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RESUMO

Os liquens, estruturas simbidticas entre algas e fungos, sdo vastamente distribuidos
na natureza. A maior parte das substancias sintetizadas por este grupo sdo compostos de
natureza fendlica. Das espécies Parmotrema dilatatum (Vain.) Hale, Usnea subcavata
Motyka, Usnea sp., Ramalina sp., Cladonia confusa (Sant.) Folmm. & Ahti, Parmotrema
lichexantonicum Eliasaro & Adler, Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. e Ramalina aspera
Hésanen foram isolados os compostos fendlicos R-(+)-acido Usnico, liquexantona,
atranorina, e 0s 4&cidos psordmico, protocetrarico, fumarprotocetrarico, norstitico,
difractaico, divaricatico e perlatdlico. As estruturas foram confirmadas por técnicas
espectrais de ressonancia magnética nuclear.

Os compostos fenolicos foram submetidos a ensaio preliminar de bioautografia com
a enzima tirosinase. Os 4&cidos protocetrarico, fumarprotocetrarico e psordmico
apresentaram solubilidade em meio aquoso e foram também submetidos a ensaios em
solugdo com a finalidade de quantificar e avaliar o tipo de inibicdo enzimética promovida
por estes. Os &cidos fumarprotocetrarico e psorémico inibiram a enzima de forma mista e
incompetitiva, enquanto que o acido protocetrarico ativou a enzima.

Os compostos foram submetidos a ensaios de citotoxicidade com linhagens de
células B16 (melanoma murino), UACC (melanoma humano) e 3T3 (fibroblasto de pulméo
murino). O &cido protocetrarico foi 0 que apresentou maior atividade contra a linhagem de
melanoma UACC com Clso de 4,17 4M. Ja o acido divaricatico apresentou alta atividade
contra as linhagens de melanomas B16 e UACC com Cls de 7,83 e 8,01 uM,
respectivamente. O &cido norstitico também se destacou, dentre os compostos avaliados,
apresentando Clso de 10,5 e 11,5 #M para as linhagens B16 e UACC, respectivamente.

Os resultados obtidos mostraram que dos compostos avaliados, alguns sdo
promissores moduladores da enzima tirosinase e inibidores do crescimento de células de
melanoma B16 e UACC.

PALAVRAS-CHAVE: Liquens, Substancias Fenodlicas, Tirosinase, Melanoma
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ABSTRACT

Lichens are symbiotic structures between algae and fungi widely spread in nature.
This group synthesizes mainly phenolic compounds. From the species Parmotrema
dilatatum (Vain.) Hale, Usnea subcavata Motyka, Usnea sp., Ramalina sp., Cladonia
confusa (Sant.) Folmm. & Ahti, Parmotrema lichexantonicum Eliasaro & Adler, Cladonia
verticillaris (Raddi) Fr. e Ramalina aspera Hésénen were isolated phenolic compounds
such as R-(+)-usnic acid, lichexantone, atranorin, psoromic acid, protocetraric acid,
fumarprotocetraric acid, norstictic acid, difractaic acid, divaricatic acid and perlatolic acid.
The structures were confirmed through nuclear magnetic resonance techniques.

The compounds were preliminarily submitted to a TLC bioautography assay with
the tyrosinase enzyme. Protocetraric acid, fumarprotocetraric acid and psoromic acid
presented solubility in aqueous medium and were consequently submitted to enzyme
solution assays to quantitatively verify and evaluate the type of inhibition.
Fumarprotocetraric acid and psoromic acid inhibited the enzyme in a mixed and
uncompetitively way. On the other hand, protocetraric acid activated the enzyme.

The compounds were submitted to cytotoxic assays with different cell-lines such as
B16 (human melanoma), UACC (murine melanoma) and 3T3 (murine lung fibroblast).
Protocetraric acid presented the best activity against UACC (ICso 4.17 uM). Otherwise,
divaricatic acid presented high activity against B16 and UACC (ICso 7.83 and 8.01 uM,
respectively). Among the lichen compounds tested, norstictic acid also presented good
activity against both melanoma cells with an ICs, of 10.5 and 11.5 4M for B16 and UACC,
respectively.

The results show that some of the isolated compounds are potentially tyrosinase

modulators and melanoma (B16 and UACC) cell-growth inhibitors.

KEYWORDS: Lichens, Phenolic Compounds, Tyrosinase, Melanoma
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1- INTRODUCAO

Liquens, uma complexa estrutura simbidtica entre algas ou cianobactérias e fungos,
sdo vastamente distribuidos, desde as regides polares as tropicais e das planicies as
montanhas mais altas (GALLOWAY, 1996). Os estudos fitoquimicos deste grupo sdo
importantes, pois a maior parte das substancias sintetizadas pelos liquens sdo de natureza
fendlica e exclusivas, ndo sendo encontradas em plantas superiores (AHMADJIAN, 1993;
ELIX, 1996).

Em geral, a biossintese destes compostos, ocorrem pela via policetidica como é o
caso das antraquinonas, naftoquinonas, xantonas, cromonas, dibenzofuranos, depsonas,
depsidonas, depsideos, fendis monociclicos e compostos relacionados ao acido Usnico.
Outros compostos como os derivados do acido pulvinico sdo sintetizados pela via do acido
chiquimico e os esterdides / triterpendides pela via do acido mevalonico (HUNECK, 1999;
ELIX, 1996).

Os compostos fenolicos se destacam pelas importantes atividades bioldgicas e/ou
farmacoldgicas. Muitos apresentam atividade antimicrobiana, antitumoral, anti-HIV, de
filtro de radiacdo, de inibicdo enzimatica, entre outras (RANKOVIE et al., 2008;
YAMAMOTO et al., 1995; HONG et al., 1997; FERNANDEZ et al., 1996; MATSUBARA
et al., 1997).

Com relacdo a atividade de inibicdo enzimatica, os acidos protoliquesterinico (1),
baeomicesico (2) e lobarico (3) sdo inibidores da 5-lipoxigenase, enzima importante na
modulacdo do processo imumoinflamatério, pois esta envolvida na producdo de
leucotrienos, enquanto que, o acido 4-O-metilcriptoclorofeico (4) apresenta propriedade
inibitéria da enzima prostaglandina sintetase, que também é importante nos processos
inflamatérios em animais (HARALDSDOTTIR et al., 2004; INGOLFSDOTTIR et al.,
1997, SHIBUYA et al., 1983). O &cido protoliquesterinico (1), atua também como um
inibidor da transcriptase reversa do virus HIV (PENGSUPARP et al., 1995). Alguns
estudos mostraram o potencial de alguns compostos fenolicos para a inibicdo da enzima
tirosinase (HIGUCHI, et al., 1993; KINOSHITA et al., 1994; MATSUBARA et al., 1997).

Estudo Quimico de Liquens e Avaliacdo da Atividade Enzimética e Antitumoral
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A tirosinase € uma enzima que apresenta dois tipos de atividades. Ela pode agir
como monofenolase catalisando orto-hidroxilagdo de monofendis ou como difenolase
catalisando a oxidagdo de difendis a quinonas. O mecanismo desta oxidagdo catalitica, bem
como a elucidagdo estrutural da enzima por cristalografia de raio-X foram propostos por
Matoba e colaboradores (2006). A enzima possui 2 atomos de cobre localizados no sitio
ativo. O sequenciamento de aminoécidos da enzima tirosinase foi realizado constatando ser
um heterotetrdmero com a presenca de duas subunidades com duas cadeias polipeptidicas
cada uma, sendo seu peso molecular 120.000 g/mol (STROTHKAMP et al., 1976; SEO et
al., 2003).

A tirosinase desempenha diferentes fungfes nos seres em que se encontra presente.
Em insetos, por exemplo, seu papel fundamental é enrijecer e pigmentar o exoesqueleto
responsavel pela protecdo dos drgédos internos destes seres (KRAMER et al., 1997;
SUGUMARAN et al., 1991). Em mamiferos, a enzima catalisa a oxidacdo de tirosina (5)
(monofenol) e/ou a oxidacdo de L-3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA) (6) (orto-difenol) a
sua correspondente orto-quinona (SANCHEZ-FERRER et al., 1995). Ou seja, o
aminodcido tirosina é hidroxilado em reacdo catalisada pela tirosinase para formar L-
DOPA que e oxidado em reacdo catalisada pela mesma enzima formando um precursor
(dopacromo) (7) que apds uma série de reaces quimicas e enzimaticas produz o pigmento

melanina (Figura 1). Sendo assim, esta enzima tem um papel fundamental na coloracéo de

COoO HO CoO
NHg" m+
HO HO

tirosina ( 5) L-DOPA ( 6)

pele e pélos.

\ +

HO l\ll COO
H

dopacromo ( 7))
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Figura 1 — Rota biossintética da producéo de melanina (SANCHEZ-FERRER et al., 1994).

Se a tirosinase € inibida, ndo ocorre a producdo de melanina e se for ativada, a
producdo é estimulada. A tirosinase pode ser inibida de trés maneiras: 1) Através da
interacdo do inibidor com o sitio ativo binuclear de cobre da enzima formando um
complexo; 2) O inibidor pode desorganizar a estrutura terciaria da enzima geralmente
agindo de forma ndo competitiva; e 3) O inibidor pode interagir diretamente ou
indiretamente com o substrato da enzima como um agente redutor para dopaquinona
(KUBO, 2000). Os compostos fendlicos derivados de liquens podem interagir com a
enzima inibindo-a ou ativando-a. Exemplo disto sdo os compostos das classes dos 5-
alquilresorcindis e 4-alquilresorcindis (Figura 2) que inibiram a atividade da enzima
tirosinase (MATSUBARA et al., 1997). No entanto, até 0 momento, ndo foi encontrado
estudos de cinética enzimatica com compostos isolados de liquens frente a enzima
tirosinase nas bases de dados pesquisadas.

Muitos compostos fendlicos apresentam, também, atividade antitumoral. Um tumor
é caracterizado por uma massa anormal de tecido que cresce excessivamente de uma forma
desorientada do tecido normal (WILLIS, 1952). Cancer € o termo que se refere a todos os
tumores malignos. Ele pode ser hereditario causado por um gene defeituoso herdado de um
dos progenitores ou promovido por fatores ambientais. Quando a carcinogénese €

qguimicamente induzida, ela passa por dois estagios. O primeiro estagio é o iniciador que
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transforma as células normais em células tumorais dormentes. O segundo estagio promove
estas células para células tumorais propriamente ditas. Compostos capazes de agir a favor
do primeiro ou do segundo estdgio sdo chamados de iniciadores ou promotores,
respectivamente. O DNA humano € alterado continuamente, mas as mutacdes sao
normalmente reparadas pelos mecanismos de defesa como a proteina decodificada pelo
gene p53 (guardido do genoma) que suprime mitose e induz apoptose (ROBBINS et al.,
2005). Quando os mecanismos de defesa falham, a celula mutante se replica e um tumor
comeca a se instalar no tecido. A alta taxa de mortalidade do cancer é bem conhecida, mas
um decréscimo tem ocorrido nos ultimos anos (SIMMONDS, 2003). As razfes para esta
melhora se devem ao diagndstico precoce, as tecnologias avancadas de diagndstico e a
descoberta de novos compostos antitumorais (KAH et al., 2007; TANAKA & FUKASE,
2008; DIMITROULIS & STATHOPOULOQS, 2005).

R
R
HO OH HO OH
5-alquil-resorcinol 4-alquil-resorcinol
R = CHs, C2Hs, C3H7, C4Hg, CsH11, CeHig, C7H35, CgHy7, CoHic

Figura 2 — Compostos das classes dos 5-alquilresorcindis e
4-alquilresorcinais.

Além da radioterapia e cirurgias, a quimioterapia € comumente utilizada durante o
tratamento de cancer. Muitos medicamentos tém sido obtidos de fontes naturais gracgas a
uma grande variedade de estruturas complexas produzidas na natureza. Exemplos sdo
paclitaxel (8), isolado de Taxus breviofolia utilizado no tratamento de carcinoma urotelial,
de cancer de pulmao e mama (VAUGHN, 1999; RANSON & THATCHER, 1999; PEREZ,
1998), vincristina (9) e vimblastina (10) que sdo alcaldides isolados de Vinca rosea
utilizados no tratamento de leucemias, cancer de mama, testiculo e pulmado (CRAGG &
NEWMAN, 2005). No entanto, a busca de novas drogas antitumorais ndo esta limitada as
plantas superiores. Os liquens tém se mostrado como uma fonte promissora de drogas
antitumorais (MULLER, 2001; BOUSTIE & GRUBE, 2005).
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Bézivin e colaboradores (2003) avaliaram extratos de diferentes polaridades obtidos
de oito espécies de liquens (Cladonia convoluta, Cladonia rangiformis, Evernia prunastri,
Parmelia caperata, Parmelia perlata, Platismatia glauca, Ramalina cuspidata e Usnea
rubicunda) frente a seis linhagens de células tumorais (L1210 — leucemia murino, K562 —
leucemia humano, 3LL — carcinoma de pulmdo, DU145 — carcinoma de prostata, MCF-7 —
adenocarcinoma de mama e U251 - glioblastoma) revelou que apenas trés extratos ndo
foram ativos sobre as células avaliadas. Nesse mesmo estudo, 50% dos extratos se
mostraram citotoxicos seletivos para células de cancer quando comparados com células
normais de rim de macaco. Pereira e colaboradores (1994), avaliaram o efeito das fracdes
acetdnica, metandlica e aquosa da particdo do extrato éter dietilico de Usnea fascicata e
verificaram que todas as fragcbes foram ao menos moderadamente ativas contra Sarcoma
180 e carcinoma de Ehrlich implantado em camundongos. Lima e colaboradores (1990)
também observaram que extratos brutos de Cladonia substellata e Cladonia verticillaris
inibiram o crescimento de Sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich, in vivo.

Yamamoto e colaboradores (1995) testaram o0 extrato acetonico de 29 espécies de
liguens (cultura de tecido ou talo) quanto ao seu potencial de inibicdo do promotor de
tumor induzido pelo virus Epstein-Barr. Mais de 50% dos extratos mostraram uma
atividade inibitoria maior que o &cido 3-oxoursolico (controle positivo).

A maioria dos estudos com compostos de liquens focalizam nos compostos
fendlicos. Cain (1961) investigou a atividade antileucémica do acido poliporico (11) que se
demonstrou ativo em linhagem de leucemia murino L1210. Similarmente, estudos com
acido Usnico em células de leucemia L1210 e P388 e também carcinoma de pulméo de
Lewis (este in vivo) demonstraram uma inibicdo quase completa do cancer (TAKAI et al.,
1979).

HO

OH
O

acido poliporico (11)

Estudo Quimico de Liquens e Avaliacdo da Atividade Enzimética e Antitumoral



Luiz Fabricio Gardini Brandao 9

Dentre os compostos de liquens, o &cido Gsnico tem sido 0 composto mais estudado.
Os enantibmeros S-(-)-&cido Usnico (12) e R-(+)-&cido usnico (13) foram os compostos
mais ativos na inibicdo do promotor de tumor induzido pelo virus Epstein-Barr (Clso = 5,0
uM e 1,0 uM, respectivamente) (YAMAMOTO et al., 1995). Ambos enantibmeros
possuem atividade citotoxica e apoptotica em culturas de células de linfocitos humanos,
células de fibroblasto de pulmdo de camundongo chinés (V-79) e células epiteliais de
carcinoma de pulmdo humano (A549) (KOPARAL et al., 2006).

