200 e 50MHz) (MeOD).

Literatura (Volkensiflavanone)

. ps: . .0rg,
Volkensiflavanone https://www.nmrdb.org/

Posicio SH (ppm): ) (Ha) B¢ (ppm: 1 (2 SH (ppm). 3 (H2) 8c (ppm); 3 (H2)
C2 5.98 (m, 1H) 80.4 5.98 (d, J=3,19 Hz; 1H) 81.4
c3 5.04 (m, 1H) 50.8 4,95 (d, J=3,19 Hz; 1H) 48.2
C4 - 197.9 - 196
C5 - 168.1 - 163.7
Cé 6.06 (M, 1H) 96.6 6.21 (d, J=1,57 Hz; 1H) 96.4
c7 - 168.8 - 166.6
C8 6.01 (m, 1H) 97.6 6.22 (d, J=1,57 Hz; 1H) 95.3
c9 - 165.8 - 163.7
C10 - 103.5 - 101.7
cr - 130.5 - 128.1
C2 7.06 (d, J=8,4 1H) 129.6 6.99 (dd, J=8,19; 1,10 Hz; 1H) 128.1
C3' 6.95 (m, 1H) 116.9 6.68 (dd, J=8,19; 1,53 Hz; 1H) 114.6
c4 - 164.4 - 162
< 6.95 (m, 1H) 116.3 6.68 (dd, J=8,19; 1,53 Hz; 1H) 114,6
Ce’ 7.06 (d, J=8,4 Hz,1H) 129.4 6.99 (dd, J=8,19; 1,10 Hz; 1H) 128.1
C2a - 162.7 - 163.7
C3a 6.43 (m, 1H) 117 6.42 (s, 1H) 120.8
Cda - 183.9 - 181.6
C5a - 158.7 - 160.4
Céa 6.00 (M, 1H) 99.3 6.20 (s, 1H) 98.4
Cra - 164.8 - 162.8
Céa - 99.8 - 100.6
Coa - 158.6 - 157.3

Cl0a - 104.1 - 103.7
Cla - 123.1 - 121.3
C2a 7.70 (dd, J=8,4; 1,8 Hz, 1H) 129.1 7.53 (dd, J=8,28; 1,81 Hz, 1H) 128.1
C3a 6.65 (m, 1H) 115.6 6.84 (dd, J=8,28; 1,08 Hz, 1H) 115.9
Céa - 162.3 - 161
C5a 6.65 (M, 1H) 115.6 6.84 (dd, J=8,28; 1,08 Hz, 1H) 115.9
Cé'a 7.70 (dd, J= 8,4 Hz, 1,8 Hz 1H) 129.8 7.53 (dd, J=8,28; 1,81 Hz, 1H) 128.1
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Isogarcinol (6): é um sélido amarelo; cuja formula estrutural esta na figura 39. *H RMN
(CDCls; 400 MHz): 87.40 (1H, s), 67.08 (1H, d, J= 8.3 Hz,), 66.68 (1H, d, J= 8.2 Hz),
05.08 (2H, m), 64.82 (1H, m), 63.05 (1H, dd, J= 2.7, J= 13.8), 62.67 (1H, m), 62.46 (1H,
m), 62.16 (2H, m), 62.02 (4H, d, J= 12Hz), 1.70 (9H, d, J= 10Hz), 61.58 (14H, s), 51.20
(2H, s) , 81.11 (2H, s), 50.97 (3H, s), 80.75 (3H, s). 3C (CDCLs; 100 MHz): §206.8,
0194.8, 6193.5, 6171.8, 6150.2, 6144.2, 6134.4, 6134.5, $6133.8, 6133.6, 6 133.8, 6 133.6,
0130, 6124.2, 6122.5, 8120.5, 6120.2, 56115.3, 6114.6, 687.4, 670.7, 8653.0, 646.4, 643.1,
042.7, 640.9, 640.9, 529.8, 528.8, 527.8, 626.2, 626.2, 625.9, 624.9, 6 22.4, 6 21.4, 518.2,
5 18.2, & 16.3, 6 16.2. HR-ESI-MS calculado para 0 modo positivo (CssHs006") m/z
[M+H]"= 603.3831, encontrado na literatura para 0 modo positivo 603.3607 (Bharate et
al., 2014).

Figura 39. Estrutura do Isogarcinol.

No espectro de *H RMN (CDCls; 400 MHz) representado na figura 40,
observamos um deslocamento em §7.40 (1H, s), simpleto que integra para um hidrogénio,
em 67.08 (1H, d, J= 8.3 Hz,) um dupleto que integra para um hidrogénio e em 66.68 (1H,
d, J= 8.2 Hz), outro dupleto que integra para mais um hidrogénio, os trés atomos
identificados pertencem ao anel aromético da estrutura. Nos deslocamentos 65.08 (2H,
m) e 64.82 (1H, m) observamos os trés hidrogénios olefinicos dos grupos prenilos. No
63.03 (1H, dd, J= 2.7, J= 13.8) observamos um duplo dupleto que integra para um
hidrogénio, este esta conectado a um carbono terciario de hibridizagdo sp® (C6). Os
deslocamentos 62.67 (2H, m), 62.46 (2H, m), 62.02 (2H, d, J= 12Hz) séo hidrogénios
ligados aos carbonos metilénicos dos grupos prenilos. Em 62.16 (2H, m) observamos um
multipleto que integra para dois hidrogénios, que estdo ligados ao carbono C29. Em §2.02

(2H, m) observamos um multipleto que integra para dois hidrogénios, que estdo ligados
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ao carbono C7. Em 61.48 (1H, m) um multipleto que integra para um hidrogénio,
pertencente ao carbono C30. Nos deslocamentos mais blindados 61.72 (3H, d, J= 10Hz),
01.69 (3H, s) 81.58 (12H, sl), 61.20 (3H, s), 61.11(3H, s), 60.97 (3H, s), 50.76 (3H, s)
observamos trinta hidrogénios que estdo ligados aos carbonos metilicos da estrutura.
Figura 31. 1H-RMN (200 MHz, CDCI3) espectro do composto Isogarcinol.
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No ¥C-NMR (100 MHz, CDClIs) representado na figura 41, podemos observar
deslocamento quimico de 38 atomos de carbonos. Nos deslocamentos quimicos 6206.8
ppm, 8194.8 ppm, 6193.5 ppm, localizados na regido mais desblindada do espectro,
observamos trés carbonilas representadas pelos carbonos (C3, C9 e C10). Em 5171.8 ppm
observamos o sinal do carbono (C1) de hibridizagio sp?, que faz a ligag&o entre os dois
anéis contidos na molécula. Nos deslocamentos 6150.2 ppm e 6144.2 ppm observamos
dois carbonos que se ligam a hidroxilas, eles pertencem ha um anel aromatico. Na
molécula representada na figura 22 observamos trés grupos prenilos (radial alifatico
insaturado ramificado), essas insaturacOes sdo representadas pelos deslocamentos
quimicas 6134.5 ppm, 6134.4 ppm, 5133.6 ppm, respectivamente se referem aos carbonos
(C19, C26 e C36). Em 6133.8 ppm, € possivel observar o carbono (C11) que faz parte do
anel aromatico e também faz a ligacdo com carbonila. Em 6130.0 ppm podemos observar

o carbono (C2) de hibridizagdo sp? que faz parte do anel. Em §124.2 ppm observamos o
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carbono (C16) do anel aromatico. Nos deslocamentos 6122.5 ppm, 6120.5 ppm, 6120.2
ppm, respectivamente se referem aos carbonos de hibridizacio sp? (C18, C25 e C35) dos
grupos prenilos. Em $115.30 ppm e 8114.6 ppm séo deslocamentos de carbonos
pertencentes ao anel aromatico (C12 e C15). Em 687.4 ppm e 670.7 ppm observamos 0s
carbonos de hibridizacdo sp* (C31 e C5) pertencentes ao anel central, o carbono (C31)
faz ligacdo com um oxigénio e o carbono (C5) faz ligagdo com carbonila, por isso estdo
mais desblindados. Nos deslocamentos quimicos 653.0 ppm, & 46.4 ppm, 643.1 ppm,
542.7 ppm, 840.9 ppm, 540.9 ppm observamos sinais de carbonos de hibridizaco sp®
(C8, C6, C30, C7, C29 e C4) que fazem parte dos anéis centrais. Os deslocamentos 629.8
ppm, 626.2 ppm, 626.2 ppm s&o referentes aos carbonos metilénicos (C34, C24, C17) dos
grupos prenilos e os deslocamentos quimicos 628.8 ppm, 627.8 ppm, 625.9 ppm, 624.9
ppm, 622.4 ppm, 621.4 ppm, 618.2 ppm, 618.2 ppm, 616.3 ppm, 816.2 ppm séo referentes
aos carbonos metilicos da molécula (C33, C21, C38, C28, C20, C32, C27, C23 e C22).

Figura 32. *C-RMN (50 MHz, CDC3) espectro do composto Isogarcinol
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O espectro de massas, figura 42, obtido em ionizacao por nebulizagéo de alta resolucéo
(HR-ESI-MS) no modo positivo do composto isolado mostrou um ion m/z 603.3831.

Figura 33. UPLC-ESI-MS do composto Isogarcinol.
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Esse valor de massas corresponde a formula molecular [CssHs00s+H]"™ que

juntamente com os dados da literatura que confirmou a m/z 603.3607 (BHARATE et al.,
2014), e os dados de RMN encontrados na literatura (SOCOLSKY; PLIETKER, 2015)

contribuiram para a caracterizagcdo do composto isogarcinol, cuja formula molecular é

CasH5006 € sua massa é 602.36 g/mol, pode-se observar os dados dos espectros de RMN

na tabela 7 a seguir:

Tabela 7. Dados de RMN de *H e *C (400 e 100MHz) (CDCls).

Literatura —Isogarcinol

(Socolsky, 2015 Isogarcinol
8C (ppm) — 3C (pp m)
5C H 3C (ppm) — [ =) 3C (ppm) —
Posicio C 3H (ppm); J (H2) 5C (ppm) SH (ppm); J (H2) (ppm) | HMBC 2JHMBC | HMBC 4J HMBC
C1 171,7 171,85
C2 119.6 130
C3 194,6 194,8
C4 46,2 40,9
C5 68,2 70,7
3,05 (dd, J=14,3; 3,7 Hz, 3,03 (dd, J=14,0; 2,4
C6 1H) 46,1 Hz, 1H) 46,35
C7 2,29-2,20 (m, 2H) 39,6 2,02 (m, 2H) 42,7
C8 51,2 53,3
C9 207,2 206,8
C10 193,2 193,5
C11 129.1 133,85
C12 7.45 (d, J=1,8 Hz, 1H) 114,4 7,42 (s, 1H) 115,3 193,95 150,2 114,6
C13 144,6 1442
C14 150,6 150,2
6,68 (d, J=8,11Hz,
C15 6.68 (d, J=8,2 Hz, 1H) 114,3 1H) 114.6 150,2 133,85
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7,03 (dd, J=8,2; 1,8 Hz,
Cc16 1H) 121,3 | 7,1(d, J=8,11Hz, 1H) | 1215 | 19395 150,2 144,2
c17 2,46 (m, 2H) 28,2 2,46 (m, 2H) 26,2
5,08 (d, J=6,8 Hz,
ci18 511 (d, J=6,3 Hz, 1H) 1238 1H) 1225 26,2
c19 133,6 133,65
c20 1.67 (s, 3H) 21,1 1,69 (s, 3H) 224 133,85 122,2
c21 1.71 (s, 3 H) 259 1,72 (s, 3H) 27.8 133,85 122,2
c22 1,16 (s, 3H) 25,6 1,11 (s, 3H) 16.3 70,7 46,3 427 155
c23 0.92 (s, 3 H) 17,9 0,76 (s, 3H) 16,3 70,7 46,3 427 225
c24 1,64 (m, 2H) 285 2,02 (m, 2H) 26,2
5,08 (d, J=6,8 Hz,
c25 4,87 (d, J=6,2 Hz, 1 H) 1248 1H) 1215
C26 133,0 134,4
c27 1.58 (sl, 3 H) 17,83 1,58 (sl, 3H) 18,2 133,85 1215 24,9 19,2
c28 1.58 (s, 3H) 257 1,58 (sl, 3H) 249 133,85 1215 18,2
c29 2,05-1,94 (m, 2H) 39,3 2,16 (m, 2H) 40,9
C30 1,77 (m, 1 H) 428 1,48 (m, 1H) 431
c31 86,7 87,4
c32 1,24 (s, 3H) 254 1,20 (s, 3H) 21,3 87,4 431 21,6
c33 0,99 (s, 3 H) 26,6 0,97 (s, 3H) 285 87.4 431 28,5
c34 2,71 - 2,59 (m, 2H) 29,2 2,67 (m, 2H) 29,8 87,4 431 224
c35 4,92 (d, J=7,2 Hz, 1H) 1251 4,82 (s, 1H) 120,2 25,9 18,2
C36 134,6 134,4
car 1,58 (s, 3 H) 17,8 1,58 (sl, 3H) 18,2 1344 120,2
c38 1,49-1,36 (s, 3 H) 223 1,58 (sl, 3H) 259 1344 120,2

Cicloxantochimol (7): é um sélido amarelo; cuja férmula estrutural esta representada na
figura 43. 'H RMN (CDCls; 400 MHz): § 7.04 (2H, m), § 6.65 (1H, d, J= 8.2 Hz), § 5.04-
4.37 (3H, m), 52.71 (3H, m), § 2.06 (8H, m), § 1.69-1.53 (25H, m), & 1.23-0.73 (6H, m).
13C (CDCLs; 100 MHz): § 208.5, § 195.0, § 194.9, 5 183.3, § 150.6, & 149.5, § 143.6, §
135.1, 6 133.6, 6 124.3, 8 124.0, & 122.4, & 120.5, 3116.5, 6 114.5, 6 112.9, 6 109.8, 6
79.3,6 72.0, 6 55.5,549.4, 6 47.0, 6 42.6, 6 40.1, & 39.0, 6 30.7, 6 29.8, 6 28.1, 8 25.9, 6
25.8, 6 19.5, 6 18.4, 6 18.3, 6 18.1, 6 17.8, 6 16.2. HR-ESI-MS calculado para o0 modo
positivo (CzsHs006") m/z [M+H] = 603.3831, encontrado na literaturatura para o modo

negativo (CssHs006") m/z [M-H] =601 (BAGGETT et al., 2005).

Figura 43. Estrutura do Cicloxantochimol.
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No espectro de *H RMN (CDCls; 400 MHz) observamos deslocamentos em
37.04 (2H, m) e 66.65 (1H, d, J= 8.2 Hz) que integram no total para trés atomos de
hidrogénio que pertencem ao anel aromatico da estrutura. Em 65.04-4.37 (3H, m),
multipleto que integra para trés hidrogénios, estes sdo referentes aos hidrogénios ligados
aos carbonos de hibridizacdo sp? (C18, C25 e C37) dos grupos prenilos. Em §2.71 (3H,
m) também um multipleto que integra para trés hidrogénios, onde um destes hidrogénios
esta localizado no carbono (C37) e os outros dois pertencem ao carbono de hibridizacdo
sp?, indicado como (C17). Em §2.06 (8H, m) multipleto que integra para oito hidrogénios,
estes estdo realizando ligacdo com os carbonos metinicos (C6, C30) e aos carbonos
metilénicos (C7, C29 e C35). Em 61.69-1.53 (25H, m) multipleto que integra para vinte
cinco hidrogénios, estes sdo hidrogénios que estdo ligados aos carbonos metilicos da
molécula (C20, C21, C27, C28, C32, C33, C38) e ao carbono metilénico (C24). Em &
1.23-0.73 (6H, m), multipleto que integra para deis hidrogénios, que estdo ligados aos
carbonos metilicos (C22 e C23).

Figura 34. 1H-RMN (400 MHz, CDCI3) espectro do composto cicloxantoquimol.
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No BC-NMR (100 MHz, CDClIs) representado na figura 45, 46 e 47, podemos observar
deslocamento quimico de 38 atomos de carbonos. Nos deslocamentos quimicos 6 208.5
ppm, & 195.0 ppm e & 194.9 localizados na regido mais desblindada do espectro,
observamos trés carbonilas representadas pelos carbonos (C3, C9 e C10). Em 8183.3 ppm
observamos o sinal do carbono (C1) de hibridizagdo sp?, que faz a ligacéo entre os dois
anéis contidos na molécula. No deslocamento quimico & 150.6 ppm, observamos o sinal
do carbono de hibridizagdo sp? (C36). Nos deslocamentos 5149.5 ppm e 5143.5 ppm
observamos dois carbonos que se ligam a hidroxilas, eles pertencem ao anel aromatico.
Na molécula representada na figura 23 observamos dois grupos prenilos idénticos (radial
alifatico insaturado ramificado), essas insaturacBes sdo representadas pelos
deslocamentos quimicos 6135.1 ppm e 6133.6 ppm. Também ha outro deslocamento em
8133.6 ppm, referente ao (C11) que faz parte do anel aromatico e também faz ligacao
com carbonila. Nos deslocamentos 6124.3 ppm, 6122.4 ppm, respectivamente se referem
aos carbonos de hibridizagéo sp? (C18, C25) dos dois grupos prenilos idénticos. Em §124
ppm, 8116.5 ppm e 6114.5 ppm sdo deslocamentos de carbonos pertencentes ao anel

aromatico (C16, C12, C15). Em 6112.9 ppm observamos o deslocamento quimico que se
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refere ao carbono (C2) da molécula. Em 8109.8 ppm € possivel ver o carbono terminal
de hibridizacdo sp? (C37). Em §79.3 ppm e 572 ppm observamos os carbonos de
hibridizagdo sp® (C31 e C5) pertencentes ao anel central, o carbono (C31) faz ligagdo com
um oxigénio e o carbono (C5) faz ligacdo com carbonila, por isso estdo mais
desblindados. Nos deslocamentos quimicos 655.5 ppm, 649.4 ppm, 842.6 ppm, 640 ppm,
540.8 ppm e §39.0 ppm observamos sinais de carbonos de hibridizacio sp® (C8, C4, C6,
C7, C29, C30 e C4) que fazem parte dos anéis centrais. Os deslocamentos 632.3, 630.7
ppm, 629.8 ppm, 628.1 ppm sdo referentes aos carbonos metilénicos (C35, C17, C24 e
C34) dos grupos prenilos e os deslocamentos quimicos 625.9 ppm, 625.8 ppm, 621 ppm
819.5 ppm, 618.4 ppm, 518.3 ppm, 617.8 ppm, 516.2 ppm, 614.8 ppm, séo referentes aos
carbonos metilicos da molécula (C33, C32, C27, C20, C22, C23, C38, C28 e C21.
Figura 35. 13C-RMN (100 MHz, CDCI3) espectro do composto cicloxantoquimol.
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Figura 36. HSQC (200 MHz, CDCI3) espectro do composto cicloxantoquimol.
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Figura 37. HMBC (200 MHz, CDCI3) espectro do composto cicloxantoquimol.
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O espectro de massas, figura 48, obtido em ionizacdo por nebulizacdo de alta
resolucdo (HR-ESI-MS) no modo positivo do composto isolado mostrou um ion m/z
603.3880. Esse valor de massas corresponde a formula molecular [CsgHs006+H]* que
juntamente com os dados da literatura que confirmou a m/z 603.3831 (BAGGETT et al.,
2005).
Figura 38. UPLC-ESI-MS do composto Cicloxantochimol.
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Os dados de RMN encontrados na literatura descritos na tabela 8 contribuiram

para a caracterizacdo do composto cicloxantoquimol, cuja formula molecular é C3gHs0Os

e sua massa é 602.36 g/mol..

Tabela 8. Dados de RMN de *H e **C (400 e 100MHz) (CDCI3).

Literatura —Cicloxantochimol

(J. LIN, 2002) — DMSO Cicloxantochimol
8C (ppm) — 3C (pp m)
5C JH 8C (ppm) — | -3
Posigio 3H (ppm); J (Hz) 3C (ppm) SH (ppm); J (Hz) | (ppm) | HMBC 2JHMBC | HMBC
C1 170.4 183.3
C2 124.8 112.9
C3 193.2 208.5
C4 45.6 49.4
C5 67.5 72
Cé 1.46 (m, 1H) 45.2 2.06 (m, 1H) 42.6
1.97(m, 1H) — 2.90(dd,
c7 J=14.2, 1H) 38.9 2.06 (m, 2H) 40
C8 50.9 55.5
o] 206.3 195
C10 191.3 194.9
Cl11 128.9 133.6
C12 7.17(d, J=2.0, 1H) 114.7 7.04 (m, 1H) 1145 194.9 149.5 124
C13 145.2 143.5
Cl4 150.8 149.5
C15 6.68 (d, J=6.8, 1H) 144.6 7.04 (m, 1H) 116.5 194.9 149.5 114.5
6.65 (d, J=8.2 Hz,
C16 6.84(dd, J=8.3;2.0, 1H) 122.2 1H) 124 143.5 133.6
c17 2.49 (m, 1H) 24.9 2.71 (m, 2H) 30.7
C18 4.78 (m, 1H) 120.3 5.04—4.37 (m,1H) | 124.3
C19 131.8 135
C20 1.60 (s, 3H) 25.6 1.69-1.53 (m, 3H) 19.5
c21 1.52 (s, 3H) 17.8 1.69-1.53 (m, 3H) 14.8
C22 1.05 (s, 3H) 21.9 1.23-0.73 (m, 3H) 18.3
c23 0.91 (s, 3H) 26.1 1.23-0.73 (m, 3H) 18
C24 2.13 (m, 2H) 28.8 1.69-1.53 (m, 2H) 29.8 136.6 122.4
C25 4.90 (m, 1H) 125.1 5.04-4.37 (m, 1H) 122.4
C26 132.7 133.6
c27 1.65 (s, 3H) 25.7 1.69-1.53 (m, 3H) 21
c28 1.60 (s, 3H) 17.8 1.69-1.53 (m, 3H) 16.3
2.90 (dd, J=14.2;3.4, 1H)
C29 1.01 (d, J=13.1, 1H) 27.0 2.06 (m,2H) 39
C30 1.24 (m, 1H) 411 2.06 (m, 1H) 40.8
C31 86.6 79.3
C32 0.78 (s, 3H) 28.0 1.69-1.53 (m, 3H) 25.8
C33 1.17 (s, 3H) 20.8 1.69-1.53 (m, 3H) 25.9
C34 27.6 28.1
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C35 2.06 (M, 2H) 34.8 2.06 (M, 2H) 323

C36 1445 150.5
5.04-4.37 (m, 1H)

c37 4.73 (s, 2H) 110.7 2.71 (m, 1H) 109.8

c38 1.68 (s, 3H) 21.9 1.69-1.53 (m, 3H) 17.8

4.1.2  Caracterizacao dos constituintes quimicos de Citrus sinensis
O estudo fitoquimico da fracdo n-BuOH de C. sinensis demonstrou a presenca

de dois compostos: 1-O-Sinapoyl-B-glucopyranosideo e hesperidina.