S - (-) - acido usnico ( 12) R - (+) - &cido asnico (13)

A nanoencapsulacdo de &cido Usnico proporcionou um efeito citotéxico em células
de carcinoma de pulmao humano, bem como em sarcoma-180 de camundongos e linhagens
de célula HEp-2 (SANTOS et al, 2005; RIBEIRO-COSTA et al., 2004). Sua atividade
também foi demonstrada contra linhagens de células MCF7 de cancer de mama assim como
MDA-MB-231 e linhagem de células de cancer de pulmao H1299 (MAYER et al., 2005).
Cardarelli e colaboradores (1997) relataram a acdo de inibicdo da mitose promovida pelo
acido usnico sobre 3 linhagens de celulas tumorais (leucemia K-562, adenocarcinoma
endotelial humano Ishikawa e adenocarcinoma endotelial humano HEC-50). Acéo
citotoxica moderada foi observada nas linhagens de cancer L1210 (leucemia murino), 3LL
(carcinoma de pulmédo), DU145 (carcinoma de prostata), MCF-7 (adenocarcinoma de
mama), K-562 (leucemia humano) e U251 (glioblastoma). Na linhagem de leucemia
L1210, o &cido usnico induziu apoptose (BEZIVIN et al., 2004). Kristmundsdottir e
colaboradores (2005) mostraram que o acido Usnico tem atividade antiproliferativa contra
as linhagens de células humanas malignas T-47D (mama), Panc-1 (péancreas) e PC-3

(prostata).
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A liquexantona (14) é uma xantona rara (RAO et al, 2005). Ensaios antitumorais, in
vivo, ja foram realizados em células MCF-7 (adenocarcinoma de mama), X-17 (carcinoma
de rim), HEp-2 (carcinoma de laringe), HEp-G2 (carcinoma de figado), e LoVo (cancer de
c6lon), mas ndo houve citoxicidade significativa (SUAREZ et al., 2004).

liqguexantona ( 14 )

A depsidona, &cido psorémico (15), até o momento, foi pouco estudada. Sabe-se da
sua atividade apoptotica significativa e que é efetiva ao inibir carcinoma de Ehrlich e
sarcoma 180 in vitro e in vivo, mas sarcoma de Yoshida somente in vitro. A depsidona ndo
demonstrou ser toxica quando administrada cronicamente em camundongos, mas mostrou-
se ser hemolitica contra sangue de coelhos (CORRECHE et al., 2004; NAKAZAWA et al.,
1962).

acido psorémico (15)

Poucos estudos se tém sobre as atividades bioldgicas da depsidona acido
protocetrarico (16). Sabe-se que ela inibe em torno de 80% o sarcoma 180 e carcinoma de
Ehrlich (SANTQOS, 1996) enquanto que seu derivado, acido fumarprotocetrarico (17) inibiu

aproximadamente 40% o crescimento de ambos tumores (SANTOS, 1996).
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Nakazawa e colaboradores (1962) testaram o acido norstitico (18) juntamente com
outros 32 compostos de liquens contra carcinoma de Ehrlich, sarcoma 180 e sarcoma de
Yoshida, mas ndo foi ativo juntamente com outros 16 compostos. O composto mais ativo

foi o acido psoromico (15).

acido norstitico (18)

Além das depsidonas, os depsideos também sdo importantes quanto as suas
atividades antitumorais. A exemplo disso, estudos com o acido difractaico (19) mostraram
sua atividade inibitéria do tumor induzido pelo virus Epstein-Barr (YAMAMOTO et al.,
1995). Ensaios realizados com carcinoma de Ehrlich, sarcoma 180 e sarcoma de Yoshida
mostraram que o depsideo acido divaricatico (20) também possui acdo antitumoral, porém é
menos ativo que o &cido psordmico (15) (NAKAZAWA et al.,, 1962). Correche e
colaboradores (2004) demostraram que o 4&cido divaricatico (20) apresenta atividade
apoptdtica moderada em concentra¢fes consideradas ndo citotoxica. Este depsideo aparenta

ndo atuar como protetor de radiacdo UV (BJERKE et al., 2002). No entanto, in vivo, uma
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correlacdo positiva entre a temperatura na pele e fator de protecdo solar foi observado
mostrando que o &cido divaricatico participa como protetor deste tipo de radiacdo, que € um
dos fatores responsaveis por desencadear o cancer de pele (FERNANDES et al., 1996). O
depsideo atranorina (21) foi efetivo contra linhagem de células tumorais HL-60 em
concentracdes de 200 #M inibindo aproximadamente 65% do crescimento (BACKOROVA
et al., 2011). Ja o acido perlatélico (22), apresentou valores de Clsp maior que 25 ug/mL
sobre as células tumorais das linhagens MDA/MB-435 (mama-humano), HCT-8 (célon-
humano) e SF-295 (glioblastoma humano) (GIANINI, 2007).

O cancer de pele foi considerado como a epidemia silenciosa do século XX
(STRATTON et al., 2000). O aumento intenso da producéo de clorofluorcarbonos (CFCs)
tem contribuido para o acréscimo da incidéncia desta doenca. O aumento de CFCs na
atmosfera tem destruido parte da camada de ozénio elevando assim a penetracdo de raios
ultravioleta (UVR) na atmosfera terrestre. Estes raios, altamente energéticos, geram
espécies reativas de oxigénio (ROS) ao entrarem em contato com a pele. ROS pode
provocar aproximadamente 35 diferentes adutos no DNA que sdo potencialmente
mutagénicos se nio forem reparados pelos mecanismos de supressio tumoral (GARCIA-
BORES & AVILA, 2008).

acido difractéico (19) acido divaricético (20)
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Apesar da incidéncia do cancer de pele ser baixa em relagdo aos outros tipos de
cancer, sua taxa de letalidade é alta. O melanoma representa somente 4% dos tipos de
canceres de pele, no entanto € o mais perigoso entre eles ja que ha um alto risco de ocorrer
metéstase. Os agentes quimioterapicos utilizados no tratamento deste cancer incluem
dacarbazina, temozolomida, nitrosuréias, andlogos da platina, as vincas e 0s taxanos
(TOURINHO & BUZAID, 2004). O prognostico para esta doenca tem variado entre 56% a
69% de acordo com o nivel sécio-econdmico de cada pais sendo a quimioterapia um dos
tratamentos indicados (INCA, 2007). Dessa forma, o estudo de novos agentes
antimelanoma e um melhor entendimento de seu mecanismo de a¢do torna-se importante na
busca de novos medicamentos alternativos para o tratamento de pacientes que sofrem de
melanoma.

Estudos ja afirmam que distarbios na producdo de melanina podem ser um dos
fatores responsaveis pelo aparecimento de melanomas (SONG, 1997). A biossintese de
melanina € realizada por meio da oxidagdo catalitica do aminodcido tirosina sob acdo da
enzima tirosinase (OOZEKI et al., 2008). Dentre os diversos compostos fendlicos, alguns
apresentaram atividade de inibicdo da enzima tirosinase, assim como apresentam atividade

antitumoral frente a diversas linhagens de células (KINOSHITA et al., 1994;
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MATSUBARA et al., 1997; KOPARAL et al., 2006; YAMAMOTO et al., 1995; MAYER
et al., 2005; BEZIVIN et al., 2004; SANTOS, 1996). Considerando que até 0 momento
poucas sdo as informacdes existentes sobre a bioatividade de substancias fendlicas em
células de melanoma, o presente trabalho teve como objetivo o isolamento de compostos
fendlicos a partir de oito espécies de liquens e a avaliacdo quanto a atividade sobre a
enzima tirosinase e células das linhagens B16 (melanoma murino), UACC (melanoma
humano), 3T3 (pulmao murino).
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2 - OBJETIVOS

Objetivos Gerais

O presente trabalho visou o isolamento e elucidagdo de compostos fendlicos de
liquens e a avaliacdo dos mesmos frente a enzima tirosinase e células de melanoma.

Objetivos Especificos

- Isolamento e elucidacdo estrutural de compostos fendlicos presentes em 8 especies

de liquens.
- Avaliacéo da atividade de inibi¢do da enzima tirosinase pelas substancias isoladas.
- Avaliacdo dos compostos frente a proliferacdo de células de melanoma B16

(melanoma murino), UACC (melanoma humano) e 3T3 (células normais de pulméo

murino).
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3 - Parte Experimental

3.1 Material Utilizado

Os solventes utilizados para a realizagdo deste trabalho foram das marcas Merck,
Synth e Vetec de grau P.A. Todos foram destilados e secos com sulfato de magnésio.

As pesagens foram realizadas em balancas analiticas da marca BIOPRECISA,
modelo FA-2104N com precisdo = 0,0001 g e SHIMADZU, modelo AUW220D com
precisdo £ 0,00001 g. Foi utilizada também balanca de precisdo da marca MARTE, modelo
AS100C com preciséo * 0,01 g.

O ponto de fusdo / decomposicdo foi medido em aparelho UNISCIENCE DO
BRASIL modelo 498. A centrifuga utilizada foi da marca FANEM, modelo 206 e o
evaporador rotativo, da marca FISATON, modelo 802.

As leituras fotométricas foram realizadas em espectrofotdmetro da marca
BIOESPECTRO, modelo SP220.

As medidas de rotacdo Optica foram realizadas em um polarimetro da marca
PERKIN ELMER, modelo 341 utilizando caminho oOptico de 1,0 decimetro.

Os espectros de RMN foram obtidos em aparelho da marca BRUKER, modelo
DPX300, de 7,05 Tesla. Os espectros de hidrogénio foram obtidos utilizando uma
frequéncia de 300 MHz, enquanto que, 0s espectros de carbono-13, em freqliéncia de 75
MHz.

Os programas computacionais utilizados para analise dos espectros foram
TOPSPIN, SPINWORKS, e ACD LABS 6.0. Nas construcdes de graficos e para as analises
estatisticas foi utilizado o programa ORIGIN 6.0.

Os solventes deuterados utilizados na obtencdo dos espectros foram da marca
CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES.

As colunas cromatogréaficas foram preparadas com silica-gel de 70 - 230 ou 230 -
400 MESH da marca MERCK.

Os eluentes utilizados na cromatografia em camada delgada foram tolueno/acetato

de etila/acido acético (6:4:1 v/v/v) ou hexano/acetato de etila (9:1 v/v). As placas utilizadas
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foram da marca MACHEREY-NAGEL G/UV32s4 € MERCK GFys4 € 0s reveladores foram
Luz U.V. (365 e 254 nm), metanol/acido sufurico e p-anisaldeido/acido sulfurico.

A enzima tirosinase e L-DOPA foram adquiridos da SIGMA-ALDRICH (enzima
lote T3824-50KU/079K7000 com 3933 unidades/mg). A enzima foi mantida a uma
temperatura de aproximadamente -10 °C.

A linhagem de células neopléasicas B16-F10 (ATCC — CRL-6322, células de
melanoma murino) foi doada pelo Prof. Auro Nomizo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. A linhagem UACC-62
(melanoma humano) foi doada pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas - UNICAMP) e linhagem
de células normais: 3T3 (ATCC —CRL 1658, pulméo murino) foi adquirida do Banco de

células do Rio de Janeiro.

3.2 Selecéo de Espécies

Os liquens selecionados para a realizacdo deste trabalho foram as espécies:
Parmotrema dilatatum (Vain.) Hale e Usnea subcavata Motyka coletadas no cerrado na
regido de Piraputanga proxima a cidade de Aquidauana-MS. As espécies Usnea sp.,
Ramalina sp., Cladina confusa (Sant.) Folmm. & Ahti e Parmotrema lichexantonicum
Eliasaro & Adler adquiridas em loja de produtos para decoracdo. A espécie Cladonia
verticillaris (Raddi) Fr. e Ramalina aspera Hasanen coletadas em areas proximas a cidade
de Recife-PE pela Profa. Dra. Noemia P. Santos. As espécies foram identificadas pelo Dr.

Marcelo Marcelli, Profa. Dra. Mariana Fleig e Profa. Dra. Eugénia Cristina Pereira.

3.3 Preparacdo das Amostras e Extracdo dos Compostos Fendélicos

A homogeneidade das amostras para analise quimica foi garantida mediante

observacdo cuidadosa através de lupa. Apdés remogdo de substratos e outros residuos que

acompanham as amostras, estas foram secas ao ar a temperatura ambiente e em seguida,
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trituradas em almofariz ou em moinho dependendo da quantidade de material disponivel. O
p6 obtido (10,0 a 60,0 gramas) de cada amostra foi tratado com solventes (hexano,
diclorometano, cloroférmio e acetona) a temperatura ambiente de modo exaustivo, ao
abrigo da luz. Dependendo da espécie a extragdo com acetona foi conduzida a temperatura
média de 45°C, em banho-maria. Apds cada extragdo, o extrato obtido foi concentrado sob
pressao reduzida em rotaevaporador e o processo de extracdo foi repetido até praticamente

ndo permanecer qualquer residuo no baldo de evaporacéo, ap6s eliminar todo o solvente.

3.4 Extragédo e Fracionamento dos Extratos e Identificagio das Substancias

Os extratos concentrados obtidos de cada liquen foram primeiramente avaliados por
CCD. Aqueles provenientes da extracdo com hexano, diclorometano ou cloroférmio, foram
fracionados atraves de cromatografia em coluna em gel de silica 70-230 ou 230-400
MESH.

U. subcavata — O po do liquen foi extraido com diclorometano. Apos evaporacao do
solvente em rotaevaporador, o residuo foi fracionado preliminarmente em coluna de gel de
silica (70-230 MESH) eluindo-se com diclorometano, cloroférmio, cloroférmio/acetona e
acetona. As fracdes resultantes da eluicdo com cloroformio foram reunidas, concentradas e
novamente cromatografadas em gel de silica. A eluicdo foi conduzida com gradiente
crescente de polaridade, usando cloroférmio/acetona. As fracGes eluidas com
cloroférmio/acetona 40% foram reunidas e a elas atribuida o codigo USO01.

As fracles resultantes da eluicdo com cloroformio/acetona 50% (referente ao
primeiro fracionamento) foram reunidas, concentradas e novamente cromatografadas em
gel de silica, e a eluicdo foi conduzida com cloroférmio e gradiente cloroformio/acetona e
acetona. As fracdes eluidas com cloroformio/acetona 2% apresentaram uma substancia
(cristais incolores), que foi purificada por cristalizacbes sucessivas com
cloroformio/acetona. Essa substancia foi codificada US02.

P. dilatatum — Os extratos de diclorometano reunidos, apOs evaporacdo, foi

fracionado em gel de silica 70-230 MESH com a mistura hexano/acetato de etila. As
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fracOes eluidas com a mistura contendo 30% de acetato de etila foram reunidas e codificada
PDO1.

Apos a evaporacdo, o extrato acetbnico obtido foi tratado com pequenas por¢des de
acetona gelada e a mistura foi centrifugada a 4.000 rpm. O processo foi repetido até a
obtencéo de po isento de pigmentos e codificado PDO2.

C. confusa — A extracdo foi conduzida de modo exaustivo com hexano, a
temperatura de 35-40°C em banho-maria. Os extratos foram reunidos e ap6s evaporagdo do
solvente em rotaevaporador, o residuo foi fracionado em coluna de silica gel (230-400
MESH). A eluigéo foi feita inicialmente com hexano, seguindo com o aumento gradativo
de polaridade com diclorometano. As fracdes coletadas, apds evaporacao do solvente foram
cromatografadas em CCD de silica gel e aquelas contendo o mesmo perfil foram reunidas.
Destas reunides, uma apresentou uma unica mancha na cromatografia em CCD. Essa
substéncia foi codificada CCO1.

P. lichexanthonicum - O liquen Parmotrema lichexanthonicum, foi submetido a
extracOes exaustivas com cloroformio e, posteriormente, com acetona, em banho-maria
com temperatura aproximada de 40°C, obtendo-se, apds evaporacdo do solvente em
evaporador rotativo, o extrato cloroformico e o extrato acetdnico concentrados.

Extrato cloroformico — Foi purificado com a adicdo de pequenas porcdes de CHCI;
gelado e centrifugado, obtendo-se um pé amarelo (precipitado) codificado PLO1.

R. aspera — A extracao foi conduzida de modo exaustivo, primeiramente com hexano
e em seguida com acetona a temperatura ambiente (28 a 30 °C) e os extratos concentrados
em rotaevaporador. Os extratos apresentaram perfil cromatografico semelhantes e foram
reunidos e submetidos ao fracionamento em coluna contendo gel de silica 70-230 mesh. Os
eluentes utilizados foram hexano e acetato de etila em gradiente de polaridade crescente e
as fracBes coletadas foram concentradas e cromatografadas em camada delgada de silica-
gel. As fracGes que apresentaram o mesmo perfis cromatografico foram reunidas. Em
seguida, algumas frac6es foram tratadas com diclorometano:hexano (1:2 v/v) gelado. Ap6s

a purificacdo, elas foram reunidas e a fracdo resultante codificada como RAOL.
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3.5 Tratamento do Extrato Acetonico Concentrado dos Liquens — Usnea sp., P.

dilatatum, C. verticillaris e Ramalina sp.