1-O-Sinapoyl-B-glucopyranosideo (8): composto sélido branco, cuja formula estrutural
esta representada na figura 49. *H RMN (CDCls; 200 MHz): 87, (1H, d, J= 15 Hz, H-2),
3 6,43 (1H, d, J= 15 Hz, H-3), 86,94 (2H, s, H-9 e H-5), 6 5,58 (1H, d, J=7,6 Hz, H-1"),
03,31-63,71 indicam ser hidrogénios de glucopiranosideo (por¢do heterosidea da
molécula). 83,88 (6H, s, H-10, H-11) . °C (CDCLs; 50 MHz): §166, 5147, 5114 , & 14,
0139, 8 105, 6 55,0, 6 94,8, 6102, 5104.

Figura 49. Estrutura do 1-O-Sinapoyl-p-glucopyranosideo.

No espectro de RMN de H (CDCIs) representado na figura 50, é possivel
observar dois dupletos na regido de olefinicos (desblindada), centrados em 67,73 ppm
(1H, d, J= 15 Hz, H-2) ¢ 6 6,43 ppm (1H, d, J= 15 Hz, H-3), atribuidos a hidrogénio de
uma ligacdo dupla de configuragdo trans . O sinal 66,94 ppm (2H, s, H-9 e H-5)
deslocamento quimico tipico de atomos de hidrogénio aromaticos, nao desdobram devido
ao plano de simetria da molécula. Em & 5,58 ppm (1H, d, J=7,6 Hz, H-1") indica ser um
atomo de hidrogénio anomeérico, que por sua vez, acopla com o hidrogénio vicinal 2* do
glicosideo. Os sinais entre 63,31 ppm a 63,71 ppm indicam ser hidrogénios de

glucopiranosideo (por¢do heterosidea da molécula).O sinal 63,88 ppm (6H, s, H-10, H-
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11) representa seis atomos de hidrogénios pertencentes a duas metdxilas presentes no anel

aromatico, que por sua vez, o sinal ndo desdobra devido ao plano de simetria da molécula.

Figura 39. RMN de 1H (400 MHz, CDCI3) espectro do composto O-Sinapoil-

glucopiranoside.
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Através da analise de RMN *C (CDCls) bidimensional, figura 51, 42 e 53, foi possivel
observar sinais para 17 atomos de carbono, assim identificados: um carbonilico 6C 166
ppm, C-1, dois representando carbonos de hibridizacio sp? pertencente a cadeia olefinica
dC 147 ppm e 6C 114 ppm, C-3 e C-2, respectivamente. Os sinais de carbonos aromaticos
foram observados a 6C 148 ppm, C-6 e C-8, 6C 139 ppm, C-7 ¢ 6C 105 ppm, C-5 e C-9.
Em 6C 55,0 ppm, C-10 e C-11 encontra-se sinais de duas metdxilas, estas estdo como
ramificagdes do anel aromaético, o sinal ndo desdobra devido ao plano de simetria da
molécula. Um carbono quaternario (6C 94,8 ppm), sinal tipico de carbono anomeérico,
que € membro do residuo glucopiranosideo. Esse composto foi identificado como um
éster de glicosideo devido ao deslocamento quimico do carbono anomérico, que

geralmente no caso de éter apresenta ressonancia entre 102 ppm e 104 ppm.
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Figura 40. HSQC (400 MHz, CDCI3) espectro do composto O-Sinapoil-

glucopiranosideo.

MMWWWWMWM

WWMWHWWWMMWWW

i

T T T T T T T v v - . - v - . T T T T T
95 9.0 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0.0
f2 (ppm)

Figura 41. HMBC (400 MHz, CDCI3) espectro do composto O-Sinapoil-

glucopiranosideo.
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Figura 42. RMN 2D, NOESY (400 MHz, CDCI3) espectro do composto O-Sinapoil-

glucopiranosideo.
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Podemos observar os dados de ressonancia compilados na tabela 9 a seguir,

Tabela 9. Dados de RMN de *H e *C (400 e 100MHz) (MeOD).

1-0-Sinapoyl-B-glucopyranosideo

Literatura - 1-O-Sinapoyl-p-
glucopyranosideo -
https://www.nmrdb.org/

POSIGEO | 8t (ppm): I (HD) 5C (ppm) 5C (ppm) ~ H
C1 - 166.0 - - 167.8
6.43 (d; 15Hz, 6.48(d J=15.7,
c2 It 147.0 166.0, 105.0 ) 1451
7.83 (d,J=157,
C3 | 7.73(dJ=15, 1H) 114.0 166.0; 105.0 (1H) 1151
ca - 105.0 - 132.9 -
C5 6.94 (s, 1H) 105.0 139.0;148.0 | 7.08 (s, 1H) 108.4
C6 - 148.0 - 147.6 -
c7 - 139.0 - 1456 137.0
Cs - 148.0 - 147.6 -
C9 6.94 (s, 1H) 105.0 105.0 7.08 (s, 1H) 108.4
. __ 5.96 (d,
c1 5.58 (d; J=7.6) 94.8 166.0 1265) %59
c2 3.84 (s, 1H) 61.0 - 3.11 (s, 1H) 746
3’ 3.45 (m, 1H) 76.7 - 3.41(m, 1H) 754
ca 3.41 (m, 1H) 775 76.7 3.41(m, 1H) 712
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3.24 (dd,
c5' 3.31 (m, 1H) 47.8 94.8 J=10.26;6.47, 74.1
1H)
. 3.81(d,
cé 3.71 (s, 2H) 61.0 775 16.47, 2H) 620
OMe 3.88 (s, 6H) 55.0 139.0 3.79(s, 6H) 56.0

Hesperidina (9) composto sélido amarelo amorfo, cuja férmula estrutural esta
representada na figura 54. 'H RMN (M * eOD; 200 MHz): §7,91 (2H, s, H-6 e H-8); 56,95
(3H, d, J=7,8 Hz, H-2’, H-6" ¢ H-5"); § 6,20 (1H, H-1""); 3,86 (3H, s, H-4"); 51,20 ppm
(3H, d, J=6,2 Hz, H-6""").2*C (MeOD; 50 MHz): §197,33, §165,37, §162,8; §148,02;
0146,96; 6131,69; 6115;6113;0111,3; 6103,43; 6103,29; 668,2.

Figura 54. Estrutura da Hesperidina.

No espectro de RMN !H (MeOD; 200MHz) representado na figura 55, foi possivel
observar um simpleto na regido de aromaticos que integra para dois atomos de
hidrogénio, centrados em 87,91 ppm (2H, s, H-6 e H-8). Um duplo dupleto que integra
para trés atomos de hidrogénios 66,95 ppm (3H, d, J=7,8 Hz, H-2’, H-6’ e H-5")
pertencentes a anel aromatico, a constante de acoplamento mostra que o radical dirigente
é orto. Em 6 6,20 ppm (1H, H-1") indica ser um atomo de hidrogénio anomérico.
Observa-se na regido mais blindada, um sigleto que integra para trés hidrogénios 63,86
ppm (3H, s, H-4") tipico de metdxila. Um dupleto que integra para trés hidrogénios 61,20
ppm (3H, d, J=6,2 Hz, H-6""), a constante de acoplamento indica metila de glicosideo
axial-axial em relacdo ao hidrogénio ligado ao atomo de C5’’°, esses ultimos dados

indicam ser o dissacarideo rutinose presente na flavanona, como heterosideo.

Figura 43. RMN de 'H (400 MHz, MeOD) espectro do composto Hesperidina.
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No espectro de RMN de 3C (MeOD; 50MHz) representado na figura 56 e 57,
foi possivel observar sinais para 28 atomos de carbono, assim identificados: na regido
desblindada do espectro temos um carbono carbonilico (6C 197,33 ppm, C-4), um sinal
que desdobra para dois carbonos carbinélicos com hibridizagdo sp? (5C 165,37 ppm, C-
5 e C-7), carbono de hibridizacdo sp? (5C 162,8 ppm, C-9) ligado a um hetero 4tomo,
pertencente a anel aromatico. (6C 148,02 ppm, C-4’) pertencente a um carbono de
metdxila e no deslocamento quimico (6C 146,96 ppm, C-3’) um carbono carbindlico.
Observemos um carbono terciario de hibridizac&o sp2 em (3C 131,69 ppm, C-1"), e nos
sinais (6C 115 ppm, C-6"), (6C 113 ppm, C-5), (6C 111,3 ppm, C-2’) pertencentes aos
carbonos sem ramificaces do anel aromatico B. O (6C 103,43 ppm, C-10) carbono de
hibridizacéo sp? que faz a juncdo dos anéis A e C. O carbono anomérico da molécula foi
identificado no deslocamento representado por (6C 103,29, C-1"") e em (6C 68,2 ppm,

C-6""") carbono pertencente a metila glicosilada, indicando ser uma rutinose.

Figura 56. HSQC (400 MHz, CDCI3) do composto Hesperidina
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Figura 44. HMBC (400 MHz, CDCI3) do composto Hesperidina.
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Os dados compilados dos atomos de hidrogénio e carbono da hesperidina estéo

representados na tabela 10 a seguir:
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Tabela 10. Dados de RMN de H e *C (200 e 50MHz) (MeOD).

Literatura — Hesperidina

Hesperidina (LAHMER et al., 2015)
Posicao 8H (ppm);J (Hz) | &C (ppm) | SH(ppm); J (Hz) | 3C (ppm)

cr - 131,7 - 133,0
c2 6,96 m 113,0 6,95 m 114,2
C3' - 147,0 - 146,1
C4' 3,86 (5) 148,0 3,86 (5) 148,0
cs5' 6,96 (d; 8,3 Hz) 113 6,95 m 112,0
o) 6,96 (d; 8,3 Hz) 115 6,95 m 118
€2 5,40 (dd; 13 Hz) 81 > ﬁg) 120 78.8
c3 3,11 (m) 48,06 3’1120',2 Sjjo | a3
c4 ) 197,3 ] 1974
C5 ) 165,4 ] 1654
C6 6,19 (s) 96,5 6,05 (sl) 96,8
C7 - 165,4 - 163,3
C8 6,19 (s) 96,5 6,91 (sl) 95,9
C9 R 162,8 - 162,8
C10 . 103,4 - 103,6
c1" 4,95 (m) 103,3 4,98 (d;8,1Hz) | 1009
c2 3,11-3,73 (m) 73,6 3,09-3,90 (m) 73,3
c3 3,11-3,73 (m) 76,2 3,09-3,90 (m) 76,6
ca” 3,11-3,73 (m) 66,7 3,09-3,90 (m) 69,9
c5" 3,11-3,73 (m) 76,0 3,09-3,90 (m) 75,7
Ce" 3,11-3,73 (m) 67,1 3,09-3,90 (m) 66,4
Cc1" 4,01 (s) 101,4 450s 99,8
cz2" 3,11-3,73 (m) 70,8 3,09-3,90 (m) 70,06
c3” 3,11-3,73 (m) 2 71,2 3,09-3,90 (m) 71,1
ca” 3,11-3,73 (m) 72,0 3,09-3,90 (m) 72,5
C5" 3,11-3,73 (m) 70,0 3,09-3,90 (m) 68,7
C6" 1,2 (d, 6,2 Hz) 68,2 0,96 (d, 6,0 Hz) 56,0

Foi possivel isolar 100 mg da hesperidina. Desssa maneira realizou-se semi-

sintese representada na figura 58, de retirada do glicosideo de alguns miligramas do

composto, para obter outro composto chamado hesperitina. A semi-sintese foi realizada

com a mistura de hesperidina e metanol, adicionando ao poucos acido sulfurico, reacéo
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realizada com agitacdo, temperatura de refluxo durante 8 horas. A hesperitina foi

purificada.

Figura 58. Semi-sintese - Hidrdlise da hesperitina para obter hesperitina.

OH OH

o) ©/ HO o
OH »-

Hesperitina (10) composto solido amarelo, cuja formula estrutural esta representada na

figura 59. P.F. 220-221°C. . 'H RMN (MeOH; 200 MHz): §12.12, §6.91(3H, m),

05.88(2H, m), &5.40(1H, dd, J=3,04 Hz), 63.76(3H, s), 63.19-2.67(2H, dd,

J=2,17;12,7;17,7 Hz). °C (MeOH; 50 MHz): §196.3, 5166.8, 5163.6, 5162.9, 5148.0,

5146.6, 6131.3, 6117.9, 6114.2, 6112.1, 6101.9, 696.0, 595.2, 678.4, 655.83, 842.2.
Figura 59. Estrutura da Hesperitina.

No espectro de RMN *H (MeOD) representado na figura 60, podemos observar
deslocamentos em §12.12 que representa hidrogénios de hidroxilas. Em 66.91(3H, m) um
multipleto que integra para trés hidrogénios, representando os hidrogénios que que estdo
ligados aos carbonos (C2°, C5’e C6’) do anel aromatico B da flavanona. No deslocamento
05.88(2H, m) um multipleto que integra para dois hidrogénios que estdo ligados aos
carbonos (C8 e C6) do anel aromatico A da flavanona. No deslocamento quimico
65.40(1H, dd, J=3,04 Hz) observamos um duplo dupleto que integra para um hidrogénio,
este represente o hidrogénio que esta ligado ao carbono (C2) do anel C e em 83.76(3H,
s) observamos um simpleto que integra para trés hidrogénios, estes pertencentes a
metoxila ligada ao carbono (C4’) do anel aromatico B. E nos deslocamentos 63.19-
2.67(2H, dd, J=2,17;12,7;17,7 Hz) um duplo dupleto que integra para os dois hidrogénios
que estéo ligados ao carbono (C3) do anel C da flavanona.
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Figura 45. RMN de 1H (200 MHz, MeOD) espectro do composto Hesperitina.
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No espectro de RMN de *C (MeOH; 50 MHz) representado na figura 61,
observamos um deslocamento de carbonila em 6196.3 ppm representando o carbono
(C4). Nos deslocamentos 6166.8 ppm e 8163.6 ppm representam os carbonos ligados a
hidroxilas (C7 e C5) respectivamente, pertencentes ao anel aroméatico A da flavanona.
Em 8162.9 ppm observamos deslocamento referente ao (C9) que liga os anéis A e C. Em
0148.0 ppm representa o carbono (C4’) que possui uma metoxila ligada, (C4’) pertence
ao anel aromatico B. Em 3146.6 ppm ¢ possivel observar o carbono (C3”) que possui uma
hidroxila ligada, este carbono também pertence ao anel B. Observamos o carbono (C1”)
em 6131.3 ppm que pertence ao anel B e faz ligacdo com o anel A Em 6117.9 ppm, 6114.2
ppm, e 6112.1 ppm observamos os outros trés carbonos do anel B, (C6’, C2’e C5°),
respectivamente. Em 6101.9 ppm observamos o carbono (C10) que faz a ligagdo entre os
anéis A e C. Nos 698.2.0 ppm e 696.0 ppm observamos os carbonos (C6 e C8) do anel
aromatico A da flavanona. Observamos o carbono (C2) e (C3) pertencentes ao anel C
nos deslocamentos 678.4 ppm e 42.2 ppm, respectivamente. Em §55.8 ppm observamos

o deslocamento referente ao carbono da metdxila presente na flavanona.
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Os dados de RMN da hesperidina estdo representados na tabela 11 a seguir:
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Tabela 11. Dados de RMN de *H e *C (200 e 50MHz) (MeOH).

Literatura — Hesperitina

Hesperitina (LAHMER et al., 2015)

8H (ppm); J oC
Posicao (H2) 6C (ppm) 8H (ppm); J (Hz) | (ppm)

5.40 (dd, 5,29 (dd, J=2,75,
c2 J=3,04, 1H) 78.4 1H) 785
3.19-2.67 (dd,
J=2.17/12.7, 3.01-2.67 (dd;

c3 2H) 42.2 J=2,84;12,67,2H) | 42.1
c4 - 196.3 - 196.2
I3 - 163.6 5.88-6.95 (m, 5H) | 163.8
C6 | 5.88(m,2H) 96.0 - 96.2
c7 - 166.8 5.88-6.95 (m, 5H) | 166.9
c8 | 5.88(m, 1H) 98.2 - 95.4
[ - 162.9 - 163.0

85



C10 - 101.9 - 102.1
c1r - 1313 - 131.4
c2' | 6.91(m, 1H) 114.2 5.88-6.95 (m, 5H) | 114.3
Cc3' - 146.6 - 146.7
c4 - 148.0 - 148.1
C5' | 6.91(m, 1H) 1121 5.88-6.95 (m, 5H) | 112.1
C6' | 6.91(m, 1H) 117.9 5.88-6.95 (M, 5H) | 118.0
OCH3 | 3.76 (s, 3H) 55.8 3.8 (s, 3H) 55.0

4.2 EFEITOS INIBITORIOS DOS COMPOSTOS FRENTE A SARS-COV-2
MPRO

Os compostos 1ao 10 foram avaliados quanto aos seus efeitos inibitérios contra
SARS-CoV-2 MP™ e sua citotoxicidade contra leucemia mieloide humana, THP- 1 e
linhas de celulas VVero de rim de macaco africano, demonstrado na tabela 12. Os ensaios
enzimaticos foram realizados nas concentragdes de 200uM para todos os compostos. Os
compostos 3, 5 e 6 apresentaram porcentagens inibitorias contra M™ de 59,64, 68,20 e
60,19%, respectivamente. O composto 4 foi fracamente ativo, enquanto 1,2, 7 e 8 nao
exibiram nenhuma atividade. Os valores de concentracdo méaximo (ICsg) no meio
inibitorio foram determinados para compostos que inibiram pelo menos 50% da MPR° a
200 pM. O composto 5 foi o mais ativo apresentando IC50 de 0,72+0,43 uM, enquanto
0s compostos 3 e 6 apresentaraam 1Cso de 44,77+13,45 e 9,83+7,82 uM respectivamente.
Isogarcinol foi mais potente que Ebselen (Valor IC50: 3,4+0,995 uM) usado como
controle positivo. Nos ensaios citotdxicos, os compostos 3 e 6 ndo foramcitotoxico para
linhas celulares THP-1 E Vero at¢ 150 pM, enquanto 0 composto 5 mostrou
citotoxicidade falha contra linhas celulares THP-1 com CC50 de 116,2+32 uM. Em

contrapartida, nao foi citotoxico para linhas celulares Vero até¢ 150 pM.
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Tabela 12. Efeito da inibigdo enzimatica (1C50) , citotoxicidade (CC50) dos compostos.

MPRO THP1 VERO
(%) de
Inibicéo
para 1Cs0 = SD
Composto 200pM (M) CCso = SD (M)
1-Tripalmitina
/\/\/\/\/\/\/\)l\o/j/o\é(\/\/\/\/\/\/\/
NI NT NT NT
2- 1,3-dipalmitoil-2-
oleiolglicerol
oyt
\W\/
NI NT NT NT
3 — estigmasterol
i
HO - - - B
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4 - Chamejasmine
HO

OH

59,64 44,77+ 13,45 >150 >150
5 - Volkensiflavona
3,60 NT NT NT
6- Isogarcinol
\ J
fodew
OH
O O
=
68,20 0,72+0,43 116 + 32 >150
7- Cicloxantoquimol
\ 7
fode
OH
O O
60,19 9,83+7,82 >150 >150
8- O-Sinapoil-
glucopiranosideo
OH
o O .wOH
/O:Q/\)LO
< YOH
HO HO
_O 2,2 NT NT NT
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9 - Hesperidina
OH

HOITOH OH |

o7 ~o” @/O

HO™ “OH
OH OH O NI NT NT NT

10 - Hesperitina

SN
HO\@;T‘;"\\@OH
29,9 NT NT NT

OH O
Ebselen (10 pM)
(Controle Positivo) 96 3,4+ 0.995 NT NT

Relacéo estrutura —atividade baseada no docking molecular

O composto isogarcinol foi 0 mais ativo, foi estudado por docking molecular em duas
estruturas de proteinas MPRC (entradas PDB 5RG1(DOUANGAMATH et al., 2020) e
7TNG3(COSTANZI et al., 2021)) para demonstrar as possiveis interagdes com o alvo. Os

dados estédo compilados nas tabelas 13 e 14.

Tabela 13. Valores de probabilidade de ligacdo dos compostos analisados sob a MPRO
do SARS-CoV-2 (PDB: 5RG1)

P
Compostos MolDock Score Rerank Score Score Plantas Total
Score (p) Score (p) Score (p)
Isogarcinol -163,569 1 -88,0758 1 -553,401 0,9462 0,9820

Nirmatrelvir -153,294 0,9371 -85,2498 0,9679 -522,230 0,8929 0,9326

Lig PDB -102,876 0,6289 -82,9804 0,9421 -555,301 0,9495 10,8401
Os compostos com maior valor de probabilidade para o algoritmo em estudo estdo destacados em negrito.

Tabela 14. Valores de probabilidade de ligagdo dos compostos analisados sob a MPRC do
SARS-CoV-2 (PDB: 7NG3)

P
Compostos MolDock Score Rerank Score Score Plantas Total

89




Score (p) Score (p) Score (p)

Isogarcinol -144,942 0,7270 63,7221 0 -399,539 0,7376 0,4882
Nirmatrelvir -130,007 0,8223 -67,5777 0,9750 -456,848 0,8434 0,8803

Lig PDB -158,090 1 -69,3048 1 -541,624 1 1
Os compostos com maior valor de probabilidade para o algoritmo em estudo estdo destacados em negrito.

O isogarcinol (6) ndo apresentou energia de ligagéo negativa para o algoritmo
de pontuacéo de reclassificagdo em SARS-CoV-2 MPRO (PDB: 7NG3). Para APD: 5RG1,
apresentou a maior poténcia com probabilidade de 0,9820 comparada ao ligante PDB e
ao controle Nirmatrelvir, que apresentaram probabilidade de 0,8401 e 0,9326,
respectivamente. O ligante PDB apresentou a maior afinidade com PDB: 7NG3, com um
segundo com maior afinidade apresentando valor de probabilidade de 0,8803 sequido
pelo composto 5com uma probabilidade de 0,4882. Com base nestes dados, 0 SARS-
CoV-2 MPRO (PDB:5RG1) reflete os resultados dos biosensaios. Portanto, interagdes
moleculares representadaas na figura 62 do isogarcinol (6) com o SARS-CoV-2 MPRO
(PDB:5RG1) foram avaliados. Interacdes hidrofobicas (linhas tracejadas indigo) foram
observadas entre grupos —CHz e —CH> da porc¢éo piranogeranil e residuos de aminoacidos
Pro 168 (1 interacdo), Met 49 (2 interacdes), His 41 (2 interacBGes) e Met 165 (2
interacbes). Além disso, interacdes de colisdo desfavoraveis (linha tracejada em
vermelho) foram percebidas entre a&tomos de hidrogénio do grupo —-OH e Phe 140 (1
interacdo) e similarmente entre o grupo —CHs e Met 165. Uma amida-pi empilhada (linha
tracejada rosa) e interacdes empilhadas enxofre-pi (linha tracejada amarela) também
foram encontradas entre o pi aromatico da porcdo catecol e Leu 141 e Cys 145,
respectivamente. Um tipo de ligacdo de hidrogénio (linha tracejada verde) foi observada
entre a funcionalidade cetdnica da benzofenona e Cys 145. E importante notar que as
interacOes do tipo pi-alquil indicam que ha uma interacdo da nuvem de elétrons sobre um
grupo aromatico e um elétron no grupo de qualquer um dos grupos alquil gerando ligagdes
do tipo hidrofobica (SINGH; DAS, 2015)(ALENCAR et al., 2022).