Apobs a evaporacdo do extrato acetdnico obtido, o sélido foi tratado com pequenas
porcdes de acetona gelada e a mistura centrifugada a 4.000 rpm. O processo se repetiu até a
obtencdo do precipitado isento de pigmentos e codificado como U03 (Usnea sp.), PD02 (P.
dilatatum), CVVO1 (C. verticillaris) e RO1 (Ramalina sp.).

Os compostos foram identificados preliminarmente por CCD em silica gel no eluente
tolueno/acetato de etila/acido acético (6:4:1 v/v/v) juntamente com padrbes de compostos ja
isolados previamente no laboratério. O ponto de fusdo dos compostos foi determinado e as
estruturas confirmadas através de seus dados espectrais de Ressonancia Magnética Nuclear

de *H e **C (uni e bidimensionais).

3.6 Ensaios Enzimaticos
Ensaio de Bioautografia (Metodo de WANGTHONG et al., 2007 modificado)

Para avaliar, preliminarmente, o potencial de inibicdo dos compostos isolados R-
(+)-écido usnico (13), liquexantona (14), acido psorémico (15), &cido protocetrarico (16),
acido fumarprotocetrarico (17), éacido norstitico (18), acido difractaico (19), é&cido
divaricatico (20), atranorina (21) e o acido perlatélico (22) frente a enzima tirosinase, 0s
mesmos foram submetidos a um ensaio de bioautografia semiquantitativo. Uma placa de
silica gel de 20,0 cm? foi previamente tamponada com tampé&o fosfato (0,1 M, pH 5,0). 10
4L da solugdo de cada composto (em acetona ou diclorometano) foram aplicados na placa
de forma que as massas depositadas variaram de 0,6 a 15,0 xg. Apds a evaporacdo
completa dos solventes, 9,0 mL de solucdo de tirosinase (75 mg/L) foi aplicada a placa.
Apo6s 5 minutos, foi aplicado 9,0 mL de solucdo de L-DOPA (2,0 g/L). A solucdo da
enzima foi preparada em tampao fosfato 66,7 mM pH 6,8 e a solucdo de L-DOPA, em agua

destilada.
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Apos aplicar L-DOPA, a placa foi observada até que ndo ocorresse mais variagao
visual. O aparecimento de manchas claras indica a inibig&o, promovida pelo composto, da
enzima tirosinase.

A atividade da enzima foi calculada por meio do grafico de Lineweaver-Burk
(COPELAND, 2005).

Os compostos mais ativos foram submetidos a um ensaio de solubilidade para
avaliar a viabilidade em realizar ensaios quantitativos de cinética enziméatica em solugéo.
Os é&cidos fumarprotocetrarico (17), protocetrarico (16) e psordmico (15) foram
suficientemente solveis em tampédo fosfato 66,7 mM, pH 6,8 contendo 10% de DMSO.

Ensaios em Solucéo

Padronizagdo da Técnica

Ensaios foram realizados variando a concentracdo da enzima e a concentragcdo do
substrato (L-DOPA) com a finalidade de definir as melhores concentrac6es, bem como o
tempo de reacdo necessario para avaliar o poder de modulagdo enzimatica dos acidos
fumarprotocetrarico, protocetrarico e psorémico mantendo a faixa de absorbancia de 0,100
a0,700.

Avaliacdo da Atividade de Inibicéo

O efeito dos acidos psorémico (15) protocetrarico (16) e fumarprotocetrarico (17),
na reacdo de oxidacdo de L-DOPA catalisada pela enzima tirosinase foi determinado da
seguinte forma: 1,7 mL de solu¢do dos compostos (em tampdo fosfato 66,7 mM pH 6,8
com 10% DMSO) foi combinado com 0,1 mL de tirosinase (40 mg/L em tampédo fosfato
66,7 mM pH 6,8). Apos incubacdo durante 10 minutos na auséncia de luz a temperatura
ambiente (de 28 a 30 °C) foi adicionado 0,2 mL de solucdo aquosa de L-DOPA. As

concentragdes dos compostos 15, 16 e 17 no sistema reacional variaram de 0,050 a 0,600
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mM e de L-DOPA, de 0,1 a 0,6 mM. A analise foi feita em triplicata e a reacdo foi
monitorada pelo aumento da absorbéncia em 475 nm, acompanhando a oxidagdo de
substratos a produtos (dopacromo) com coeficiente de absorcdo molar de 3.700 M™*cm™
(JIMENEZ et al., 2001), por 5 minutos & temperatura ambiente. O branco utilizado nos
ensaios foi 1,7 mL de solugdo tampéao contendo 10% de DMSO (auséncia dos compostos)
acrescido de 0,2 mL de solugdo aquosa de L-DOPA e 0,1 mL de solucdo de enzima. A
atividade da enzima foi calculada a partir do ensaio com o branco e a concentracao de 0,6
mM de L-DOPA em um intervalo de 5 minutos.

As percentagens de inibi¢do ou ativacdo foram calculadas para os ensaios utilizando
a formula:

%I =(B-A)/B*100

Onde B = absorbancia em 475 nm do branco e A = absorbancia em
475 nm da amostra.

As concentracdes de produto formado foram calculadas utilizando a formula:

C=(Alg.l)*10°

Onde C = Concentracdo de produto (dopacromo) formado (uM), & =
absortividade molar do dopacromo (3.700 MZcm™) e | = largura da
cubeta (1,0 cm). (JIMENEZ et al., 2001).

Os graficos foram construidos e as analises estatisticas realizadas utilizando o
programa Origin 6.0. Os resultados foram considerados satisfatorios para analise quando os
gréficos obtidos apresentaram regressdo linear (R?) acima de 0,99; desvio padrdo (SD)

menor que 0,01 e significancia estatistica (P) menor que 0,0001.

3.7 Ensaios com Células de Melanoma

A avaliacdo da atividade citotdxica foi realizada em cultivo da linhagem de células

neoplasicas de melanoma (B16 e UACC), assim como células normais de pulmédo murino
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(3T3). As linhagens foram mantidas em meio completo em incubadora de CO,, até o
crescimento exponencial, sendo divididas em aliquotas, mantidas durante 24h a -86°C para
congelamento gradual e transferidas para container de nitrogénio liquido (-196°C) para
estocagem. Para os testes foram descongeladas rapidamente a 37 °C até o seu crescimento.

Preparo da Suspenséo de Células

As células foram cultivadas em frascos estéreis na presenca de Meio RPMI-1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 50 pg/mL de gentamicina de meio
Schering-Plough (meio completo).

A seguir foram mantidas em incubadora a 37 °C em atmosfera umida contendo
CO; (5%). Uma vez que estas células sdo aderentes, a sua remocéo foi feita com solugéo de
tripsina (0,25% + EDTA 1mM) em tampéo PBS pH 7,4. Em seguida, foram transferidas
para tubos conicos contendo meio de cultura completo e centrifugadas a 1000 rpm durante
5 minutos. O meio com a tripsina foi desprezado e as células ressuspendidas em pequeno
volume de meio completo (FRESHNEY, 2005).

Teste de Citotoxicidade

O teste adotado baseia-se na coloracao das proteinas pelo corante sulforrodamina
B (SRB). Este corante possui dois grupos sulfénicos, e liga-se as proteinas previamente
precipitadas pelo acido tricloroacético (TCA) das células fixadas na placa. A dissolucdo do
corante é realizada com Tris Base 10 mM e a leitura da absorbéncia realizada em leitor de
microplacas a 540 nm (SKEHAN et al., 1990).

A contagem foi feita com uma aliquota dessas células em camara de Neubauer
para que em cada cavidade da placa de 96 pocos fosse depositado um volume de 100 L de
meio contendo 10.000 células (100.000 células / mL). A placa de 96 pocos foi mantida na
incubadora por 24 horas. Em seguida foi adicionado um volume de 100 xL contendo as

amostras-teste dissolvidas em DMSO de forma que a concentracdo final do solvente nédo
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excedesse 0,4%. Foram utilizadas 4 concentragdes de cada amostra (0,25; 2,50; 25 e 250
ug/mL), sendo cada concentracdo adicionada em 3 cavidades (triplicata). No controle
negativo, as células foram crescidas em 100 xL de meio, sendo adicionados ap6s 24h, o
volume de 100 pL de meio contendo DMSO em concentragdo de no maximo 0,4%. No
branco, foram adicionados 0s mesmos volumes de meio e DMSO presentes no controle
negativo, porém sem a presenga de células. No branco da amostra foram utilizadas as
mesmas concentracfes, porém sem a presenca de células. A placa de 96 pocos foi entdo
mantida por mais 48 horas na incubadora.

Ao final de 48 horas, 0 meio foi removido e substituido por 100 xL de &cido
tricloroacético (TCA) 20%. A placa foi incubada por 30 minutos, a 4 °C em geladeira e
posteriormente a solucdo de TCA foi removida e as placas lavadas 5 vezes com agua
corrente e seca. Em seguida, 50 uxL de SRB 0,1% (diluida em acido acético 1%) nas
cavidades e novamente foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Apos a
remocdo da solucdo de SRB, lavagem por 4 vezes com acido acético 1% para retirada do
excesso de corante e secas, 0 corante ligado as proteinas de membrana das células fixadas
foi entdo dissolvido com Tris Base 10 mM (Sigma). Apds agitacdo durante 10 minutos, foi
determinada a absorbancia a 540 nm. Foram realizados trés experimentos independentes.

Foram obtidas as absorbancias: amostras-teste (T), controle negativo (CN), branco
das amostras-teste (B) e a leitura do inicio da incubacdo, ou seja, antes da adicdo das
amostras-teste (T0). Em todos os experimentos foi incluido um controle positivo,
doxorrubicina.

A concentracdo necessaria para inibir 50 % do crescimento (Clsp) foi calculada
utilizando-se as formulas segundo Monks e colaboradores (1991). A dose que inibe 50% do
crescimento celular (Clso) foi determinada graficamente utilizando o programa Origin 6.0.

O Indice de Seletividade (IS) corresponde ao quociente entre o valor da Clsp de
cada amostra-teste na linhagem de células normais 3T3 e o valor da Clsy de cada composto

nas linhagens de células neoplasicas.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Das oito espécies de liquens selecionadas para a realizacdo deste trabalho isolou-se

dez compostos. A estrutura de cada composto foi confirmada por espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear. A tabela 1 lista os liquens analisados, o cédigo das fracdes

isoladas e 0 nome dos compostos.

Tabela 1 — Nome do liquen, cddigo da fracdo e composto identificado.

Nome do Liquen Cédlg? da Composto Identificado
Fracdo
Usnea subcavata Motyka uso1 R-(+)-acido usnico (13)
us02 acido difractaico (19)
Parmotrema lichexanthonicum Eliasaro liguexantona (14)
& Adler PLot
Usnhea sp uo03 acido psorémico (15)
Parmotrema dilatatum (Vain.) Hale PDO1 atranorina (21)
PD02 acido protocetrarico (16)
Cladonia verticillaris (Raddi) Fr CV01 acido fumarprotocetrarico (17)
Ramalina sp RO1 acido norstitico (18)
Ramalina aspera Hasanen RAO01 acido divaricatico (20)
Cladina confusa (Sant.) Folmm. & Ahti CCo1 acido perlatolico (22)

A cor, a rotacdo oOptica e o ponto de fusdo dos compostos identificados estéo

listados na tabela 2.

Estudo Quimico de Liquens e Avaliacdo da Atividade Enzimética e Antitumoral



Luiz Fabricio Gardini Brandao 29

Tabela 2 — Cor, rotagdo Optica e ponto de fusdo dos compostos identificados.

Rotacéo
Composto identificado P.F. (°C) . Cor
Optica [a]p
R-(+)-&cido usnico (13) 204 502 cristais amarelados
liqguexantona (14) 189 - cristais amarelados
acido psorémico (15) 246 (decomp.) - p6 branco amorfo
acido protocetrarico (16) 244 (decomp.) - p6 branco amorfo
acido fumarprotocetrérico (17) 287 (decomp.) - p6 branco amorfo
acido norstitico (18) 285 (decomp.) - p6 branco amorfo
acido difractaico (19) 199 - p6 branco amorfo
acido divaricatico (20) 137 - po6 branco amorfo
atranorina (21) 196 (decomp.) - po branco amorfo
acido perlatolico (22) 106 - po6 branco amorfo

4.1 Confirmacéo Estrutural
Depsideos
De um total de dez substancias isoladas, quatro sdo da classe dos depsideos — os

acidos divaricatico e perlatélico sdo derivados do acido orselinico (23), o acido difractaico

e atranorina derivam do acido f-metil-orselinico (24).

CHg CHs
COOH COOH
HO OH HO OH
CHj
acido orselinico (23) acido S-metil-orselinico (24 )
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acido difractaico (19) acido divaricatico (20)

5
atranorina (21) acido perlatélico (22)

30
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Os espectros de hidrogénio (Espectros la, 2a, 3a e 4a) dos depsideos atranorina
(21) e acidos difractaico (19), divaricatico (20) e perlatdlico (22) apresentam algumas
similaridades. Os depsideos derivados do acido S-metil-orselinico (24) (4cido difractaico e
atranorina) apresentam dois singletes na regido de hidrogénio de anel aromético (referentes
aos hidrogénios ligados aos carbonos 5 e 5). Além disso, ambos compostos possuem
metilas ligadas ao anel aromatico que geram singletes entre 2,09 e 2,67 ppm. Os sinais
(singletes) das metoxilas do acido difractaico estdo presentes em 3,83 e 3,89 ppm e o sinal
do ester metilico da atranorina, em 3,96 ppm. Os singletes em 11,95; 12,49 e 12,53 ppm
correspondem a hidrogénios dos grupos fendlicos da atranorina o hidrogénio aldeidico
deste composto gera um singlete em 10,33 ppm.

Os depsideos derivados do acido orsenilico (23) (acidos divaricético e perlatolico),
por outro lado, apresentam dupletes na regido de hidrogénios de anel aromatico. Isto ocorre
devido ao acoplamento meta entre os hidrogénios dos carbonos 3 com 5 e 3’ com 5’ (e vice
versa). Os hidrogénios dos carbonos 3 e 5 do acido perlatolico aparecem como um singlete
largo no espectro em 6,36 ppm devido a sobreposicéo espectral entre eles. Os singletes dos
hidrogénios das metoxilas aparecem em 3,82 e 3,86 ppm para os acidos divaricatico e
perlatélico, respectivamente. Ambos compostos possuem duas cadeias alquilicas ligadas
aos anéis aromaticos. Os hidrogénios ligados aos carbonos terminais das cadeias alquilicas
justificam os sinais entre 0,85 e 1,00 ppm. Os hidrogénios referentes ao carbono mais
proximo ao anel justificam os sinais entre 2,91 e 3,04 ppm. Os hidrogénios ligados aos
carbonos em posicdo intermediaria das cadeias alquilicas justificam sinais entre 1,23 e 2,46
ppm.

Os espectros de *C (DEPT-135) (Espectros 1b e 2b) dos depsideos atranorina e
acido difractaico apresentam semelhancas entre si. Os sinais de carbono entre 9,1 e 25,6
ppm confirmam a presenca das metilas ligadas ao anel aromatico presentes em ambos
compostos. As metoxilas do &cido difractaico podem ser confirmadas pelos sinais de CHs
em 56,2 e 62,3 ppm e os carbonos terciarios (CH) de anel aromético podem ser
confirmados pelos sinais entre 109,1 e 117,1 ppm. Os sinais de carbonos terciarios de anel
aromatico da atranorina também sdo confirmados em 112,8 e 116,0 ppm. O carbono
aldeidico da atranorina apresenta um sinal (de CH) em 193,8 ppm e o sinal do ester

metilico, em 52,3 ppm.
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Ja os espectros de *3C (DEPT-135) (Espectros 3b e 4b) dos depsideos acido
divaricatico e perlatélico apresentam um numero maior de sinais. Isto ocorre devido a
cadeia alquilica (sinais de CH3; e CH,) entre 14,0 e 39,3 ppm. Estes compostos possuem
também quatro carbonos aromaticos terciarios cada um, justificando assim 4 sinais no
espectro entre 99,0 e 116,6 ppm. O sinal do carbono da metoxila é observado em 55,4 ppm
(&cido perlatdlico) e 55,9 ppm (&cido divaricatico).