E importante mencionar que as interacdes entre o residuo His 41 (linha tracejada

indigo) e os grupos —CHz do isogarcinol eram ndo covalentes e ocorreu com uma das
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diades cataliticas do sitio ativo. Residuas como Met 49 e Pro 168 envolvidos na
plasticidade do sitio ativo também interagiu com isorgarcinol. Outra interagdo importante
corresponde a interagdes ndo covalentes estabelecidas pelo residuo Met 165 na bolsa
hidrofobica (DOUANGAMATH et al., 2020).

Além disso, é importante mencionar que o isogarcinol apresentou interacoes
semelhantes as do controle Nirmatrelvir e o ligante PDB representados na figura 62.
Nirmatelvir exibiu interac@es do tipo pi-alquil (linha tracejada em indigo) entre os grupos
—CH e —CHs e His 163, His 172 e Met 49. Também interagiu através de ligacGes de
hidrogénio (linhas tracejadas em verde) com Cys 145 e Glu 166. Também interagiu com
com Met 165 usando ingteragdes pi-enxofre. O ligante PDB mostrou interagdes alquil e
pi-alquil (linhas tracejadas em indigo) com His 41, Met 49 e Met 165 e interagdes pi-
enxofre (linhas tracejadas em amarelo) com Cys 145 e Asn 142. Tipo de interagdes com
ligacdo de hidrogénio (linha tracejada verde) também foram observadas entre o ligante e
os residuos de aminodcidos His 163 e Glu 166. Leu 141 e o ligante estavam interagindo
pelo tipo de interacdo amida-pi-stacked (linha tracejada rosa). Varios compostos
fenolicos foram relatados demonstrando inibir SARS-CoV-2 MPRO,

Agathisflavona, uma biflavona isolada de Anacardium occidentale, mostrou
uma inibigdo significativa em ensaios intracelulares de SARS-CoV-2. Este efeito foi
relacionado a inibigdo significativa da MPRO (CHAVES et al., 2022)- Amentoflavona,
outra biflavona da Garcinia cambogia apresentou uma inbicdo moderada para SARS-
CoV-2 MPRO (AATI et al., 2022). Uma comparacdo desses dados da literatura com
aqueles relatados neste trabalho, revelou que, em relagdo a MPRO, os esqueletos das
biflavonas possuem maior potencial biolégico comparado com biflavanonas e
flavonilflavanonas (chamaejasmine e volkensiflavona).

Duas benzofenonas, nomeadamente 3,4-didesmetil-5-desidroxi-3-etoxiscleroina
e 2,3,4-triidroxi-4-etoxibenzofenona, foram relatados anteriormente como inidores da
MPRO (COELHO et al.,, 2020). No entanto, seus efeitos inibitérios foram menos
promissores do que os relatados para o Isogarcinol na presente pesquisa. Isogarcinol
interagiu com a diade catalitica (His 41 e Cyst 145) em PDB: 5RG1, sugerindo sua
proximidade ao sitio catalitico. No entanto, € necessaria uma investigagdo mais

aprofundada para elucidaer se existe uma ligacdo mais aprofundada para elucidar se
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existe uma ligacao covalente, ja que o Hidrogenio da Cyst 145 foi ligado ao grupo certona

do isogarcinol.

Figura 62 . Interacdes 2D e 3D dos compostos Isogarcinol (A), Nirmatrelvir (B) e
Ligante PDB (C) com a M-Protease alvo (PDB: 5RG1). indigo: Alquil, pialquil; Rosa:
interacGes empilhadas com amida pi; Vermelho: interacbes de impacto desfavoraveis;

Amarelo: intera
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O presente estudo demonstram metabdlitos secundarios biolégicamente ativos
do fruto de P. insignis obtidos a partir da orientacdo do perfil quimica LC-ESI-MS. Os
estudo fitoquimicos das frutas comestiveis P.insignis proporcionaram 0s compostos:
tripalmitina, 1,3-dipalmitoil-oleoilglecerol, estigmasterol, chamaejasmine,
volkensiflavona, isogarcinol e cicloxantoquimol e de C. sinensis: O-Sinapoil-
glucopiranoside, hesperidina e derivado semi-sintetico hespiritina. Em seus ensaios
enzimaticos contra Sars-CoV-2 MP™, isogarcinol axibiu os melhores efeitos inibitorios
com ICsp<1Um. Seu isomero cicloxantoquimol apresentou atividade moderada. Estudos
de acoplamento demonstrou que o isogarcinol interagiu com a diade catalitica composta

por His 41 e Cyst 145, sugerindo sua procimidade com o sitio catalilitco da MP™.

https://files.rcsb.org/pub/pdb/validation reports/ng/7ng6/7ng6 full validation.pdf
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The SARS-CoV-2 mutation and the limitation of the approved drug against COVID-19 are still a
Platonia insignis fruits challenge in many country healthcare systems and need to be affronted despite the set of vaccines to
Biflavonoids prevent this viral infection. To contribute to the identification of new antiviral agents, the present study
Benzophenones focused on natural products from an edible fruit with potential inhibitory effects against the SARS-CoV-
Main protease inhibition 2 main protease (MP"). First, LC-ESIMS analysis of Platonia insignis fruits was performed and showed

the presence of biflavonoids and benzophenones in the seed and pulp, respectively. Then, maceration
and chromatographic purification led to the identification of two triglycerides (1 and 2) alongside
chamaejasmine (3) and volkensiflavone (4) from the seed and isogarcinol (5) and cycloxanthochymol
(6), from the pulp. Compounds 1-6 after evaluating their inhibitory against MP, displayed from no to
significant activity. Compound 5 was the most potent with an ICso value of 0.72 uM and was more active
than the positive control, Ebselen (1Cso of 3.4 uM). It displayed weak and no cytotoxicity against THP-
1 (CCsoo0f 116.2 uM) and Vero cell lines, respectively. Other active compounds showed no cytotoxicity
against THP-1. and Vero cell lines. Molecular docking studies revealed interactions in the catalytic
pocket between compound 5 and amino acid residues that composed the catalytic dyads (His 41 and
Cyst 145).

1. Introduction Medicinal plants are rich sources of new bioactive substances. Their

importance in drug discovery stems from the correlation between ethCOVID-19 is a
respiratory disease caused by the virus SARS-CoV-2 nopharmacology knowledge and
scientific evidence. Thus, this study that broke out in 2019 as a highly contagious
infection. Its rapid was focused on bioactive secondary metabolites in the fruit of Platonia
dissemination resulted in a pandemic and worldwide look-down as a insignis.

palliative solution [1]. In mid-2021, the vaccination campaign was Platonia insignis Mart
is a Brazilian medicinal plant belonging to the important to release the burden on the

healthcare system as the number Clusiaceae family and predominantly distributed in the
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Amazon region of patients was far beyond their capacity [2]. The burden of COVID-19
in where it is known as “Bacuri”. In a primary forest, this species can reach conjunction
with the lack of an efficient drug and the occurrence of 15 to 25 m in height with a trunk
diameter of up to 120 cm. Its fruits are SARS-CoV-2 mutants prompted populations of
many countries, espe- edible and contribute to the local economy with 2.0 to 2.5 k tons
harcially in tropical areas, to use medicinal plants for prevention and cure vested per year
for direct consumption or to produce ice cream, candy, [3]. This virus has a conserved
protein known as main protease (MP™) jelly, compote, liqueur, and dairy drinks [7]. Its
leaves are used as which is a cysteine protease that plays a key role in its replication and
traditional medicine for the treatment of diarrhoea, ear pain, and inlife cycle [4]. As
impairment of this protein can impact the survival of flammatory diseases [8]. A
biological study reported antifungal activthe virus, numerous studies have considered
MP a suitable target for ities of its leaves crude extract against Candida albicans and C.
glabatra the search for chemical agents with potential antiviral activity against [9]. This
activity occurs through modification of the mitochondrial

SARS-CoV-2 [4-6]. membrane potential of microorganisms. It was also shown that its

flower
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Fig. 1. Flow diagram of fractionation and purification of compounds.

hydroalcoholic extract inhibited the growth of
Staphylococcus aureus and C. albicans while its
ethyl acetate fraction was bacteriostatic for S. aureus
[©]. In addition, an enriched biflavonoid fraction
containing Morelloflavone and Volkensiflavone
attenuated the efflux function in S. aureus [10]. It is
important to mention that the structures of these two
biflavonoids were assigned by wusing mass
fragmentation data [10]. Up to now, a unique
isolation-based phytochemical study was performed
on this species from which a benzophenone named
Garcinielliptone FC was identified. Previous studies
showed that this compound promotes vasorelaxant
effects on the rat mesenteric artery and also
possesses cytotoxic and antileishmanial activities
[10,11].

During the coronavirus pandemic, herbal remedies,
fruits, and spices were intensively used to prevent
[12]. As

functional foods are natural foods or chemical

and alleviate respiratory symptoms
components in food that have beneficial properties
for human health, P. insignis fruits, represented an
interesting organic material to be investigated.
Therefore, the use of P. insignis as food and
traditional remedy, the reported anti-infectious
activities, and the reduced amount of data on its
phytochemical profile prompted us to investigate the
fruits of this species.

We hereby report on inhibitory effects against the
SARS-CoV-2 main protease (MP) and cytotoxicity
of bioflavonoids and benzophenones obtained from

fruits of Platonia insignis. This study also presents

the structure-activity relationship based on

molecular docking interactions between MP™and the
most active compound. 2. Materials and methods

7.1 2.1. CHEMICAL, REAGENTS, AND
INSTRUMENTATION

LCMS and NMR Solvents were purchased from
commercial manu-
facturers (Servylab, Merck representation in Brazil,

Sao Paulo). Solvents ~ for chromatographic
purification were purchased from Rauter (Gravatali,
Rio Grande do Sul). Silica gel 70-230 mesh (0.063—
0.2 mm), and C18 reversed phase silica were bought
from Servylab. Thin layer chromatography (TLC)
was carried out on 60F silica gel supported on
aluminium foils with a fluorescent indicator UV
254-366 (Macherey- Nagel, Germany). Melting
points (PF) were obtained using the Microquimica
digital melting point device (MQAPF-302, Sao
Paulo). Infrared ~ (IR) spectra were recorded on a
Bruker Alpha model spectrometer using KBr pellets
in the range of 4000-400 cm™%. *H NMR (400 MHz,
300 MHz, and 200 MHz) and 3C NMR (100 MHz,
75 MHz, and 50 MHz) spectra were measured on a
Bruker AVANCE DRX-400, AC-200, and Bruker
Fourier 300 spectrometer (Bruker, Germany) using
tetramethylsilane (TMS) as an internal standard.
Mass spectrometry data were obtained from the mass
spectrometer Xevo GS-2 QTof (purchased from
Waters, USA) with an electrospray ionization (ESI)

source, operating at both positive modes.
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7.2 2.2. PLANT MATERIAL

Platonia insignis (Clusaceae) Fruits (2.5 kg) were
purchased in December 2018 from the local market
of Tucurui, a city in Para State of ~ Brazil. The
identity of the plant material was confirmed by
comparing it with a specimen kept in the herbarium
of the Goeldi Museum under the voucher # 62195.