Os sinais de *C (Espectros 1c, 2c, 3c e 4c) que ndo foram observados no
experimento de DEPT-135, foram atribuidos como carbonos quaternarios. Os sinais entre
99,9 e 169,1 ppm sdo referentes aos carbonos dos anéis aromaticos. Os substituintes mais
eletronegativos (metoxila e fenol) ligados aos carbonos do anel justificam os sinais destes
carbonos em torno de 160 ppm. Os carbonos do anel que estdo em posi¢cdo orto ou para a
grupos retiradores de elétrons (aldeido, acido carboxilico e ester) justificam sinais na regido
de 140, e os carbonos do anel que estdo em posicdo orto ou para a grupos doadores de
elétrons (metoxila ou hidroxila fendlica) justificam os sinais na regido de 110 ppm. A
presenca e a posicdo destes grupos funcionais nos depsideos foram confirmadas por
experimentos de correla¢do carbono - hidrogénio gHSQC e gHMBC (Espectros 1d, 1e, 2d,
2e1, 265, 3d, 3e, 4d, 4e; e 4e,). Os dados espectrais de *H e *C e suas correlagdes nos
experimentos de gHSQC e gHMBC dos depsideos estdo apresentados nas tabelas 3, 4, 5, 6.

Através dos dados apresentados, foram confirmadas as estruturas dos depsideos
atranorina (21) e dos acidos difractaico (19), divaricatico (20) e perlatolico (22). Estes
dados estdo de acordo com aqueles ja reportados na literatura (SUNDHOLM & HUNECK,
1981; KONIG & WRIGHT, 1999; GIANINI, 2007).
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Posi¢des & 'H - ppm 5®C—-ppm DEPT-135 gHSQC gHMBC

C (multiplicidade)

1 - 120,9 C - -

2 - 157,8 C - -

3 - 117,8 C - -

4 - 160,9 C - -

5 6,75 (s) 109,1 CH 109,1 19,9/ 117,8/ 120,9/ 160,9

6 - 136,0 C - -

7 - 166,4 C - -

8 2,44 (s) 19,9 CH, 19,9 109,1/ 136,0/ 120,9

9 2,13 (s) 9,0 CH, 9,0 117,8/ 157,8/ 160,9

I - 117,4 C - -

2z - 164,0 C - -

3’ - 110,3 C - -

4 - 154,4 C - -

5’ 6,67 (s) 117,1 CH 1171 23,9/117,1/ 117 ,4

6 - 141,0 C - -

7 - 174,3 C - -

8’ 2,61 (s) 23,9 CH, 23,9 110,3/117,4/ 141,0

9 2,13 (s) 9,3 CH, 9,3 154,6/ 164,0
2-OCHj, 3,83 (s) 62,3 CH, 62,3 157,8
4-OCH; 3,89 (s) 56,9 CH, 56,9 160,9

Solvente utilizado: acetona-d6; RMN *C (75MHz); RMN *H (300MHz); s = singlete.

Estudo Quimico de Liquens e Avaliacdo da Atividade Enzimética e Antitumoral



Luiz Fabricio Gardini Brandao 34

Tabela 4 — Dados espectrais de RMN de *H e **C do depsideo atranorina.

Posi¢bes & 'H—ppm §°C-ppm DEPT-135 gHSQC gHMBC
C (multiplicidade)
1 - 102,8 C - -
2 - 169,1 C - -
3 - 108,5 C - -
4 - 167,4 C - -
5 6,38 (s) 112,8 CH 112,8 25,6/ 102,8/ 108,5/ 167,4
6 - 152,4 C - -
7 - 169,7 C - -
8 2,67 (s) 25,6 CHs 25,6 102,8/ 112,8/ 152,4
9 10,33 (s) 193,8 CH 193,8 167,4
I - 116,8 C - -
2’ - 162,9 C - -
3 - 110,2 C - -
4’ - 151,9 C - -
5 6,50 (s) 116,0 CH 116,0 24,0/ 110,2/ 116,8/ 151,9
6’ - 139,9 C - -
7 - 172,2 C - -
8’ 2,52 (s) 24,0 CHs 24,0 110,2/ 116,0/ 139,9
9 2,09 (s) 9,3 CH; 9,3 110,2/ 116,8/ 139,9/
151,9/162,6
7°-OCHjs 3,96 (s) 52,3 CH; 52,3 172,2
2-OH 12,49 (s) - - - 102,8/108,5/ 169,1
4-OH 12,53 (s) - - - 108,5/112,8/ 167,4
2’-0OH 11,95 (s) - - - 116,8/ 162,9/ 110,2

Solvente utilizado: DMSO-d6; RMN °C (75MHz); RMN 'H (300MHz); s = singlete.
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Posicdes & 'H - ppm dC-ppm DEPT-135 gHSQC gHMBC
C (multiplicidade)
1 - 105,4 C - -
2 - 166,4 C - -
3 6,41 (d, J-2,5 Hz) 99,9 CH 99,9 105,4/ 111,6/ 165,6/
166,4
4 - 165,6 C - ;
5 6,46 (d, J-2,5 Hz) 111,6 CH 111,6 39,3/ 99,9/ 105,4/
165,6
6 - 148,6 ou 149,1 C - -
7 - 169,9 C - -
1’ - 111,2 C - -
2’ - 165,2 C - -
3’ 6,79 (d, J-2,3 Hz) 109,3 CH 109,3 111,2/ 116,6/ 155,0/
165,2
4 - 155,0 C - -
5 6,77 (d, J-2,3 Hz) 116,6 CH 116,6 109,3/ 111,2/ 155,0
6’ - 148,6 ou 149,1 C - -
7 - 173,3 C - -
17 2,93 - 3,00 (m) 39,3 CH, 39,3 105,4/111,6
2 1,61-1,77 (m) 25,7 ou 25,9 CH, 25,7/259 14,4/ 14,5/ 38,7/
39,3/ 148,6/ 149,1
37 0,93 - 1,00 (m) 14,4 ou 14,5 CHs 14,4/ 14,5 25,7/ 25,9/ 38,7/ 39,3
1 3,00 - 3,04 (m) 38,7 CH, 38,7 111,2/116,6
2 1,61-1,77 (m) 25,7 ou 25,9 CH, 25,7/259 14,4/ 14,5/ 38,7/
39,3/ 148,6/ 149,1
30 0,93 - 1,00 (m) 14,4 ou 14,5 CHs 14,4/ 14,5 25,7/ 25,9/ 38,7/ 39,3
4-OCH; 3,86 (s) 55,9 CHs 55,9 165,6

Solvente utilizado: acetona-d6; RMN °C (75MHz); RMN 'H (300MHz); s = singlete; d = duplete; m =
multiplete; J = Constante de acoplamento (Hz).
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Tabela 6 — Dados espectrais de RMN de 'H e **C do 4cido perlatélico.

Posicdes & 'H - ppm §°C-ppm  DEPT-135 gHSQC gHMBC

C (multiplicidade)

1 - 103,6 C - -

2 - 166,5 C - -

3 6,36 (sl) 99,0 CH 99,0 37,2/ 99,0/ 103,6/

164,9/ 111,4/ 166,5

4 - 164,9 C - -

5 6,36 (sl) 111,4 CH 111,4 37,2/ 99,0/ 103,6/

164,9/ 111,4/ 166,5

6 - 148,4 C - -

7 - 169,4 C - -

1’ - 108,9 C - -

2’ - 165,2 C - -

3’ 6,73 (d, J 2,2 Hz) 108,9 CH 108,9 108,9/ 116,1/ 154,9/

165,2

4 - 154,9 C - -

5 6,61(d, J 2,2 Hz) 116,1 CH 116,1 36,5/ 108,9/ 154,9
6’ - 149,9 C - ]

7 - 174,9 C - -

17 2,91 2,96 (m) 37,2 CH, 37,2 31,91/ 31,99/ 103,6/

111,4/ 148,4
2 1,23-1,62(m) 31,91 ou 31,99 CH, 31,91/31,99 29,7/31,3/ 36,5/ 37,2
37 1,23 -1,62 (m) 29,7 ou 31,3 CH, 29,7/31,3 29,7/ 31,3/ 36,5/ 37,2
4 1,23 -1,62 (m) 22,4 0u 22,6 CH, 22,4/122,6 29,7/ 31,3/ 36,5/ 37,2
5 0,83 - 0,91 (m) 14,0 CHs 14,0 29,7/ 31,3/ 36,5/ 37,2
1 2,96 — 3,01 (m) 36,5 CH, 36,5 31,91/ 31,99/ 108,9/
116,1/149,3
2 1,23-1,62(m) 31,91 ou 31,99 CH, 31,91/31,99 29,7/31,3/ 36,5/ 37,2
3 1,23 -1,62 (m) 29,7 ou 31,3 CH, 29,7/31,3 29,7/ 31,3/ 36,5/ 37,2
4 1,23 -1,62 (m) 22,4 0u 22,6 CH, 22,4/122,6 29,7/ 31,3/ 36,5/ 37,2
5 0,83 - 0,91 (m) 14,0 CHs 14,0 29,7/ 31,3/ 36,5/ 37,2
4-OCH; 3,82 (s) 55,4 CHs 55,4 164,9

Solvente utilizado: CDCls; RMN C (75MHz); RMN 'H (300MHz); s = singlete; sl = singlete largo; d =
duplete; m = multiplete; J = Constante de acoplamento (Hz).
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Depsidonas

De um total de dez substancias isoladas, quatro sdo da classe das depsidonas: 0s

acidos protocetrarico, fumarprotocetrarico, norstitico e psorémico.

6
9 HiC, COOH
8 7

acido protocetrarico (16)

acido norstitico (18) acido psordémico (15)
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Os espectros de hidrogénio (Espectros 5a, 6a, 7a e 8a) das depsidonas, acidos
protocetrarico (16), fumarprotocetrarico (17), norstitico (15) e psorémico (18) possuem
diversas semelhancas. Nestes espectros ha a presenca de dois singletes entre 2,20 e 2,46
ppm que sdo atribuidos aos hidrogénios das metilas 8 ¢ 8 dos &cidos protocetrérico e
fumarprotocetrarico e das metila 8 ¢ 9’ dos acidos norstitico e psordmico. Outra
semelhanca nos espectros € a presenca de um singlete entre 6,63 e 6,87 ppm. Este sinal,
caracteristico de hidrogénio ligado a anel aromatico, pertence ao hidrogénio ligado ao C-5
dos respectivos acidos. Além deste sinal, o acido psordmico apresenta mais um singlete em
7,10 ppm referente ao hidrogénio ligado ao C-1°. Todas as depsidonas em questdo também
apresentam um singlete entre 10,45 e 10,56 ppm tipica de hidrogénio de aldeido e um
singlete entre 11,95 e 12,15 ppm de hidroxila fenolica.

O 4cido protocetrarico e fumarprotocetrarico diferem entre si, no espectro de
hidrogénio, pela presenca de um singlete (referente a dois hidrogénios sobrepostos) em 6,64
ppm atribuido aos hidrogénios do C-2° e C-3 do grupo fumarato no &cido
fumarprotocetrarico. Além desta diferenca, o singlete referente a dois hidrogénios ligados
ao C-9’ possuem deslocamentos quimicos diferentes. No &cido fumarprotocetrarico, este
sinal encontra-se em 5,29 ppm e no acido protocetrarico, em 4,60.

Esta diferenca se deve a esterificacdo com o grupo fumarato que desprotege os
hidrogénios do C-9° do &cido fumarprotocetrarico devido ao efeito retirador de elétrons
exercido pela carbonila (C-1"7).

No espectro de hidrogénio do acido norstitico, ha a presenca de um duplete (J =7,5
Hz) em 6,78 ppm referente ao hidrogénio do C-8’ que se acopla com o H da hidroxila (C8’-
OH) em 8,30 ppm (d, J = 7,5 Hz).

O acido psordmico possui uma metoxila ligada ao anel aromatico. O singlete
referente aos trés hidrogénios desta metoxila aparece em 3,84 ppm no espectro.

Os espectros de *C (DEPT-135) (Espectros 5b, 6b, 7b e 8b) das depsidonas em
estudo também apresentam semelhancas entre eles. Ha dois sinais de CH3 entre 9,6 e 21,7
ppm referente aos carbonos das metilas 8 e 8 dos acidos protocetrarico e
fumarprotocetrarico e 8 e 9’ dos acidos norstitico e psoromico, um sinal de CH em
aproximadamente 117 ppm referente ao C-5, aléem da presenca de um sinal de CH entre

191,7 e 194,2 ppm referente ao carbono do aldeido presente nas depsidonas.
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O 4cido psordmico difere dos demais, no espectro de '*C (DEPT-135), pela
presenca de um sinal de CH3 em 56,2 ppm referente ao carbono da metoxila e de mais um
sinal de CH na regido de carbono de anel aromatico (107,7 ppm) referente ao C-1°. O
espectro de *C (DEPT-135) do &cido norstitico difere pela presenca de um sinal de CH em
95,0 ppm referente ao C-8’ do anel lactol.

H4 a presenca de um sinal de CH, no espectro de *C (DEPT-135) dos &cidos
fumarprotocetrarico e protocetrarico em 52,8 e 57,2 ppm, respectivamente, referente ao C-
9°. No acido fumaprotocetrarico, observa-se dois sinais de CH em 132,6 e 135,4 referentes
aos carbonos sp?do grupo fumarato (C-2>> e C-3").

Os sinais de **C (Espectros 5c, 6¢c, 7c e 8c) que ndo foram observados no
experimento de DEPT-135, foram atribuidos como carbonos quaternarios. Os sinais entre
107,7 e 166,0 ppm séo referentes aos carbonos dos anéis aromaticos. Os substituintes mais
eletronegativos (metoxila, fenol, éter) ligados aos carbonos do anel justificam os sinais
destes carbonos na regido de 160 ppm. Os carbonos do anel que estdo em posicdo orto ou
para a grupos retiradores de elétrons (aldeido, acido carboxilico e éster) justificam sinais na
regido de 140 ppm e os carbonos do anel que estdo em posicdo orto ou para a grupos
doadores de elétrons (metoxila ou hidroxila fendlica, éter) justificam sinais na regido de
110 ppm. A presenca e a posicdo destes grupos funcionais nas depsidonas foram
confirmadas por experimentos de correlacdo carbono - hidrogénio gHSQC e gHMBC
(Espectros 5d, 5e, 6d, 6e, 7d, 7e, 8d e 8e). Os dados espectrais de 'H e *C e suas
correlacdes nos experimentos de gHSQC e gHMBC das depsidonas estdo apresentados nas
tabelas 7, 8, 9 e 10.

Através dos dados apresentados, confirmamos as estruturas das depsidonas acidos
protocetrarico (16), fumarprotocetrarico (17), norstitico (15) e psordmico (18). Estes dados
estdo de acordo com aqueles ja reportados na literatura (SU et al., 2003; SUNDHOLM &
HUNECK, 1981).
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Posicdes 5 'H —ppm 8®C—-ppm DEPT-135 gHSQC gHMBC
C (multiplicidade)
1 - 111,8 C - -
2 - 163,9 C - -
3 - 114,4 C - -
4 - 163,8 C . ]
5 6,83 () 117,1 CH 117,1 21,4/ 111,8/ 163,8
6 - 152,0 C - -
7 - 161,2 C - -
8 2,38 (s) 21,4 CHjs 21,4 111,8/117,1/ 152,0
9 10,57 (s) 191,7 CH 191,7 163,8/ 163,9
I - 116,7 C - -
2 - 154,4 C - -
3 - 118,8 C - -
4 - 1446 C - -
5 - 141,9 C - -
6’ - 129,3 C - -
7 - 170,2 C - -
8’ 2,42 (s) 14,4 CHjs 14,4 116,7/ 129,3/ 141,9
9 4,60 (s) 52,8 CH, 52,8 118,8/ 144,6/ 154,4
-OH 11,95 (s) - - - -

Solvente utilizado: DMSO-d6; RMN °C (75MHz); RMN 'H (300MHz); s = singlete.
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Tabela 8 — Dados espectrais de RMN de *H e *3C do 4cido fumarprotocetrarico.

Posicoes 5 'H - ppm 8®C—-ppm DEPT-135 gHSQC gHMBC
C (multiplicidade)
1 - 112,5 C - -
2 - 166,0 C - -
3 - 112,4 C - -
4 - 165,0 C - -
5 6,83 () 117,6 CH 117,6 21,6/ 112,5/ 165,0
6 - 152,5 C - -
7 - 161,3 C - -
8 2,44 (s) 21,6 CH; 21,6 117,6/ 152,5
9 10,56 (s) 192,0 CH 192,0  112,4/165,0/ 166,0
I - 117,0 C - -
2’ - 155,9 C - -
3 - 113,6 C - -
4 - 146,0 C - -
5 - 142,5 C - -
6’ - 132,4 C . ]
7 - 170,6 C - -
o 2425 150 cH, 150 117,0/ 132,4/ 142,5/
155,9
9 5,29 (s) 57,1 CH, 57,1 113,6/ 146,0/ 155,9
17 - 164,4 C - -
2” 6,64 (s) 135,4 CH 1354  132,6/135,4/ 164,4
3 6,64 (s) 132,6 CH 132,6  132,6/135,4/ 164,4
4> - 164,4 C - -
-OH 11,98 (s) - - - -

Solvente utilizado: DMSO-d6; RMN °C (75MHz); RMN 'H (300MHz); s = singlete.
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Tabela 9 — Dados espectrais de RMN de *H e **C do 4cido norstitico.

Posicdes & 'H - ppm 8BC-ppm DEPT-135 gHSQC gHMBC
C (multiplicidade)
1 - 111,9 C - -
2 - 166,2 C - -
3 - 110,7 C - -
4 - 164,0 C - -
5 6,87 (d, J7,5) 117,4 CH 117,4 21,5/111,9/ 164,0
6 - 152,4 C - -
7 - 160,4 C - -
8 2,45 (s) 21,5 CHs 21,5 111,9/117,4/ 152,4
9 10,45 (s) 192,7 CH 192,7 164,0
I’ - 109,2 C - -
2’ - 152,0 C - -
3’ - 121,0 C - -
4 - 147,9 C - -
5 - 137,4 C - -
6’ - 135,9 C - -
7 - 163,6 C - -
8’ 6,78 (s) 95,0 CH 95,0 -
9 2,20 (s) 9,7 CHs 9,7 121,0/ 147,9/ 152,0
8’-OH 8,30 (d, J 7,5) - - - ]
-OH 10,26 (s) - - - -
-OH 12,06 (s) - - - -

Solvente utilizado: DMSO-d6; RMN °C (75MHz); RMN 'H (300MHz); s = singlete; d = duplete; J =
Constante de acoplamento (Hz).
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Tabela 10 — Dados espectrais de RMN de *H e **C do 4cido psordmico.

Posicdes & 'H - ppm 8BC-ppm DEPT-135 gHSQC gHMBC
C (multiplicidade)
1 - 111,9 C - -
2 - 164,8 C - -
3 - 110,9 C - -
4 - 164,2 C - -
5 6,84 (s) 117,3 CH 117,3 21,6/ 110,9/ 111,9/
164,2
6 - 152,8 C - -
7 - 161,0 C - -
8 2,46 (s) 21,6 CHs 21,6 111,9/117,3/ 152,8
9 10,46 (s) 194,2 CH 194,2 110,9/ 117,3/ 164,2/
164,8
I’ 7,10 (s) 107,9 CH 107,9 122,8/ 142,6/ 154,7/
166,1
2’ - 154,7 C - -
3’ - 122,8 C - -
4 - 143,4 C - -
5 - 142,6 C - -
6’ - 123,3 C - -
8’ - 166,1 C - -
9 2,20 (s) 9,6 CHs 9,6 122,8/ 143,4/ 154,7
2°-OCH, 3,84 (s) 56,2 CHs 56,2 154,7
4-OH 12,15 (s) - - - -

Solvente utilizado: DMSO-d6; RMN °C (75MHz); RMN 'H (300MHz); s = singlete.
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Acido Usnico e Liquexantona

R - (+) &cido Usnico (13)

liquexantona ( 14 )

O espectro de hidrogénio (Espectro 9a) do acido Usnico (13) apresenta oito sinais.
Destes sinais, quatro singletes sdo referentes a 12 hidrogénios de metilas, um singlete
referente a um hidrogénio de anel aromatico e trés singletes referentes a trés hidrogénios de
hidroxila fendlica.

O espectro de **C (DEPT - 135) (Espectro 9b) apresenta cinco sinais de CHs ou
CH, confirmando assim a presenca de quatro metilas e um CH de anel aromatico. Ja o
espectro de *C (Espectro 9b) mostrou-se com 18 sinais caracterizando assim os 18
carbonos do acido uUsnico. Os sinais que ndo aparecem no experimento de DEPT-135
correspondem a sinais de carbono quaternario. Os sinais na regido entre 101,5 e 109,2 ppm
sdo caracteristicos de carbonos sp? substituido por 4&tomos de carbono. A presenca de um
sinal em 59,0 ppm caracteriza a presenca de um carbono tetrasubstituido por outros quatro
carbonos. A presenca de cinco sinais entre 155,2 e 191,7 ppm indica cinco carbonos sp?
com substituinte contendo oxigénio, e os 3 sinais entre 198,0 e 201,8 ppm, indicam a
presenca de trés carbonos carbonilicos.

A presenca e a posicdo dos grupos funcionais do &cido usnico foram confirmadas

por experimentos de correlacdo carbono - hidrogénio gHSQC e gHMBC (Espectros 9d,
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9e;, 9e;, e 9e;). Os dados espectrais de 'H e '*C e suas correlagdes nos experimentos de
gHSQC e gHMBC do &cido Usnico estdo apresentados na tabela 11.

O espectro de hidrogénio da xantona liquexantona (14) (Espectro 10a) apresenta
oito sinais. Destes sinais, dois singletes sdo referentes a seis hidrogénios de metoxilas, um
singlete correspondente a trés hidrogénios de metila, quatro dupletes relativos a quatro
hidrogénios de anel aromatico e um singlete referente a um hidrogénio de hidroxila
fendlica. As constantes de acoplamento para os dupletes referentes aos hidrogénios de anel
aromatico possuem valor de 2,3 Hz caracteristico ao acoplamento de posi¢do “meta” no
anel aromatico.

O espectro de **C (DEPT - 135) (Espectro 10b) apresenta sete sinais de CHs ou CH
confirmando assim a presenca de duas metoxilas, uma metila e quatro carbonos (CH)
ligados a anel aromético. Ja o espectro de *C (Espectro 10c) mostrou-se com 16 sinais
caracterizando assim o0s 16 carbonos da liquexantona. Os sinais que ndo se revelaram no
espectro de *C (DEPT - 135) correspondem a cinco sinais de carbono quaternario na
regido entre 156,9 e 165,8 ppm caracteristicos de carbonos de anel aromético ligados a um
oxigénio. A presenca de um sinal em 182,3 ppm indica um carbono carbonilico e sinais em
104,1; 112,9 e 143,4 ppm indicam a presenca de trés carbonos quaternarios de anel
aromatico ligados a outros carbonos.

O espectro bidimensional gHMBC (Espectro 10e; e 10e,) mostrou que 0s sinais de
H das metoxilas correlaciona com os sinais dos carbonos do anel aroméatico em 163,7 e
165,8 ppm. A posicao dos hidrogénios do anel aromatico foram definidas também por esta
técnica. O hidrogénio referente ao deslocamento em 6,26 ppm correlaciona com 0s
carbonos em 92,0; 104,1 e 165,8 ppm e o hidrogénio referente ao deslocamento em 6,27
ppm correlaciona com os carbonos 96,7; 104,1 e 156,9 ppm. Com estas informacdes e com
o fato de que ocorre um acoplamento de 2,3 Hz referente a acoplamento meta, foi possivel
definir a posicdo destes hidrogénios e a posicao dos carbonos vizinhos ao CH.

A elucidacdo dos substituintes do outro anel aromatico da liquexantona foi realizada
com base na discussdo anterior. O hidrogénio referente ao sinal em 6,62 ppm correlaciona
com os carbonos em 112,9; 159,4 e 163,7 ppm. Este hidrogénio acopla com o hidrogénio

em 6,60 ppm (2,3 Hz) que correlaciona (gHMBC) com os carbonos em 112,9; 159,4 e
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163,7 ppm. Os dados espectrais de *H e **C e suas correlaces nos experimentos de gHSQC
e gHMBC da liquexantona esté&o apresentados na tabela 11.

Através da analise dos espectros de 'H e 3C apresentados, confirmamos as
estruturas do &cido Usnico (13) e da liquexantona (14). Estes dados estdo de acordo com
aqueles ja reportados na literatura (RASHID et al., 1999; MICHELETTI et al., 2009).

Tabela 11 — Dados espectrais de RMN de *H e **C do 4cido dsnico.

Posicdes & 'H - ppm 8BC-ppm DEPT-135 gHSQC gHMBC
C (multiplicidade)
1 - 198,0 C - -
2 - 105,2 C - -
3 - 191,7 C - -
4 5,95 (s) 98,3 CH 98,3 59,0/ 105,2/ 179,3
4a - 179,3 C - -
5a - 155,2 C - -
6 - 101,5 C - -
7 - 163,8 C - -
8 - 109,2 C - -
9 - 157,4 C - -
9a - 103,9 C - -
9% - 59,0 C - -
2-CO - 201,8 C - -
2-COCH, 2,63 (s) 27,9 CHs 27,9 105,2/ 201,8
6-CO - 200,3 C - -
6-COCH, 2,64 (s) 31,3 CHs 31,3 101,5/ 200,3
8-CHj 2,07 (s) 75 CHs 7,5 109,2/ 157,4/ 163,8
9b-CHs 1,73 (s) 32,1 CHs; 32,1 59,02/ 103,9/ 179,3/
198,0
3-OH 18,82 (s) - - - 27,9/ 98,3/ 105,2/
191,7/201,8
7-OH 13,28 (s) - - - 101,5/ 109,2/ 163,8
9-OH 11,00 (s) - - - 103,9/ 109,2/ 157,4

Solvente utilizado: CDCls; RMN *C (75MHz); RMN "H (300MHz), s = singlete.
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Tabela 12 — Dados espectrais de RMN de *H e **C da liquexantona.

Posigbes & 'H —ppm §°C-ppm DEPT-135 gHSQC gHMBC
C (multiplicidade)
1 - 163,7 C - -
2 6,26 (d, 2,3) 96,7 CH 96,7 92,0/ 104,1/ 165,8
3 - 165,8 C - -
4 6,27 (d, 2,3) 92,0 CH 92,0 96,7/ 104,1/ 156,9/
165,8
4a - 156,9 C - -
5 6,62 (d, 2,3) 98,4 CH 98,4 112,9/ 159,4/ 163,7
6 - 163,7 C - -
7 6,60 (d, 2,3) 115,4 CH 115,4 112,9
8 - 143,4 C - -
8a - 112,9 C - -
9 - 182,3 C - -
9a - 104,1 C - -
10a - 159,4 C - -
8-CH; 2,80 (s) 23,4 CHs 23,4 115,4/ 143,4
3-OCHj; 3,84 (s) 55,6 ou 55,7 CH; 55,6/ 55,7 165,8
6-OCHj; 3,86 () 55,6 ou 55,7 CH; 55,6/ 55,7 163,7
1-OH 13,35 (s) - - - -

Solvente utilizado: DMSO-d6; RMN *C (75MHz); RMN 'H (300MHz); s = singlete; d = duplete; J =
Constante de acoplamento (Hz).

4.2 Ensaios Enzimaticos

Bioautografia

Os compostos R-(+)-acido usnico (13), liguexantona (14), acido psordmico (15),

acido protocetrarico (16), acido fumarprotocetrarico (17), acido norstitico (18), &cido

difractaico (19), acido divaricéatico (20), acido perlatélico (22) e atranorina (21) foram

avaliados, preliminarmente, quanto ao potencial de inibicdo da enzima tirosinase por meio
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do ensaio de bioautografia (Figura 3). O aparecimento de manchas claras indica que a
substancia avaliada promove a inibigéo da enzima tirosinase impedindo a reacdo da mesma
com seu substrato. Isto ocorre, pois 0 produto da catélise enzimética, dopacromo, ndo é
formado.

Observa-se que atranorina (21) e liquexantona (14) ndo inibiram a enzima, pois
manchas claras ndo sdo observadas nos locais onde estes compostos foram aplicados,
enquanto que o acido difractaico (19) e o acido norstitico (18) inibiram fracamente a
enzima, pois nota-se o aparecimento de algumas manchas claras sutis. As manchas tornam-
se mais claras na presenca dos &cidos usnico (13), protocetrarico (16), fumarprotocetrarico
(17), divaricético (20) e perlatolico (22) mostrando que a partir de 2,5 ug estes compostos
inibiram mais efetivamente a enzima, com exce¢do do acido usnico (13), onde este
comportamento é observado a partir de 5,0 xg. Dentre 0os compostos avaliados o &cido
psorémico (15) foi o mais ativo pois as aplicacdes acima de 5,0 xg proporcionaram a
formacdo de manchas claras intensas.

Diante destes resultados, os compostos que apresentaram atividade inibitoria foram
submetidos a ensaios de solubilidade em meio tamponado (tampédo fosfato 66,7 mM pH
6,8). Os 4&cidos fumarprotocetrarico (17), protocetrarico (16) e psorémico (15)
apresentaram solubilidade suficiente no meio reacional apropriado para a realizacdo de

ensaios, em solucdo, de cinética enzimatica.
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Figura 3 — Reacdo da tirosinase e seu substrato (L-DOPA) em placa de silica na
presenca de 0,6 a 15,0 g dos compostos 21. atranorina; 14. liquexantona; 13. &cido
usnico; 18. &cido difractéico; 16. acido protocetrarico; 17. &cido fumarprotocetrarico;
22. acido perlatdlico; 19. acido divaricatico; 18. acido norstitico e 15. acido psorémico.

Ensaios em Solucéo
Os ensaios em solucdo foram realizados em triplicata na presenca de um controle

(meio reacional sem enzima) e um branco (meio reacional sem amostra), registrando a

variacdo da absorbancia em fungdo do tempo. Antes de iniciar 0s ensaios com 0s
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compostos fendlicos, foram realizados experimentos a fim de padronizar o método para

definir as concentragdes ideais da enzima e do substrato e verificar o efeito do solvente.

Padronizacgdo da Técnica

A figura 4 mostra o resultado do efeito da concentracdo do substrato (L-DOPA)

frente & enzima (3,3 ©g/mL) medido pela variacdo de absorbancia durante 10 minutos.
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Figura 4 — Efeito da concentracdo de L-DOPA (0,075 a 0,900 mM) na
atividade enzimatica (3,3 uxg/mL da enzima) medido pela variacdo de
absorbéancia (em 475 nm) em funcéo do tempo de reacao.

Neste grafico (Figura 4), observa-se que a formacdo quase completa do produto
ocorreu apés aproximadamente 5 minutos para as concentracoes de L-DOPA testadas. Esta
interpretacdo é possivel, pois o grafico indica uma mudanca do coeficiente angular nas
curvas apos este periodo. O coeficiente angular tende a zero (uma constante) apos este

intervalo de tempo. Além disso, observa-se registros de absorbancia acima de 0,700 para as
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concentragdes mais altas de L-DOPA, o que prejudica a linearidade do método. Sendo

assim foi realizado outros ensaios com concentra¢fes mais baixas da enzima.

O gréfico da figura 5 mostra os resultados obtidos com uma concentracdo de

enzima de 2,5 pg/mL.
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Figura 5 — Efeito da concentracdo de L-DOPA (0,075 a 0,900 mM) na
atividade enzimatica (2,5 ug/mL da enzima) medido pela variacdo de
absorbéancia (em 475 nm) em funcéo do tempo de reacéo.

Os resultados apresentados na figura 5 mostram o mesmo perfil daquele obtido na

figura 4, indicando a necessidade de reduzir ainda mais a concentracdo da enzima. Os

resultados apresentados na figura 6 se referem a concentracéo da enzima de 2,0 zg/mL.

Avaliando os gréaficos acima (figuras 4, 5 e 6), optou-se por trabalhar com a solugédo

da enzima na concentragdo de 2,0 xg/mL no meio reacional pois a faixa de absorgéo

(absorbancia) para as concentracdes de L-DOPA ndo ultrapassa 0,7. Isto confere ao método

uma linearidade maior.
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Figura 6 — Efeito da concentracdo de L-DOPA (0,075 a 0,900 mM)
na atividade enzimatica (2,0 xg/mL da enzima) medido pela variacdo
de absorbancia (em 475 nm) em fungdo do tempo de reagéo.