7.3 2.3. EXTRACTION OF THE PLANT
MATERIAL AND LIQUID-LIQUID
FRACTIONATION

The fruit pulp was separated from the seed and
yielded 1.5 and 0.9 kg, respectively. Both parts were
extracted for fifteen days in DCM: MeOH (1:1, v/v)
at room temperature. The extracts were filtered and
concentrated  under

temperature of 40 °C to afford 446 g and 221 g of

reduced pressure at a

pulp and seed crude extracts, respectively. Then, the
crude extracts were separately suspended in water,
and partitioned by a liquid-liquid extraction process
using hexane (hex), dichloromethane (DCM), and n-
butanol (nBuOH). Solvents were removed by rotary
evaporation under reduced pressure at 40 °C to
produce the respective fractions: FP1 (3.7 g, hex),
FP2 (10 g, DCM), and FP3 (12 g, nBuOH) from the
pulp crude extract; FS1 (14 g, hex), FS2 (5.239 g,
DCM) and FS3 (5 g, nBuOH) for the seed crude
extract. The remaining aqueous fractions were rich

in sugar and were not studied.

7.4 2.4. LC-ESI-MS ANALYSIS
7.4.1
Based on TLC profiles of all the fractions that

2.4.1. Sample preparation

revealed the presence of lipophilic and non-polar
substances in FS1, FS2, FP1 and FP2, only FS3 and
FP3 were subjected to LCMS analysis. An aliquot of
1 mg, FS3 and FP3 was diluted with 2 mL of
acetonitrile and methanol (1:1, v/v) to afford a
solution with a concentration of 500 ng/mL, which

was filtered using a 0.22 um syringe filter.

7.4.2  2.4.2. Method for liquid
chromatography coupled to mass spectrometry
analysis

An Acquity UPLC system class H (Waters, Milford,
MA, USA) equipped with a photodiode array (PDA)
detector, sample manager, and a quaternary solvent
manager as well as a BEH C18 column (50 mm, 1.0
mm, particle size 1.7 um (Waters)) was used for the
chromatographic separation. The temperatures of the
column and sample tray were kept at 40 “C and 20
"C, respectively. A sample volume of 2 uL was
injected at a flow rate of 0.3 mL/min. The solvents
were filtered and used in gradient conditions as
follows: 90% A (water/formic acid, 99.9/0.1 (v/ v))
and 10% B (acetonitrile); 0—-2 min, 90% of A; 2-10
min, 55% of A; 10-15 min, 10% of A; 15-20 min,
90% of A.

A mass spectrometer, Xevo G2-S QTof (Waters)
with an electrospray ionization (ESI) probe
operating in positive and negative ionization modes
coupled to the UPLC device was employed to detect

the chemical components of the extract. Nitrogen
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was used as nebulizer gas; The chromatograms were
acquired in base peak ion mode with the cone gas
flow of 100 L/h, the desolvation gas flow of 900 L/h,
the sampling cone current of 40 Volts, and the source
offset current of 80 V. The collision gas to produce
fragment ions was argon and the lockspray reference
sample was leucine encephalin with reference mass
values at m/z 554.2615 (ESI—) and 556.2771 (ESI+).
The desolvation and the ionization source were
maintained during the analyses at 250 “C and 90 °C,
respectively, while the capillary voltage was 3 kV.
Electrons were accelerated with a collision energy
range of 30 to 35 eV. Data were acquired in a range
of 100-1500 Da, at a scan time of 1.0 s over 20 min
and were processed with MassLynx V4.1 (Waters).

7.5 2.5. PURIFICATION OF COMPOUNDS
(FIG. 1)

FS2 (5.2 g, DCM) was subjected to chromatographic
columns (CC) on silica gel and eluted with a binary
mixture of hexane/chloroform in gradient condition
to afford 182 subfractions (50 mL each). Compound
1 (3.5 g) was obtained from the fraction eluted by
hex:CHClIz (1:9) by recrystallization with ethanol
and filtration.

FS1 (13.5 mg) was subjected to a chromatographic
purification similar to the precedent procedure,
affording 166 subfractions (50 mL each). Compound
2 (100 mg) was obtained from subfraction eluted
with hex:CHCIlz (1:1) by recrystallization with
ethanol.

FS3 (4.9 mg) was subjected to a silica gel

chromatographic column wusing a gradient of

DCM/MeOH to provide 100 sub-fractions, sub-
fractions obtained from DCM:MeOH (9:1) were
pooled together based on the TLC profile and then
purified by a C18 silica chromatographic column
under isocratic condition using H2O/acetonitrile
(3:2). This purification afforded compounds 3 (3 mg)
and 4 (3 mg).

FP1 and FP2 were rich in fatty acids, as their TLC
profile showed spots with the same retention factor
when compared to compounds 1 and 2. Thus, only
FP3 was subjected to chromatographic purification.
A quantity of 11.9 g was chromatographed under
gradient conditions with DCM/MeOH yielding 103
sub-fractions. Based on the TLC profile, sub-
fractions obtained from DCM/MeOH (95:5) were
pooled together and purified on a C18 silica
chromatographic column, using an isocratic mixture
of HzO/acetonitrile (7:3) affording compounds 5 (3
mg) and 6 (3 mg).

Tripalmitin (1): Colourless amorphous solid; 3C
(CDCl3; 50 MHz): &6 174.4, 173.0, 69.0, 62.2,
34.4,34.2, 29.8-29.3, 25.1, 25.0, 22.8, 14.3; MS
data: m/z 829.7242 [M + Na]* ([Cs1HesOs + Na]*
calculated for m/ z 829.7256).
1,3-dipalmitoyl-2-pentadecenoyl  glycerol  (2):
colourless amorphous solid; *3C (CDClz; 50 MHz):
6 173.4, 173.0, 130.1, 129.8, 69.0, 62.2, 34.3, 34.2,
32.1, 29.8-24.2, 27.3, 25.0, 22.8, 14.2; Mass data:
m/z

813.6842 [M + Na] + (CsoH94OsNa calculated for
m/z 813.6943). Chamaejasmine (3): Yellow solid;
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13C NMR (CD30D; 50 MHz): 6 196.4, 167.0, 164.4,
163.5, 157.4, 128.6, 125.6, 115,0, 114.35, 96.0,
95.0, 79.2, 457. m/z 543.1302 [M + HJ,
([C30H22010 + H]" calculated for m/z 543.1314) [13].
13C NMR
(CD30D; 50 MHz): ¢ 197.9, 183.9, 168.0, 165.8,
164.8, 164.5, 162.7, 162.4, 158.7, 158.6, 129.8,
129.6, 129.4, 129.2, 123.1, 117.0, 116.3, 115.6,
103.5, 99.9,

96.7, 94.6, 80.5, 50.9; MS data: m/z 541.1164
[C30H20010 + H]*

([C30H20010 + H]* calculated for m/z 541.1129) [14].

Volkensiflavone (4): Yellow solid;

Isogarcinol (5): brown gummy solid; 3C (CDCls;
50 MHz): 6 206.8, 194.8, 193.5, 171.8, 150.2,
144.2,134.5, 133.8, 133.6, 130, 124.2, 122.5,

121.5,120.2, 115.3, 114.6, 87.4, 70.7, 53.0, 46.4,

43.1, 42.7, 40.9, 29.8, 28.8, 27.8, 26.2, 25.9, 24.9,

22.4,21.4,18.2,18.1, 16.3,
16.2. MS data: m/z 603.3708 [M + H]", ([CasHs5006 +

H]" Calculated for m/z 603.3680) [15].

2.3.6 Cycloxanthochymol (6): Yellow amorphous
solid; *3C NMR (CDCls; 50 MHz): ¢ 208.5, 195.0,
194.9, 183.3, 150.6, 149.5, 143.6, 135.1, 133.6,
124.3, 124.0, 122.4, 120.5, 116.5, 114.5, 112.9,
109.8, 79.3, 72.0, 55.5, 49.4, 47.0, 42.6, 40.1, 39.0,
30.7, 29.8, 28.1, 25.9, 25.8, 19.5, 18.4, 18.3, 18.1,
17.8, 16.2; MS data: m/z 603.3708 [M + H],
([CsgH5006 + H]* Calculated for m/z 603.3680) [16].

7.6 2.6. BIOLOGICAL ASSAYS

7.6.1  2.6.1. Inhibition assays against SARS-
CoV-2 Mpro

Inhibition assays of the obtained compounds against

the main protease were performed based on the

manufacturer’s recommendation  with  some
adaptations. We recently reported in detail this
experimental procedure in the literature [17]. The
screening was performed at a final concentration of
200 uM in triplicate. 10 uL of a chromogenic peptide
substrate (Sigma-Aldrich) were used and incubation
of the wells was carried out for another 45 min at 37
"C. After the addition of 4% acetic acid (Merck), the
microplate was read in a Tecan® Model Infinite
M200 spectrophotometer at a wavelength of 405nm.
Ebselen was used as a positive control was tested at
a concentration of 10 .M for the screening assay.

To determine the minimum inhibitory concentration
of 50% (ICso), 10 uL of the final concentrations were
added to each well with different dilutions of 150
uM, 50 M, 16.7 uM and 5.6 .M for each compound.
The dilution was also triplicate. After incubation, the
reading of the microplate was carried out in a
Tecan® Model Infinite M200 spectrophotometer at

a wavelength of 405nm.

7.6.2
and Vero cell lines

THP-1 cells (12 x 10* cells/well), were seeded in a
96-well flat bottom microplate containing 180 uL of
RPMI 1640 medium (Sigma- Aldrich) without
phenol red supplemented with 10% FBS (Sigma-
Aldrich), 2 mM of L-glutamine (Gibco), 1 mM of
sodium pyruvate (Sigma-Aldrich), 10 U/mL of

2.6.2. Cytotoxicity assays against THP-1

penicillin (Gibco) and 10 ug/mL of streptomycin
(Gibco) in the presence of 100 ng/mL of phorbol-12-
myristate- 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich) and

incubated at 37 “C under a 5% CO; atmosphere for
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72 h. Vero cells (4 x 10* cells/well) were seeded in a
volume of 180 .L of RPMI 1640 medium (Sigma-
Aldrich) supplemented with 10% of FBS (Sigma-
Aldrich) and 10 U/mL of penicillin (Gibco) and 10
ug/mL of streptomycin (Gibco) and incubated at 37
°C under a 5% CO. atmosphere for 24 h. Both cell

(Sigma- Aldrich) was added and incubated for 5 h at
37 °C. The microplate was read at wavelengths of
530 and 590 nm in a Tecan® Model Infinite M200
spectrophotometer. All experiments were made in
triplicate [17].

. . 1.7 2.7. COMPUTATIONAL
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Fig. 2. Negative and positive modes LC-ESI-QTOFMS data of n-butanol fractions from pulp and seed of Platonia insignis fruit.

derivative at concentrations: 150.0, 50.0, 16.7, and
5.6 M diluted in RPMI-1640 medium (Sigma-
Aldrich) without FBS. DMSO at 50% (Sigma-
Aldrich) and 0.3% were used as positive and
negative controls,
incubated for 67 h at 37 °C, under a 5% CO:
atmosphere. Then, 20 L of resazurin (250 ng/mL)

respectively. The plates were

METHODOLOGY
7.7.1
Three scoring functions namely the MolDock Score,

2.7.1. Molecular docking protocol

the PLANTS Score, and the Rerank Score were used
to calculate the interaction score. To validate the
methodology under study, redocking was carried out
to generate the RMSD value (ligand means square
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deviation), since it is ideal for docking to have the
RMSD value equal to or <2.0 A. Therefore, an
RMSD smaller than 2.0 A is widely accepted as a
discriminant in reproducing a known binding mode,
indicating whether the method was successful
[18,19]. The RMSD value for the ligand and
redocking by the MolDock Score algorithm
corresponded to 0.2626 A for the ligand N- alfa-
acetyl-N-(3-bromoprop-2-in-1-yl)-L-tyrosinamide

(T9J) co- crystallized with MP (PDB: 5RG1). This
0.7669 A for the
[(benzyloxy)carbonyl]-L-leucyl-N-[(2S)-1-hydroxy-

value was ligand N-
4-methylpentan-2-yl]-L-leucinamide co-crystallized
with the enzyme MG-132 covalently bound to the
MP of SARS-CoV-2 in space group P1 (PDB:
7NG3). According to the RMSD values obtained, it
is possible to see that these were below 2.0 A. The
generated pose positioned the ligand correctly in the
active site, indicating that the program provided
values considered satisfactory for the docking
validation.

Molecular docking was used to investigate the
mechanism of action of the compounds that
contribute to antiviral activity through the binding
affinity of the compounds to MP®. For this, a
molecular docking simulation was carried out with
MP PDB: 5RG1 and 7NG3 [20,21]. The 3D
structures of the enzymes were obtained from the
Protein Data Bank (PDB)
(https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) [22,23]
and co- correspond to MP™in complex with N-alpha-

acetyl-N-(3-bromoprop-2- yn-1-yl)-L-tyrosinamide

(PDB ID: 5RG1), Resolution: 1.65 A and method:
X-Ray Diffraction [20]. The second 3D structure
corresponded to the target MG-132 covalently bound
to the main protease (3CLP"/ MP™) of SARS-CoV-2
in space group P1 in complex with the ligand N-
[(benzyloxy)carbonyl]-L-leucyl-N-[(2S)-1-hydroxy-
4-methylpentan-2- yl]-L-leucinamide (PDB: 7NG3),
Resolution: 1.80 A and method: X-Ray Diffraction
[24]. Based on bibliographical research, the binding
sites of the proteins under study were determined and
included in the analyses. The active site was defined
based on information reported in the Protein Data
Bank (PDB) library [20,21]. The two selected
enzymes present a co- crystallized ligand, so the
active site was defined through the template
established by the coordinates of the ligand in
contact with the protein.

Initially, compound 5 was drawn in the Marvin
Sketch % program. 19.18
(https://chemaxon.com/marvin) [25] and saved as
SDF files.

Standardizer v

It was then standardized in the
21.2.0 ChemAxon

(https://chemaxon.com/standardizer),

software.
where the
addition of hydrogen atoms, standardization of the
aromatic ring, removal of salts and structure
conversion to 3D were carried out. After this step,
this compound was subjected to molecular docking,
with the water molecules removed and a “template”
created between the macromolecule and the co-
crystallized ligand, aiming to demarcate the active
site of the enzyme. Before performing molecular

docking, redocking was achieved, representing the
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Table 1
Chemical profile of the n-butanol fraction from seeds and pulp of Platonia insignis fruit.

Seeds

tr Molecular formula Detected mass (m/z) Fragment (m/z) Proposed structure

(min)

5.92 [C30H20011 + H]* 557.1105 431.0765; 403.0809; 297.0400; 271.0623; 269.0462; GB2a or Morelloflavone®
153.0203.

6.44 [C30H22011 + H]* 559.1255 405.0991, 297.0400, 269.0462, 153.0203. Fukugetin

[C30H20010 + H]* 541.1125
231.0648;153.0178.

543.1317
[C30H22010 + H]*

Pulp
0.57 [CeH8O7-H]-
12.71 [C3sH5006 + Na]*/

[C38H5006 + H]*
14.47 [C3sH5006 + H]*

191.0196
625.3491/
603.3684

603.3684

173.0078

177.0178; 137.1333

415.0823; 387.0885; 297.0400; 271.0623;

389.1026, 297.0400, 271.0623, 269.0462, 153.0178

465.2281; 411.1797; 343.1187; 287.0569; 233.0802;

465.2281; 433.2742; 411.1797, 409.1646; 343.1187,
287.0569; 233.0802; 137.1333; 137.0233; 95.0855

apigeninyl-(1-3,11-3)-naringenin or volkensiflavone®

GB-1a or chamaejasmin®

Citric acid
Related to isoxanthochymol or isogarcinol,
cycloxanthochymol and cambogin.

Related to isoxanthochymol or isogarcinol,
cycloxanthochymol and cambogin.

root mean square deviation (RMSD), which is
considered successful if the value is <2.0 A, aiming
to identify whether the program was generating the
poses appropriately.

Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD) software
was used with the default parameters [26]. The
complex ligand was used to define the active site.
Then, compound 5 was imported to analyze the
stability of the system through the interactions
identified with the active site of the enzyme, taking
as a reference the energetic value of the MolDock
Score and PLANTS Score algorithms [27,28]. The
MolDock SE (Simplex Evolution) algorithm was
used with the following parameters: A total of 30
runs with a maximum of 3000 interactions using a
population of 50 individuals, 2000 minimization
steps for each flexible residue, and 2000 global
minimization steps per run. The MolDock Score
(GRID), Rerank Score, and PLANTS Score (GRID)
scoring functions were used to calculate docking
energy values. A GRID was set at 0.3 A and the
search sphere was set at 15 A radius. To analyze the

ligand energy, internal electrostatic interactions,

internal hydrogen bonds and sp2-sp2 torsions were
evaluated.

To visualize the interactions and obtain the
molecular docking

2Coelution.

figures, the Studio  Visualizer
v20.1.0.19295 software was used - BIOVIA (2020)

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-

Discovery

visualizer-download) [29].

7.7.2

A consensus analysis using three different scoring

2.7.2. Docking consensus

functions was used to decrease the number of false
positives [29]. The results of the affinity of the
compounds studied by the MolDock Score, Rerank
Score and PLANTS Score functions were considered
in the consensus calculation. Initially, for each of the
scoring functions under study, the value of (p) was
calculated, which is equivalent to dividing the score
obtained by each of the compounds by the compound

that obtained the lowest energy, according to Eq. (1):

Prob = (E Lig)/(EMin Lig) (@8]
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Where E Lig is the energy obtained by each ligand
in the developed docking simulation. The EMinLig
parameter corresponds to the lowest energy obtained
among the ligands under study. The second
consensus analysis refers to the calculation of the
general average obtained in all biomarkers under
study. In this way, the probability values for each of
the compounds under study are calculated as a
general average of the probability obtained for each
of the biomarkers. After obtaining the probability
values obtained for the compounds in each of the
scoring functions under study, the total probability
(P) was calculated, which corresponds to the sum of
the probability values obtained for each of the
scoring functions in the study, divided by the total

number of observations, according to Eq. (2):

m/z 557.1101

P Enzyme = (P MolDock Score+P Rerank Score = P
PLANTS Score)/n

(@)
78  3.RESULTSAND DISCUSSION

7.8.1 3.1. LC-ESI-MS analysis

The lipophilicity of the TLC mobile phase of hexane
and DCM fractions of P. insignis fruits suggested the
presence of fatty acid derivatives. This conclusion
was supported by the oily physical state of these
fractions. Thus, only butanol fractions of seeds and
pulp were subjected to LC-ESI-MS analysis (Fig. 2).
These fractions displayed similar chemical profile on
their positive and negative ionizations. Only spectral
data from the LCMS positive

HO

OH
m/z 153.0203

m/z 403.0809

m/z 431.0765

Fig. 3. Proposal of the fragmentation pattern of m/z 557.1101.
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OH
e ]
HO (0] HO
| DH(-'3
RDA
_ = _— - 0
OH O OH

m/z 271.0623 m/z 153.0178

m/z 433 (not observed)

e}

m/z 297.0400 m/z 269.0462

Fig. 4. Proposal of the fragmentation pattern of m/z 559.1245.

OH ®
HO

HO. ﬁ 0
OH

m/z: 153.0178

m/z 541.1125 OH

1)
OH O 0 OH
HO @

e

OH

m/z 415.0823 m/z 387.0885

Fig. 5. Proposal of the fragmentation pattern of m/z 541.1165.
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m/z 417 (not observed)

m/z

-CO

RDA

Fitoterapia 173 (2024) 105784

271.0623

m/z 269.0462

m/z 297.0400

Fig. 6. Proposal of the fragmentation pattern of m/z 543.1255.

mode ionization were used to characterize their
chemical profiles (Table 1).

LC-ESI-MS data of the seeds showed the presence
of 2 predominant secondary metabolites with m/z
557.1101 and 541.1165 corresponding to the
molecular formulas [CsHz001: + H]" and [CaoH20010 +
H]*, respectively consistent with biflavonoids family
(Fig. 2).

MS and MS/MS data revealed a coelution of two
metabolites with m/ z 557.1101 and m/z 559.1245
[C30H22011 + H]*; The precursor m/z 557.1101 gave
in its MS/MS data, a fragment at m/z 431.0765

consistent with the loss of phloroglucinol (Fig. 3).

The ion m/z 431.0765 lost in turn CO (28 Da) to
furnish m/z 403.0812; the ion corresponding to one
of the monomers found at m/z 271.0601 was
assigned as apigenin. These data led to the structure
of Morelloflavone or GB2a for m/z 557.1101.

The precursor m/z 559.1245 could also produce the
monomer m/z 271.0623 corresponding to apigenin
and the fragment ion m/z 153.0178. However, the ion
daughter at m/z 405.0991, produced by loss of
phloroglucinol followed by decarboxylation (CO: 28
Da) was consistent with the presence of the
eriodyctiol moiety in m/z 559.1245 (Fig. 4). The
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above ~ information led us to the structure
of Fukugetin.

The metabolites m/z 541.1165 and 543.1302 also
coeluted and their molecular formulas [CaH20010 +
H]* and [CxH2201 + H]", respectively, indicated
another pair of biflavonoids. Their tandem mass data
presented fragmentation features similar to the
precedent biflavonoids. The precursor m/z 541.1165
lost phloroglucinol to produce m/z 415.0823 which
in turn lost CO to afford m/z 387.0885; The
monomer was identified as apigenin consistent with
the fragment ion m/z 271.0623 (Fig. 5). The afore
information led to the structures of apigeninyl-(l-
3,11-3)-naringenin and volkensiflavone for m/z
541.1165.

Its congener m/z 543.1255 corresponded to a
molecular formula that
has 2 additional hydrogen atoms compared to m/z

541.1165 suggesting a dimer of naringenin. The
elimination from m/z 543.1255 afforded a protonated
apigenin at m/z 271.0623. This later produced the
fragment, m/z 153.0178 by the retro-Diels-Alder
opening of ring C (Fig. 6). This precursor also
produced m/z 389.1026 after the elimination of
phloroglucinol and CO.

It was also found that the precursor produced m/z
297.0400 after losing phloroglucinol and ring B by
RDA opening ring C. In addition, m/ z 269.0462
differed from m/z 297.0400 by 28 Da corresponding
to a loss of CO. Based on the afore information the
structures of GB-la and chamaejasmin were

assigned.