Os resultados indicam que ndo ha uma variagdo significativa da velocidade da
reacao (coeficiente angular) para concentracdes de L-DOPA acima de 0,6 mM. Portanto,
nesta concentracdo, € possivel considerar que a velocidade da reacdo enzimatica é maxima.
Acima desta concentracdo, ndo ha mais variacdo de velocidade pois ndo é possivel
aumentar a velocidade da catalise enzimatica. Sendo assim, as concentracfes de L-DOPA
escolhidas para os ensaios com os acidos fumarprotocetrarico (17), protocetrarico (16) e
psorémico (15) foram até 0,600 mM.

A analise do grafico representado na figura 6 indica também que o intervalo de
tempo de reacdo mais adequado para realizar 0s ensaios de cinética enzimatica é de 0 a 5
minutos, visto que neste intervalo, o comportamento da reacdo é linear, ou seja, a
absorbancia aumenta diretamente proporcional ao tempo em uma mesma razdo. Apos 5
minutos, esta razdo muda alterando o coeficiente angular da reta, pois a reacdo enzima-
substrato ocorre em uma velocidade menor devido a reducdo da concentracdo de L-DOPA

disponivel no meio.
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A variacdo da absorbancia é diretamente proporcional a quantidade de produto
formado (dopacromo) na reacdo. A concentracdo de dopacromo formada no meio é
possivel ser determinada por meio da formula de Lambert-Beer:

A=¢.l.c
Onde, A = absorbancia; & = absortividade molar do produto
(dopacromo em M™.cm™); | = largura da cubeta (distancia do
caminho Optico em cm); ¢ = concentracdo do produto (dopacromo
em mol/L).

Rearranjando a formula, podemos obter a concentracdo de dopacromo formado
dividindo a absorbancia pela absortividade molar do dopacromo (3.700 M™.cm™)

multiplicado pela largura da cubeta (1,0 cm).

c=_A_
e. |l

O grafico representado na figura 7 mostra a relagdo de dopacromo formado em
funcdo do tempo de reacéo.

A analise por Regressdo Linear foi realizada com o auxilio do programa Origin 6.0
para determinar o coeficiente angular de cada reta. O valor obtido corresponde a velocidade
inicial da formacdo de dopacromo (xM/min). Esta velocidade é considerada a velocidade
inicial ja que ndo ha uma variacéo significativa deste coeficiente nos primeiros 5 minutos
de reacdo. A tabela 13 relaciona a velocidade inicial de cada reta com seu respectivo
coeficiente de correlacdo (R?). Também esta relacionado o inverso da velocidade (1/Vo)
bem como o inverso da concentracdo do substrato (1/[S]) para a plotagem do gréfico de
Lineweaver-Burk para a analise dos valores de Ky e Vmax da enzima. Ky € um termo,
referido também como Constante de Michaelis, que significa a metade da concentracdo (em
molaridade) de substrato necessario para se obter a velocidade méxima da catélise
enzimatica. O termo Vmax Se refere a velocidade maxima da catalise enzimatica quando a

concentracdo de substrato € infinita em relacdo a enzima (COPELAND, 2005).
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Figura 7 — Concentracdo de dopacromo formado (M) na reacdo enzimatica
em funcdo do tempo. As concentracfes de L-DOPA foram de 0,075 a 0,900

mM e da enzima de 2,0 ug/mL.

Tabela 13 — Relacao entre as concentracGes de L-DOPA e os valores de Vo, 1/Vo, 1/[S] e

R?,
L-DOPA 0,075 0,150 0,300 0,450 0,600 0,900
(mM)
Vo 5,37 8,92 13,9 18,3 21,2 22.6
1/V, 0,186 0,112 0,072 0,054 0,047 0,044
1/[S] 13,3 6,67 3,33 2,22 1,67 1,11
R? 0,994 0,992 0,994 0,993 0,994 0,996

Com estes dados, plotou-se o grafico de duplo-reciproco (Lineweaver-Burk)

(Figura 8). O grafico nos fornece uma estimativa dos valores de Ky e Vmax da reagédo

enzimatica.
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A equacdo da reta, fornecida pelo programa Origin 6.0 é y = 0,03034 + 0,01181x.
Por extrapolagdo, podemos identificar o ponto onde a reta cruza as abscissas x e y. Estes
valores correspondem respectivamente aos valores de -1/Ky e 1/Vmax. Sendo assim o valor
de Ky da enzima tirosinase utilizada é 0,39 mM e o valor de da sua velocidade méaxima é
32,96 uM/min. O valor de Ky nos informa a quantidade de substrato necessaria para que a
enzima atinja metade da sua velocidade maxima de catélise. Dessa forma a quantidade de
substrato tedrico para que ocorra a catalise na velocidade méaxima é de 0,78 mM de L-
DOPA. A velocidade méaxima nos indica a quantidade de produto formado por minuto pela
catéalise enzimatica no meio reacional onde o substrato esta presente em excesso (infinito)

por unidade de tempo.

.-l
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Figura 8 — Gréafico duplo-reciproco (Lineweaver-Burk) da reacdo da
enzima tirosinase com seu substrato L-DOPA.

De acordo com a figura 7, as concentra¢des de L-DOPA acima de 0,600 mM néo

apresentaram variacdo significativa na reacdo enzimatica, apesar do célculo tedrico
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demonstrar que a quantidade de L-DOPA para que a enzima catalise o substrato na
velocidade méaxima é 0,78 mM. Dessa forma, as concentracdes escolhidas para trabalhar
com L-DOPA foram de 0,050 a 0,600 mM. A tabela 14 relaciona os parametros cinéticos

da enzima tirosinase utilizada no presente trabalho.

Tabela 14 — Pardmetros cinéticos da enzima tirosinase utilizada no presente trabalho.

Parametros A B

Unidade Enziméatica

5 P -5 ia-l
(mmol produto formado / min) 6,6 x 10° mmol.min 5,1 x 10” mmol.min

Atividade Enzimatica
Especifica 1,6 x 102 mmol.min™.mg™ 2,5 x 10% mmol.min™.mg’
(unidade / mg enzima)

1

Constante Catalitica N 1,98 x 10% mol.min®.mol* 1,53 x 10° mol.min.mol*
(unidade / mol de enzima*)
Numero de Turnover
(constante catalitica / niimero de 1,98 x 10° 1,53 x 10°
sitio ativo)

* Peso molecular da enzima tirosinase = 120.000 g / mol (STROTHKAMP et al., 1976).

A - Caélculos realizados a partir do Vmax (intersec¢do do eixo y) do branco do grafico de
Lineweaver-Burk.

B - Calculos realizados a partir do coeficiente angular do grafico com 0,600 mM de L-
DOPA.

Os parametros cinéticos enzimaticos foram definidos como:

Unidade Enzimatica: Quantidade de produto formado (dopacromo em mmol) por
minuto. Este valor foi obtido através do coeficiente angular da reta ao plotar um gréfico da
concentracdo de produto formado vs. tempo (minuto) (exemplo: figura 7)

Atividade Enzimatica Especifica: Quantidade de produto formado (dopacromo em
mmol) por minuto por mg de enzima (unidade enzimética / mg de enzima). Este valor foi
obtido dividindo o valor da unidade enzimatica calculada (no item anterior) pela quantidade
(mg) de enzima adicionada no ensaio.

Constante Catalitica: quantidade de produto formado (dopacromo em mmol) por

minuto por mol de enzima. Este valor foi calculado dividindo o valor da unidade
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enzimatica calculada (acima) pela quantidade (mol) de enzima adicionada no ensaio, sendo
que o P.M. da tirosinase é 120.000 g / mol (STROTHKAMP et al., 1976).

Numero de Turnover: quantidade de produto formado (dopacromo em mmol) por
minuto por mol de enzima por quantidade de sitios ativos. Este valor foi calculado com
base no item anterior dividindo pelo nimero de sitios ativos da tirosinase, que possui

somente um.

Efeito do Solvente

O uso de DMSO foi necessario para solubilizar os compostos fendlicos submetidos
aos ensaios enzimaticos devido a baixa solubilidade destes compostos em meio aquoso. Foi
determinado, entdo, a influéncia do solvente na reacdo entre a enzima e L-DOPA. Nota-se,
pela analise da figura 9, que a medida que se aumenta a concentracdo de DMSO a
absorbancia diminui. Isto indica que ocorre uma diminuicdo na formacdo de produto
(dopacromo) formado. O DMSO, portanto, diminui a velocidade da reacdo enzimatica.

Uma hipdtese para a explicacdo deste fendmeno é o efeito de desidratacdo que o
DMSO pode provocar por ser uma substancia muito higroscépica. Sendo assim, a
hidratacdo da enzima € prejudicada podendo influenciar na sua conformacao tridimensional
prejudicando a interacdo e a reacdo com o substrato. Além disso, ligacGes de hidrogénio
podem ocorrer entre 0 oxigénio do DMSO e os residuos de aminoacidos modificando a
conformacdo da enzima. A viscosidade do DMSO é outro importante fator que pode
prejudicar a catalise enzimatica, pois dificulta a mobilidade do substrato e a interacdo desse
com o sitio ativo cuja flexibilidade também pode ser afetada (MATOBA et al., 2006).

A maioria dos trabalhos que tratam de compostos que modulam a cinética da
enzima tirosinase utilizam de 3,0 a 10,0% de DMSO ou etanol na concentracdo final
referente a0 meio reacional para a solubilizar as amostras em estudo (JIMENEZ et al.,
2001; NERYA et al., 2004; KUBO et al., 1999; QIU et al., 2009). Para os compostos que
foram submetidos aos ensaios em solucdo, foi necessario utilizar 10,0% de DMSO em

tampao fosfato para solubiliza-los.
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Figura 9 — Efeito do DMSO na reacdo da enzima tirosinase com L-
DOPA. As curvas representam diferentes concentracdes de DMSO
utilizadas: 1. branco (auséncia de DMSO); 2. 2,5%; 3. 5,0%; 4.
7,5%; 5. 10,0%.

4.3 Moduladores Enzimaticos

Compostos que alteram de alguma forma a atividade de uma enzima sdo
denominados moduladores enzimaticos. Eles podem alterar a atividade catalitica da enzima
inibindo-a ou ativando-a.

Inibidores enzimaticos sdo compostos que interferem diminuindo a velocidade da
catalise enzimética, podendo ser reversiveis ou irreversiveis. Os inibidores irreversiveis sao
aqueles que formam ligac6es covalentes com as enzimas inviabilizando-as de suas fungdes
cataliticas permanentemente. Ja os reversiveis podem ser classificados em quatro tipos.

1. Competitivo: O inibidor compete com o substrato pelo sitio ativo enzimatico. Em
geral, estes inibidores formam um complexo com a enzima, na regido do sitio ativo, sem
provocar catalise (COPELAND, 2005). Como o inibidor se liga de forma reversivel a

enzima, a competicdo com o substrato pode ser desfavorecida se a quantidade de substrato
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aumentar, pois a probabilidade do inibidor se ligar a enzima ou permanecer ligado a ela é
minimizada (NELSON & COX, 2005).

2. Nédo-competitivo: O inibidor e o substrato se ligam & enzima simultaneamente,
mas ndo competem pelo sitio ativo devido a diferenca estrutural entre 0os compostos. A
presenca do inibidor ligado a enzima dificulta a catalise do substrato (COPELAND, 2005).
Sendo assim, o grau de inibicdo ndo é afetado com mudancas nas concentracBes do
substrato.

3. Incompetitivo: O inibidor se liga a enzima apés a ligacdo da enzima com seu
substrato, pois o substrato causa uma mudancga na conformacdo enzimatica expondo sitios
para o inibidor se ligar. Ap6s a ligacdo do inibidor a enzima, a finalizacdo da catalise do
substrato torna-se mais dificil de acontecer. Dessa forma, uma mudanca na concentragao do
substrato pode aumentar o grau de inibigéo.

4. Misto: O tipo de inibicdo mista, ndo se refere a dois tipos de inibigdes que
acontecem simultaneamente (SABOURY, 2009). Este tipo é uma variacdo de inibi¢cdo nao-
competitiva, e é classificado a parte. Neste caso, ocorre a ligagdo simultanea do substrato e
do inibidor com a enzima em sitios diferentes, sem competir pelo sitio ativo, similarmente a
um inibidor ndo-competitivo. No entanto, o grau de inibicdo é afetado com mudancas na
concentracdo do substrato dependendo da interacéo entre os sitios onde ocorrem as ligacoes
da enzima com o substrato e com o inibidor.

Um ativador enzimatico reversivel também pode ser classificado em 4 tipos
diferentes em funcdo da forma como ocorre a ativacdo. Para isto, dois parametros sao
considerados: a constante catalitica (kp ou p) e a afinidade de ligagdo enzima-substrato (o).
A ativacdo enzimatica depende da relevancia do papel que estes dois parametros
desempenham na catalise enzimatica (SABOURY, 2009).

1. (o> > 1): Se o modulador diminuir a afinidade da ligacéo entre o substrato e a
enzima (oo > 1) mas aumentar a constante catalitica (# > 1), ocorrerd inbicdo enzimatica
quando as concentracdes do substrato forem baixas e ativacdo em altas concentracdes do
substrato. No entanto se o valor de  aumentar, podera ocorrer ativagdo enzimatica mesmo
com baixas concentragdes de substrato.

2. (o = f>1): Se 0o modulador diminuir a afinidade da ligagdo entre o substrato e a

enzima (o > 1) e aumentar a constante catalitica (4> 1) mas ambos 0s parametro possuirem
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a mesma relevancia para o sistema ocorrera uma ativacdo enzimatica diminuindo o valor de
Kwm e aumentando o valor de Vmaxa medida que se aumenta a concentragdo do ativador.

3. (o =1e f#>1): Neste caso, 0 modulador ndo age na afinidade de ligacdo enzima-
substrato mas aumenta a constante catalitica da reacéo.

4. (f=1e a<1): Omodulador ndo influencia na constante catalitica, mas aumenta
a afinidade da enzima com o substrato.

Os tipos de inibidores e ativadores reversiveis podem ser estudados por meio de
graficos de Lineweaver-Burk que relacionam o inverso da velocidade da reacdo catalitica
com o inverso da concentracdo do substrato. Estes gréaficos sdo Uteis para estimar o valor da
velocidade maxima (Vmax) da reacdo e o valor da constante de Michaelis (Kyu). Na presenca
de diferentes concentragdes de um inibidor / ativador enzimatico, é possivel verificar se ha
alteracdes nos valores de Vmax € de Ky ja que no grafico, X = 0 corresponde ao inverso do

valor de Vmax € Y = 0 corresponde ao inverso do valor de -K.

4.4 Efeito do Acido Fumarprotocetrarico na Cinética da Enzima Tirosinase

Os resultados da atividade do acido fumarprotocetrarico (17) sobre a enzima
tirosinase, em inibicdo percentual (%I), estdo indicados na tabela 15. Para valores de %l
positivos atribui-se ao composto a condi¢do de inibidor enzimatico, enquanto que para
valores %I negativos, considera-se ativante. Os valores, neste caso, sdo todos positivos,
portanto pode-se afirmar que o acido fumarprotocetrarico atua como um inibidor da
tirosinase. A medida que se aumenta a concentracdo do inibidor, o percentual de inibicdo
enzimatica também aumenta. No entanto, a medida em que se aumenta a concentracdo do
substrato (L-DOPA), ndo ocorre um efeito de inibicdo proporcional. Para cada
concentracdo de substrato, ocorre um grau diferente de inibicdo. Néo é possivel prever o
tipo de inibicdo que estd ocorrendo somente com estas informacdes devido a falta de
proporcionalidade do percentual inibitério promovido pela variacdo do inibidor e do

substrato.
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Tabela 15 — Inibicdo da enzima tirosinase (expressa em %) pela acdo do &cido
fumarprotocetrarico apds 5 minutos de reacao.

[Substrato] 0lmM 02mM 03mM 04mM 05mM 0,6 mM

[Inibidor]

0,200 mM 13,1 20,4 5,2 2,0 7,2 12,5
0,300 mM 18,5 18,1 12,9 10,7 13,9 23,4
0,500 mM 22,2 21,5 18,1 30,5 16,9 32,2
0,600 mM 44.4 32,6 24,6 39,9 26,0 39,8

A forma mais utilizada para avaliar o tipo de inibicdo que esta ocorrendo no meio
reacional é plotando um grafico de Lineweaver-Burk. Segundo Saboury (2009), o grafico
1/V, contra 1/[S], onde as curvas plotadas para a reacdo com diferentes concentracdes do
inibidor séo paralelas a curva referente a reacdo sem inibidor (Branco) caracteriza um
comportamento de inibicdo incompetitiva. Nas concentra¢des de 0,2 a 0,5 mM do acido
fumarprotocetrarico, tanto o Ky quanto 0 Vpax diminuem a medida que se aumenta a
concentracdo deste acido (Tabela 16). No entanto, o ensaio com a concentracdo de 0,6 mM
de inibidor proporcionou uma inibi¢cdo do tipo mista (o < 1), Neste caso, Ky € Vmax
também variam em relac@o ao branco, no entanto, a curva desta reacdo intersecta o branco
no quadrante I11 do plano cartesiano. Nos ensaios realizados, o acido fumarprotocetrarico se
comportou como um inibidor incompetitivo nas concentracdes de 0,2 a 0,5 mM e na
concentracdo de 0,6 mM passou a se comportar como um inibidor do tipo misto (Figura
10).

Na inibicdo do tipo mista, o fenbmeno que rege o quadrante em que as curvas se
intersectam é a afinidade de ligacdo («) do substrato e do inibidor com a enzima. Quando
a < 1 a ligacdo do substrato na enzima aumenta a afinidade do inibidor com a enzima e
vice-versa e a interseccao das curvas ocorre no quadrante I11. A este comportamento, da-se
o nome de Cooperativismo, ja que a ligacdo da enzima com um composto aumenta a forca
da ligacdo da enzima com o outro composto. Quando « > 1, a ligacdo do substrato na
enzima diminui a afinidade do inibidor com a enzima e vice-versa e a interseccao das

curvas ocorre no quadrante Il. A este comportamento da-se o0 nome de Anticooperativismo,
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ja que a ligacdo da enzima com um composto diminui a forca da ligacdo da enzima com o
outro composto (SABOURY, 2009). Como indicado no gréfico representado na figura 10,
a curva da concentragdo 0,6 mM de inbidor intersecta a curva do branco no quadrante 111
(indicado pela seta). Isto indica que o &cido fumarprotocetrarico, nesta concentracao,
promove uma ligacdo do tipo cooperativa aumentando a afinidade da enzima com seu

substrato (ou vice versa).
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Figura 10 — Gréafico duplo-reciproco Lineweaver-Burk da cinética da reacdo de
oxidacdo da L-DOPA catalisada pela enzima tirosinase na presenca de diferentes
concentracdes de acido fumarprotocetrarico, para as curvas de 1 a 5: 1 (branco); 2 (0,2
mM); 3 (0,3 mM); 4 (0,5 mM) e 5 (0,6 mM). A seta indica o local da interseccdo da
curva referente ao branco com a curva referente ao ensaio com 0,6 mM do éacido
fumarprotocetrarico. Todas curvas possuem R? acima de 0,99.
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Tabela 16 — Efeito de concentracdo do acido fumarprotocetrarico nos
parametros cinéticos da catélise enzimatica da tirosinase com L-DOPA.
Acido

fumarprotocetrarico Knm (MM) Vimax (uM/min)
Branco 1,78 64,5
0,200 mM 1,03 354
0,300 mM 0,79 27,7
0,500 mM 0,58 20,4
0,600 MM 0,70 20,0

Os parametros cinéticos da tirosinase utilizada nos ensaios com o acido

fumarprotocetrarico foram calculados e estdo descritos na tabela 17.

Tabela 17 — Pardmetros cinéticos da enzima tirosinase no ensaio com o acido
fumarprotocetrarico.

Parametros A B

Unidade Enzimatica

-4 i1 5 P
(mmol produto formado / min) 1,3 x10™ mmol.min 3,6 X 10° mmol.min

Atividade Enzimatica
Especifica 3,3x 102 mmol.min*.mg™ 9,0 x 10 mmol.min™*.mg’
(unidade / mg enzima)

1

Constante Catalitica N 3,90 x 10° mol.min™.mol™ 1,08 x 10° mol.min™.mol™*
(unidade / mol de enzima*)
Numero de Turnover
(constante catalitica / nimero de 3,90 x 10° 1,08 x 10°
sitio ativo)

* Peso molecular da tirosinase = 120.000 g / mol (STROTHKAMP et al., 1976).

A - Calculos realizados a partir do valor de Vmax (interseccdo do eixo y) do branco do
gréfico de Lineweaver-Burk.

B - Calculos realizados a partir do coeficiente angular do gréfico (Figura 10) com 0,600
mM de L-DOPA.
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4.5 Efeito do Acido Protocetrarico na Cinética da Enzima Tirosinase

Os resultados da atividade do &cido protocetrérico (16) sobre a enzima tirosinase,
em inibicdo percentual (%l), estdo indicados na tabela 18. Os valores, neste caso, variam
entre positivo e negativo principalmente em fungdo da concentragdo do substrato. Sendo
assim, este acido pode atuar como ativante ou como inibidor. Nas concentracées, 0,3 a 0,5
mM de L-DOPA observa-se somente valores negativos indicando que, nestas
concentragdes, 0 acido protocetrarico age como um ativante enzimatico. Na maior
concentracdo de L-DOPA testada (0,6 mM) os valores de %Il sdo todos positivos
caracterizando assim uma inibicdo enzimatica.

Um composto pode agir como ativante atuando de duas maneiras na reagdo enzima-
substrato. A primeira maneira é aumentando a afinidade da enzima com seu substrato (a <
1) e a segunda é aumentando a constante catalitica (kp) (8> 1).

O gréfico de Lineweaver-Burk reafirma que o acido protocetrarico atua, de maneira
geral, como um ativante da tirosinase. Esta afirmacédo € feita pois as curvas que representam
as reacOes realizadas na presenca do acido protocetrarico intersectam a curva que
representa a reacdo do branco no quadrante |. As quatro curvas que representam as
concentracdes de 0,3 a 0,6 mM de acido protocetrarico praticamente intersectam a curva
referente ao branco em um mesmo ponto do grafico (Figura 11). As curvas referentes aos
ensaios contendo o &cido protocetrarico encontram-se todas a direita (no quadrante 1) da
curva referente ao branco. Este tipo de comportamento nao foi observado para nenhum tipo
de ativante, pois os relatos mostram que as curvas referente ao ativante devem estar a
esquerda da curva do branco (no quadrante 1), pois desta forma, Vmax € Ky aumentariam na
presenca do ativante (KRUPYANKO, 2010; SHABANI & SARIRI, 2010 ).

O acido protocetrarico parece ser a primeira substancia a ser relatada como ativante
enzimatico diminuindo o valor de Ky e Vmax (tabela 19). Os 4 tipos de ativadores
reversiveis classicos apresentados anteriormente (SABOURY, 2009) sdo ativadores que
aumentam a Vmax € 0 Ky da enzima, ou mantém o Ky da enzima, mas aumenta Vmax, OU
ainda, mantém Vs € diminui o Ky. Um estudo realizado mais recentemente mostra um
outro tipo de ativador. Acidos graxos saturados e insaturados (12 a 18 carbonos) ativam o

efeito da tirosinase de forma mista. Ou seja, 0 ativador pode tanto se ligar a enzima livre ou
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ao complexo enzima-substrato. O grafico de Lineweaver-Burk dos ensaios enzimaticos
com estes acidos mostra um comportamento de diminuicdo do Ky enzimatico e aumento de
Vmax Sendo que ocorre um aumento da ativacdo enzimatica com o aumento da cadeia. No
entanto, este aumento ndo é linear (SHABANI & SARIRI, 2010). No caso do &cido
protocetrarico, a linearidade ndo é observada com o aumento da concentra¢do do acido. O
problema da falta de proporcionalidade e linearidade aparenta ser comum nos ensaios

enzimaticos, principalmente no caso de ativadores.

Tabela 18 — Inibicdo / ativacdo da tirosinase (expressa em %) pela acdo do &cido
protocetrarico apds 5 minutos de reacao.

[Substrato] 01mM 02mM 03mM 04mM 05mM 0,6 mM

[Inibidor]

0,300 mM 8,5 -2,6 -8,7 -13,6 -12,3 10,1
0,400 mM 6,6 3,2 -6,8 -18,8 -10,2 4,2
0,500 mM -5,7 -5,8 9,3 -14,1 -9,4 10,4
0,600 mM 2,8 4,5 -4,3 -15,0 -12,8 11,7

Ha poucos trabalhos que apresentam graficos de Lineveawear-Burk, para avaliar o
tipo de ativacdo, no estudo de substéncias ativadoras da enzima tirosinase. Isto
provavelmente ocorre devido a dificuldade de interpretar dados ja que a proporcionalidade
ou linearidade da ativacdo ndo ocorre na maioria dos casos. Além disso, parece que ha um
interesse industrial maior pelos inibidores da tirosinase, em funcdo dos beneficios
medicinais, do controle de pragas e da preservacdo dos alimentos que estes proporcionam.
Sendo assim, 0s estudos cinéticos enzimaticos concentram-se mais na busca nos inibidores
(SHABANI & SARIRI, 2010). No entanto, agentes ativadores podem ser importantes para
o tratamento da doenca de Parkinson e vitiligo (FALK et al., 2009; GREGG et al., 2010).
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Figura 11 — Grafico duplo-reciproco Lineweaver-Burk da cinética da reacdo de
oxidacdo de L-DOPA catalisada pela enzima tirosinase na presenca de diferentes
concentracdes de acido protocetrarico, para as curvas de 1 a 5: 1 (branco); 2 (0,3 mM);
3 (0,4 mM); 4 (0,5 mM) e 5 (0,6 mM). Todas as curvas possuem R? acima de 0,99.

A tabela 19 relaciona o valor de Ky e Vmax para cada concentracdo do acido
protocetrarico. Apesar dos valores ndo serem proporcionais em funcdo da concentracao do
inibidor aplicado, observa-se que todos os valores de Ky e Vmax referentes as concentracées
de &cido protocetrarico sdo menores que os valores referentes ao branco. Este tipo de
comportamento é, normalmente, observado para compostos inibidores da a¢do enzimatica.
No entanto, como discutido anteriormente, o grafico de Lineweaver-Burk (Figura 11) e o
calculo de % de inibicdo (tabela 18), mostram que este composto atua como um ativante

enzimatico.
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Tabela 19 — Efeito de concentracdo do &cido protocetrérico nos pardmetros
cinéticos da catélise enzimética da tirosinase com a L-DOPA.
Acido

protocetrarico Knm (MM) Vmax (#M/min)
Branco 1,54 53,4
0,300 mM 0,28 175
0,400 MM 0,36 19,7
0,500 mM 0,23 16,0
0,600 MM 0,29 175

Os parametros cinéticos da enzima tirosinase utilizada nos ensaios com o acido

protocetrarico foram calculados e estdo descritos na tabela 20.

Tabela 20 — Parametros cinéticos da enzima tirosinase determinados no ensaio com o acido
protocetrarico.

Parametros A B

Unidade Enzimatica

4 L] -5 He§
(mmol produto formado / min) 1,1 x 10™ mmol.min 3,2 x 10” mmol.min

Atividade Enzimatica
Especifica 2,8 x 102 mmol.min®.mg® 8,0 x 10® mmol.min.mg’
(unidade / mg enzima)

1

Constante Catalitica N 3,30 x 10° mol.min™.mol* 9,60 x 10> mol.min™.mol™*
(unidade / mol de enzima*)
Numero de Turnover
(constante catalitica / nimero de 3,30 x 10° 9,60 x 107
sitio ativo)

* Peso molecular da tirosinase = 120.000 g / mol (STROTHKAMP et al., 1976).

A - Calculos realizados a partir do valor de Vmax (interseccdo do eixo y) do branco do
gréfico de Lineweaver-Burk.

B - Calculos realizados a partir do coeficiente angular do gréfico (Figura 11) com 0,600
mM de L-DOPA.
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4.6 Efeito do Acido Psoromico na Cinética da Enzima Tirosinase

Os resultados da atividade do &cido psorémico (15) sobre a enzima tirosinase, em
inibicdo percentual (%I), estdo indicados na tabela 21. Os valores, neste caso, s&o positivos
caracterizando assim um efeito inibitério da catalise enzimética. Nas concentracbes mais
altas de acido psorémico (0,4 a 0,6 mM), o composto inibiu a catalise em aproximadamente

40%. Este valor é similar ao efeito do &cido fumarprotocetrarico (17).

Tabela 21 — Inibicdo da enzima tirosinase (expressa em %) pela acdo do acido
psordmico apds 5 minutos de reacao.

[Substrato] 0,1mM 02mM 03mM 04mM 05mM 0,6 mM
[Inibidor]

0,050 mM 2,3 8,0 8,9 -1,4 17,6 9,7
0,07/5mM 26,1 9,5 0,5 13,1 18,5 12,5
0,300 mM 34 14,6 16,8 17,8 29,5 27,0
0,600 mM 29,5 27,0 27,2 41,3 38,4 41,0

O gréfico de Lineweaver-Burk (Figura 12) confirma que o &cido psorémico atua
como um inibidor da tirosinase. As curvas que representam as reagdes feitas na presenca
deste acido (0,050 e 0,075 mM) intersectam a curva que representa a reacao do Branco no
quadrante Ill. Isto caracteriza um comportamento de inibicdo do tipo mista cooperativa
(similar aos resultados com acido fumarprotocetrarico em altas concentracdes). Ja as
concentracdes mais altas de acido psorémico (0,300 e 0,600 mM) mostram-se como retas
mais paralelas em relacdo ao branco no grafico de Lineweaver-Burk (Figura 12)
caracterizando assim uma inibicao do tipo incompetitiva.

Sendo assim, o &cido fumarprotocetrarico (17) inibe a tirosinase de forma
incompetitiva em baixas concentracdes e de forma mista cooperativa em altas
concentragdes, enquanto que, o acido psordmico (15) inibe de forma mista cooperativa em

baixas concentracGes e de forma incompetitiva em altas concentrages.
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A tabela 22 mostra os valores de Ky € Vimax dos ensaios como o acido psorémico.
Ao aumentar a concentracdo do &cido, ocorreu uma diminui¢do nos valores de Ky e Vmax.

Isto é esperado para inibidores do tipo incompetitivo ou misto.
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Figura 12 — Gréafico duplo-reciproco Lineweaver-Burk da cinética da reacdo de
oxidacdo da L-DOPA catalisada pela enzima tirosinase na presenca de diferentes
concentracdes de acido psorémico (0,050 a 0,600 mM). Todas as curvas possuem

R? acima de 0,99.
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Tabela 22 — Efeito de concentracdo do &cido psordmico nos
parametros cinéticos da catélise enzimatica da tirosinase com L-

DOPA.
Acido psoromico Knm (mM) Vmax (#M/min)
Branco 1,44 53,8
0,050 mM 1,02 35,2
0,075 mM 1,04 35,2
0,300 mM 0,55 19,8
0,600 mM 0,39 12,8

Os parametros cinéticos da tirosinase utilizada nos ensaios com o acido psorémico

foram calculados e estdo descritos na tabela 23.

Tabela 23 — Parametros cinéticos da enzima tirosinase no ensaio com o acido psorémico.

Parametros A B

Unidade Enzimatica

-4 i1 5 P
(mmol produto formado / min) 1,1 x 10™ mmol.min 3,5 x 10” mmol.min

Atividade Enzimatica
Especifica 2,8 x 102 mmol.min®.mg® 8,0 x 10® mmol.min".mg’
(unidade / mg enzima)

1

Constante Catalitica N 3,30 x 10° mol.min™.mol* 1,05 x 10 mol.min™.mol™*
(unidade / mol de enzima*)
Numero de Turnover
(constante catalitica / nimero de 3,30 x 10° 1,05 x 10°
sitio ativo)

* Peso molecular da tirosinase = 120.000 g / mol (STROTHKAMP et al., 1976).

A - Calculos realizados a partir do valor de Vmax (interseccdo do eixo y) do branco do
gréfico de Lineweaver-Burk.