Fitoterapia 173 (2024) 105784

Fig. 2 also displayed in the negative mode ionization
of the fruit pulp, a peak at 0.57 min with m/z
191.0196 [CeHsO7-H] identified as citric acid.
Alongside this metabolite, two predominant
isomeric components with m/z 603.3708 [CzgHs5006
+ H]" were also detected. A literature search of this
elemental composition led to structures of two
benzophenone derivatives. Tandem mass spectra of
both compounds displayed a fragment ion for a
137.1333

suggesting the presence of a geranyl moiety. The

monoterpenic  carbocation at m/z
precursor ion of both compounds also furnished the
fragment ion m/z 465.2281 after losing 2 prenyl
groups. Other fragment ions namely m/z 411.1797
and 409.1671 corresponded to the benzophenone
skeleton without the geranyl group and a part of the
prenyl groups. The ion m/z 343.1187 was consistent
with the benzophenone skeleton without the terpene
moieties (Figs. 7 and 8). Based on these data, the
structure of both isomeric compounds was assigned
to be related to those of isoxanthochymol,
isogarcinol, cycloxanthochymol, and cambogin.

The chemical profile obtained from LCMS data

(Table 1) prompted us to purify these fractions.
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m/z 603.3708
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Fig. 7. Proposal of the fragmentation pattern of m/z 603.3708, tr 12.40 min.
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Fig. 8. Proposal of the fragmentation pattern of m/z 603.3708, tr 14.08 min.
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(0]
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(0] (0]
Tripalmitine (1)

Isogarcinol (5) Cycloxanthochymol (6)
Fig. 9. Chemical structures of compounds obtained from P. insignis.
Table 2
Enzymatic inhibitory effect (ICso) and Cytotoxicity (CCso) of the active compounds. NT- 1ot tested. NI- 1o inhibition
MPpro THP1 Vero ' o '
compounds - Tahibiton () 200 e T Successive chromatographic columns of hexane and
1 NI NT NT NT H H H
) " T T NT DCM fractions of seeds and pulp led to the isolation
3 59.64 44.77 = >150 >150 . . . . .
13.45 and identification of tripalmitine (1) as the
4 3.60 NT NT NT
5 6820 072043 Wezx M0 predominant compound and 1,3-dipalmitoyl-2-
6 60.19 9.83+7.82 >150 >150
Ebselen (10 9% 340995 NT NT oleoylglycerol
(2), respectively. Purification of both n-butanol
fractions afforded 4 known compounds. Spectral
UM M)

data in conjunction with those reported in the

literature allowed assigning their structures as

138



M.A. Moreira Costa et al.

Table 3

Fitoterapia 173 (2024) 105784

Binding probability values of the compounds under study analyzed in the MP™ of SARS-CoV-2 (PDB: 5RG1).

Compounds MolDock Score

Rerank Score

PLANTS Score P Total

Score

Score ()]
§163.569 1

—153.294
—-102.876

i88.0758

—85.2498
-82.9804

Isogarcinol

0.9371
0.6289

Nirmatrelvir
Lig PDB

® Score (®)
1 ~553.401 0.9462

—522.23
—555.301

0.9820

0.9326
0.8401

0.8929
0.9495

0.9679
0.9421

Caption: Compounds with the highest probability value for the algorithm under study are highlighted in bold,.

Table 4

Binding probability values of the compounds under study analyzed in the m-Protease of SARS-CoV-2 (PDB: 7TNG3).

Compounds MolDock Score Rerank Score PLANTS Score P Total
Score p) Score p) Score (p)
Isogarcinol - 114.942 0.7270 63.7221 0 —399.539 0.7376 0.4882
Nirmatrelvir —130.007 0.8223 - 67.5777 0.9750 —456.848 0.8434 0.8803
Lig PDB §158.09 1 -69.3048 1 i541.624 1 1

Caption: compounds with the highest probability value for the algorithm under study are highlighted in bold,.

Chamaejasmine (3) [13], Volkensiflavone (4) [14],
isogarcinol (5) [15] and cycloxanthochymol (6) [16]

(Fig. 9).

7.8.2
Compounds 1-6 were evaluated for their inhibitory
SARS-CoV-2 MPP their
cytotoxicity against human leukaemia monocytic,
THP-1 and the African Green Monkey kidney, Vero

cell lines (Table 2). The enzymatic assays were

3.2. Biological part

effects against and

performed at a concentration of 200 .M for all
compounds.

Compounds 3, 5, and 6 showed inhibitory
percentages against MP® of 59.64, 68.20, and
60.19%, respectively. Compound 4 was weakly
active while 1 and 2 displayed no activity. Half
maximal inhibitory concentration (ICso) values were
determined for compounds that inhibited at least
50% of MP™ at 200 .M. Compound 5 was the most
active with I1Csp 0f 0.72 £ 0.43 .M, while compounds
3and 6 showed ICso0f 44.77 + 13.45 and 9.83 + 7.82

uM, respectively. Isogarcinol (5) was more potent

than Ebselen (ICso value: 3.4 + 0.995 M) used as the
On their

compounds 3 and 6 were not cytotoxic to THP-1 and

positive control. cytotoxic assays,
Vero cell lines up to 150 uM whereas compound

5 showed weak cytotoxicity against THP-1 cell lines
with CCsp of 116.2 + 32 M. In contrast, it was not

cytotoxic to Vero cell lines up to 150 uM.

7.8.3

on molecular docking

3.3. Structure-activity relationship based

Compound 5, the most active, was studied by
molecular docking on two MP™ protein structures
(PDB entries 5RG1 [20] and 7NG3 [21]) to unveil
possible interactions with the target. The data are
compiled in Tables 3 and 4.

Isogarcinol (5) did not present negative binding
energy for the Rerank Score algorithm on SARS-
CoV-2 MP® (PDB: 7NG3). For PDB: 5RG1, it
showed the highest potency with a probability of
0.9820 when compared to the PDB ligand and the
control Nirmatrelvir, which presented a probability
of 0.8401 and 0.9326, respectively.
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The PDB Ligand displayed the highest affinity to
PDB: 7NG3, with a probability of 1.0; Nirmatrelvir
was the second highest affinity, with a probability
value of 0.8803 followed by compound 5 with a
probability of 0.4882. Based on these data, SARS-
CoV-2 MP(PDB: 5RG1) seems to reflect the results
of the bioassays.

Therefore, molecular interactions (Fig. 10A) of
Isogarcinol (5) with the SARS-CoV-2 MP® (PDB:
5RG1) were evaluated. Hydrophobic interactions
(indigo dashed lines) were observed between CHs
and CH> groups of the pyranogeranyl moiety and
amino acids residues Pro 168 (1 interaction), Met 49
(2 interactions), His 41 (2 interactions), and Met 165
(2 interactions) [24]. Furthermore, unfavorable
bump interactions (dashed line in red) were
perceived between the hydrogen atom of the
hydroxyl group (OH) and Phe 140 (1 interaction) and
similarly between the CH3 group and Met 165. An
amide-pi-stacked (pink dashed line) and sulfur-pi-
stacked interactions (yellow dashed line) were also
found between the pi aromatic of the catechol moiety
and Leu 141 and Cys 145, respectively. A hydrogen
bond type (green dashed line) was observed between
the ketone functionality of the benzophenone and
Cys 145. It is worth noting that pi-alkyl type
interactions indicate that there is an interaction of the
electron cloud over an aromatic group and an
electron group from any of the alkyl groups
generating hydrophobic type bonds [30,31].

It is important to mention that interactions between

His 41 residue (indigo dashed line) and CHz groups

Fitoterapia 173 (2024) 105784
of Isogarcinol were non-covalent and occurred with
one of the catalytic dyads of the active site. Residues
such as Met 49 and Pro 168 involved in the plasticity
of the active site also interacted with Isogarcinol.
Another important interaction corresponds to non-
covalent interactions established by Met 165 residue
in the hydrophobic pocket [20].

Furthermore, it is important to mention that
Isogarcinol showed interactions similar to those of
the control Nirmatrelvir (Fig. 10B) and the PDB
ligand (Fig. 10C). Nirmatelvir displayed pi-alkyl
type interactions (dashed line in indigo) between
CH: and CHs groups and His 163, His 172, and Met
49. It also interacted through hydrogen bonds
(dashed lines in green) with Cys 145 and G1u 166. It
also interacted with Met 165 by using pi-sulfur
interactions.
The PDB

interactions (dashed lines in indigo) with His 41, Met

ligand showed alkyl and pi-alkyl
49, and Met 165 and pi-sulfur interactions (dashed
lines in yellow) with Cys 145 and Asnh 142.
Hydrogen bond-type interactions (green dashed line)
were also observed between the ligand and the amino
acids residues His 163 and Glu 166. Leu 141 and the
ligand were interacting by the amide-pi-stacked
interaction type (pink dashed line).

Several phenolic compounds have been reported
with inhibitory effects against SARS-CoV-2 MP™,
Agathisflavone, a biflavone isolated from
Anacardium occidentale,

inhibition of SARS- CoV-2 on intracellular-based

showed a significant

assays. This effect was related to the significant
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inhibition of MP™ [32]. Amentoflavone, another
biflavone from Garcinia cambogia displayed a
moderate inhibition of SARS-CoV-2 MP® [33]. A
comparison of these literature data with those
reported in this work revealed that, concerning MP™,
biflavone skeletons have more biological potential
than

biflavanones and flavonylflavanone

(Chamaejasmine and  Volkensiflavone). Two
3,4-  didesmethyl-5-

deshydroxy-3'-ethoxyscleroin and 2,3,4-trihydroxy-

benzophenones  namely
4- ethoxybenzophenone, were previously reported
as MP™ inhibitors [34]. However, their inhibitory
effects were less promising than those reported for
Isogarcinol in the present study. Isogarcinol
interacted with the catalytic dyad (His 41 and Cyst
145) in PDB: 5RG1, suggesting its proximity to the
catalytic site. However, further investigation is
required to elucidate whether there is a covalent
binding as Cyst 145 was hydrogen bonded to the

ketone group of Isogarcinol.
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7.9 4. CONCLUSION

The present study reports on biologically active
secondary metabolites of the fruit of P. insignis
obtained from the guidance of the LC-ESIMS
chemical profile. Phytochemical studies of this
edible fruit afforded alongside two fatty acid
derivatives (tripalmitine and 1,3-dipalmitoyl-2-
oleoylglycerol), two bioflavonoids (Chamaejasmine
and Volkensiflavone) and 2 benzophenones
(isogarcinol and cycloxanthochymol). On their
enzymatic assays against SARS-CoV-2 MP®,
Isogarcinol displayed the best inhibitory effects with
ICso < 1 uM.

displayed moderate activity. Docking studies

Its isomer, cycloxanthochymol

revealed that compound 5 interacted with the
catalytic dyad composed of His 41 and Cyst 145,
suggesting its proximity with the catalytic site of
MPe.
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Fig. 10. 2D and 3D interactions of the compounds Isogarcinol (A), Nirmatrelvir (B) and PDB Ligand (C) with the target M-Protease (PDB: 5RG1). Indigo: Alkyl, pi- alkyl; Pink: amide
pi-stacked interactions; Red: unfavorable bump interactions; Yellow: pi-sulfur interactions; blue: halogen interactions (Br, Cl and I). Residues: Pro (Proline), His (Histidine), Met

(Methionine), Cys (Cysteine), Leu (Leucine), Phe (Phenylalanine), Asn (Asparagine), Asp (Aspartic Acid), GIn (Glutamine) and Glu
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(glutamic acid). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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