B - Calculos realizados a partir do coeficiente angular do gréfico (Figura 12) com 0,600
mM de L-DOPA.
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4.7 Relacdo Estrutura-Atividade (Ensaios Enzimaticos)

As depsidonas acidos fumarprotocetrérico, protocetrarico e psorémico possuem o
mesmo padrdo de substituicdo no anel A. As trés depsidonas possuem um grupo aldeido
ligado ao C-3, uma hidroxila ligada ao C-4 e uma metila ao C-6. A diferenca entre as
despidonas encontra-se no anel B. O padrdo de substituicio do anel B do é&cido
protocetréarico e fumarprotocetrarico sao iguais. Na posicdo C-6 ocorre a presenga de uma
metila, na posicdo C-3° um alcool, na posicdo C-2° uma hidroxila e na posi¢do C-7’ um
acido carboxilico. A diferenca entre elas estd no C-9°, no acido fumarprotocetrarico, ocorre
a presenca de um grupo fumarato esterificado ao oxigénio do grupo alcodlico. J& o anel B
do &cido psordmico possui um padréo de substituicdo diferente, com um &cido carboxilico
na posicdo C-6’, uma metoxila na posi¢ao C-2’ e uma metila na posi¢dao C-3’.

S&o estas diferencas no anel B que possivelmente conferem a estes compostos a
diferenca na forma de modular a enzima tirosinase. O acido fumarprotocetrarico
comportou- se de maneira geral, como um inibidor incompetitivo, enquanto que, o &cido
protocetrarico agiu como um ativante. A Unica diferenca entre eles é o grupo fumarato que
confere ao acido fumarprotocetrarico um volume estérico maior. Um inibidor incompetitivo
se liga a enzima ap0s esta ter se ligado ao substrato. Isto ocorre, pois ao acontecer a
interacdo inicial enzima-substrato, ocorre uma modificacdo na estrutura protéica,
disponibilizando assim sitios para que o inibidor incompetitivo interaja também com a
enzima dificultando assim a velocidade (finalizacdo) da catalise. Provavelmente, esta
inibicdo catalitica ocorre devido ao volume estérico do grupo fumarato do acido
fumarprotocetrarico que dificulta a liberacdo do produto catalisado pela enzima e por isso
age como um inibidor incompetitivo. Esta conclusdo pode ser considerada devido ao acido
protocetrarico ndo ter se comportado como um inibidor enzimatico, mas sim, como um
ativador. No entanto, para que esta hipdtese possa ser confirmada sdo necessarios estudos
posteriores de docagem molecular, in silico, com estes compostos a fim de se observar os
possiveis sitios de interacdo entre a enzima e o acido fumarprotocetrarico, pois este deve
interagir com a enzima préximo ao sitio ativo para que o grupo fumarato interaja de alguma
forma com o sitio ativo dificultando o processo final da catalise. A tabela 24 resume o0s
valores de Ky ¢ Vmax da enzima tirosinase frente aos acidos fumarprotocetrarico,

protocetrarico e psorémico.
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Tabela 24 — Valores de Ky (em mM) e Vmax (em x#M/min) da enzima tirosinase nos
ensaios com os acidos fumarprotocetrarico, protocetrarico e psorémico (em mM).

Composto f Acido L ACidO, i chdo.
umarprotocetrarico  protocetrarico psorémico

Concentracao Kwm V max Kwm V max Kwm V max
Branco 1,78 64,5 1,54 53,4 1,44 53,8
0,050 - - - - 1,02 35,2
0,075 - - - - 1,04 35,2

0,200 1,03 35,4 - - - -
0,300 0,79 21,7 0,28 17,5 0,55 19,8

0,400 - - 0,36 19,7 - -

0,500 0,58 20,4 0,23 16,0 - -
0,600 0,70 20,0 0,29 17,5 0,39 12,8

4.8 Ensaios com Células de Melanoma

Os compostos R-(+)-acido usnico (13), liquexantona (14), acido psorémico (15),
acido protocetrarico (16), acido fumarprotocetrarico (17), acido norstitico (18), &cido
difractaico (19), acido divaricatico (20), acido perlatélico (22) e atranorina (21) foram
avaliados quanto a citoxicidade em células de melanoma murino e humano, B16 e UACC,
respectivamente e células normais de fibroblasto murino (3T3). Doxorrubicina foi também
avaliada analogamente como um controle positivo. Os resultados dos ensaios foram
expressos em Clso (concentracdo necessaria, em ¢M, para inibir o crescimento de 50% das
células), assim como 1.S. (indice de Seletividade: Clso células normais (3T3) / Clso células
de melanoma (B16 ou UACC)). Os resultados estdo apresentados na tabela 25.

O Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos (NCI), em seu programa de
triagem de drogas anti-tumoral, considera forte atividade antineoplasica substancias com
valores de Clsp menor ou igual a 4,0 pg/mL (Suffness & Pezzuto, 1991). Apesar dos
valores de Cls, estarem expressos tanto em ¢#M e pg/mL na tabela 25, é preferivel discutir
os resultados em concentracdo molar ja que os compostos analisados neste trabalho
possuem massas molares que variam de 286,27 (liquexantona) a 472,35 (acido

fumarprotocetrarico) g/mol.
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Dos compostos avaliados, o &cido protocetrarico (16) foi 0 que apresentou
maior atividade contra a linhagem de melanoma UACC com Cls, de 4,17 x#M. Ja o &cido
divaricético (20) foi o que apresentou maior atividade contra a linhagem de melanoma B16
com Clsg de 7,83 ©M. Sua citotoxicidade também foi alta para a linhagem UACC (Cl s, 8,01
uM). O é&cido perlatélico (22), por sua vez, apresentou Clso de 12,3 ©M para a mesma
linhagem. O &cido norstitico (18) também se destacou, dentre os compostos liquénicos,
apresentando Clsp de 10,5 e 11,5 4M para as linhagens B16 e UACC, respectivamente.

Apesar de todos os compostos de liquens avaliados apresentarem uma atividade
citotoxica menor que o controle positivo (doxorrubicina), é importante destacar que alguns
compostos apresentaram um indice de seletividade mais significativo. Segundo Suffness e
Pezzuto (1991 apud HOUGHTON et al., 2007) é considerado significativo um valor acima
de dois para este indice. Isto mostra que o composto € pelo menos duas vezes mais
citotoxico em células de cancer (neste caso, melanoma) que em células normais. A
doxorrubicina apresentou um 1.S. de 1,04 para a linhagem de melanoma B16. Isto indica
que este composto possui uma baixa seletividade, inibindo tanto células de melanoma
(B16) como células normais de pulmdo (3T3). Os acidos R-(+)-Usnico (13), divaricatico
(20) e norstitico (18), por sua vez, apresentaram 1.S. de 3,32, 6,03 e 6,43, respectivamente.
Ou seja, estes compostos sdo pelo menos trés vezes mais seletivos para a linhagem de
células malignas B16. Ja para a linhagem UACC, os compostos que apresentaram I.S.
significativos foram os é&cidos R-(+)-Usnico (13), psorémico (15), perlatolico (22),
divaricético (20), norstitico (18) e o acido protocetrarico (16) que apresentou I.S. de 16,4
sendo este o maior dentre todos 0s compostos ensaiados.

O valor de Log P tedrico (tabela 25) estima o grau de polaridade de uma molécula.
Sendo gque quanto maior este valor, mais apolar ¢ a molécula, e quanto menor, mais polar.
Os valores de Log P calculado para os compostos avaliados variou de 1,18 (acido Usnico) a
9,28 (acido perlatolico). Nédo foi possivel observar uma correlacdo entre a atividade anti-

tumoral e a polaridade dos compostos avaliados.
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Tabela 25 — Valores de Clsy, I.S. e Log P dos compostos 13 a 22 para as linhagens de células B16, UACC e 3T3.

74

B16* UACC** 3T3***
Composto Clso I.S. Clso 1.S. Cls Log P
MM Hg/mL MM ug/mL UM ug/mL

R-(+)-acido usnico (13) 74,1 25,5 3,32 119 41,7 2,07 246 84,9 1,18 £0,75
Liguexantona (14) 893 256 0,98 1310 376 0,67 873 250 4,07 +0,51
Acido psorémico (15) 698 250 0,99 162 58,3 4,27 692 248 3,44 0,63
Acido protocetrarico (16) 78,3 29,3 0,88 4,17 1,56 16,4 68,6 25,7 3,29 £0,67
Acido fumarprotocetrarico (17) 978 462 0,41 600 283 0,67 400 189 3,49 £0,70
Acido norstitico (18) 10,5 39,2 6,43 11,1 41,3 6,08 67,5 251 3,05 £0,85
Acido difractaico (19) 67,2 25,2 1,29 65,3 24,4 1,33 86,8 32,5 5,48 £0,42
Acido divaricatico (20) 7,83 3,04 6,03 8,01 3,11 5,89 47,2 18,6 7,15 0,42
Atranorina (21) 688 257 1,07 548 205 1,34 735 275 5,75 0,49
Acido perlatolico (22) 43,9 19,5 1,30 12,3 5,46 4,64 57,1 25,4 9,28 £0,42
Doxorrubicina 0,46 0,25 1,04 0,06 0,03 8,66 0,48 0,26 3,07 £0,93

* Linhagem B16 — células de melanoma murino.
** |_inhagem UACC — células de melanoma humano.

*** Linhagem 3T3 — células normais de pulmao (fibroblasto) murino.
****Valor tedrico calculado pelo programa ACD Labs 6.0.
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Os é&cidos R-(+)-usnico  (13), psorébmico (15), protocetrarico  (16),
fumarprotocetrarico (17), divaricatico (20) e perlatolico (22) mostraram-se ativos como
inibidores da enzima tirosinase (Figura 3). Nos ensaios em solucdo, o acido
fumarprotocetrarico e psordmico inibiram a enzima tirosinase em aproximadamente 40%
(Tabelas 15 e 21). Avaliando estes resultados, aparentemente, ndo ha uma correlacdo entre
0s ensaios de cinética enzimatica e atividade anti-tumoral realizados para estes compostos
fendlicos. Ou seja, um composto que inibe a acdo da enzima tirosinase ndo necessariamente
reduz o crescimento de células de melanoma das linhagens testadas. O 4cido
fumarprotocetrarico e psorémico, por exemplo, tiveram baixa atividade citotoxica apesar da
alta inibicdo que promoveram na atividade da enzima tirosinase.

O é&cido protocetrarico, em comparagdo com o0 acido psordmico e
fumarprotocetrarico, foi o mais ativo nos ensaios com as células de melanoma com Cls, de
4,17 uM para a linhagem B16 e UACC, respectivamente. No entanto, no ensaio com a
enzima tirosinase, 0 &cido protocetrarico promoveu uma ativacdo da enzima de

aproximadamente 19% (Tabela 18).
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5 - CONCLUSOES

O R-(+)-4&cido usnico (13), a liquexantona (14), o &cido psordmico (15), o &cido
protocetrarico (16), o acido fumarprotocetrarico (17), o &cido norstitico (18), o &cido
difractaico (19), o &cido divaricatico (20), o depsideo atranorina (21) e o acido perlatélico
(22) foram isolados a partir das espécies de liquens Parmotrema dilatatum (Vain.) Hale,
Usnea subcavata Motyka, Usnea sp., Ramalina sp., Cladonia confusa (Sant.) Folmm. &
Ahti, Parmotrema lichexantonicum Eliasaro & Adler, Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. e
Ramalina aspera Hé&sénen. As estruturas foram elucidadas por técnicas espectrais de
ressonancia magnética nuclear.

Com base no ensaio de bioautografia com a enzima tirosinase, 0s compostos foram
avaliados quanto a solubilidade em meio aquoso. Os &cidos fumarprotocetrarico,
protocetrarico e psorémico, apresentaram solubilidade suficiente em meio aquoso contendo
DMSO e foram selecionados para ensaios de cinética com a enzima tirosinase. Nestes
ensaios, 0s acidos fumarprotocetrarico e psordmico inibiram a enzima de forma
incompetitiva e mista. Ja o &cido protocetrarico ativou a enzima.

Todos os compostos (13 a 22) foram submetidos a ensaios com células de
melanoma das linhagens B16 e UACC. Os resultados mostraram que o acido protocetrarico
foi o mais ativo para a linhagem UACC, com Clsg de 4,17 uM e 1.S. de 16,4. O &cido
divaricético foi o mais ativo para a linhagem B16 apresentando Clsy de 7,83 uM e I.S. de
6,03. No entanto, o acido norstitico foi o mais seletivo (I.S. 6,43) para esta linhagem.

Os resultados obtidos mostraram que alguns dos compostos de liquens sdo
promissores moduladores da enzima tirosinase e inibidores do crescimento de células de

melanoma B16 (murino) e UACC (humano).
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Espectro 5a — Espectro de RMN de *H do &cido protocetrarico, em DMSO-d6.
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Espectro 5b — Espectro de RMN de **C (DEPT-135) do &cido protocetrarico, em DMSO-
dé.
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Espectro 5c — Espectro de RMN de **C do &cido protocetréarico, em DMSO-d6.
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Espectro 6a — Espectro de RMN de *H do 4cido fumarprotocetrarico, em DMSO-dS.
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Espectro 6b — Espectro de RMN de **C (DEPT-135) do &cido fumarprotocetrarico, em
DMSO-d6.

L B 5. e
180 160 140 120

Estudo Quimico de Liquens e Avaliacdo da Atividade Enzimética e Antitumoral



Luiz Fabricio Gardini Brand&o 120

83
[e)Ne)]
o™
-
[(e}
™
© ~
3 3 5gd g, 228
= (S gogH N ~No PR
| ~ A1 o —Q 793 o
oly | VL 9 | 9 ST &
N o | ~ =)
Fo ] \ 5 3
@ N[t >
¢ = a5
Skt dudinilibidttebuioiunsiuteuayS SRS SR | I 8
170.0 167.5 165.0 1625 116 114 112 o]
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) \
b= ~
S 22 3
) o8 I
A oS- o <
5 g ©
i N N8
| 24 39
I 0| o)} ‘ —
8 8 7 3
R‘\ & o 8 2 5
g 99 g
g ‘\—l -
\ \ ¢
B o s L B B R R e
180 160 140 120 100 80 60 40
Chemical Shift (ppm)

Espectro 6c — Espectro de RMN de **C do 4cido fumarprotocetrarico, em DMSO-dS.
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Espectro 6e — Correlagdo a longa distancia 'H e *C gHMBC do &cido fumarprotocetrarico,
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Espectro 7a — Espectro de RMN de "H do écido norstitico, em DMSO-d6.
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Espectro 7b — Espectro de RMN de **C (DEPT-135) do &cido norstitico, em DMSO-dS6.
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Espectro 7c — Espectro de RMN de **C do é4cido norstitico, em DMSO-dS6.
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Espectro 8a — Espectro de RMN de *H do 4cido psorémico, em DMSO-d6.
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Espectro 8b — Espectro de RMN de **C (DEPT-135) do acido psordmico, em DMSO-d6.
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Espectro 8c — Espectro de RMN de **C do acido psorémico, em DMSO-d6.
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Espectro 8d — Correlacdo 'H e "*C gHSQC do acido psordmico, em DMSO-d6.
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Espectro 8e — Correlagdo a longa distancia *H e ~°C gHMBC do &cido psordmico, em

DMSO-d6.
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Espectro 9a — Espectro de RMN de 'H do écido dsnico, em CDCls.
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Espectro 9b — Espectro de RMN de **C (DEPT-135) do &cido Gsnico, em CDCl.
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Espectro 9c — Espectro de RMN de **C do &cido Gsnico, em CDCls.
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Espectro 9d — Correlacdo 'H e "*C gHSQC do &cido Usnico, em CDCls.
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Espectro 9e; — Correlago a longa distancia "H e *C gHMBC do &cido Gsnico, em CDCls
(parte 1).
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Espectro 10a — Espectro de RMN de 'H da liquexantona, em CDCls.

Estudo Quimico de Liquens e Avaliacdo da Atividade Enzimética e Antitumoral




Luiz Fabricio Gardini Brandao 141

88
n wn
88 i
umaﬂ
| %

56 55
Chemical Shift (ppm)

115.39
_-98.38

N-06.71
~91.98

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

Espectro 10b — Espectro de RMN de °*C (DEPT-135) da liquexantona, em CDCls.
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Espectro 10c — Espectro de RMN de *C da liquexantona, em CDCls.
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Espectro 10d — Correlaco 'H e “°C gHSQC da liquexantona, em CDCls.
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Espectro 10e; — Correlacio a longa distancia 'H e ©°C gHMBC da liquexantona, em CDCls

(parte 1).
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Espectro 10e, — Correlacdo a longa distancia 'H e **C gHMBC da liquexantona, em CDCls
(parte 2).
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