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RESUMO

O Cerrado brasileiro, rico em espécies vegetais, torna-se promissor para estudos de
produtos naturais (PNs) que possam atuar como fontes para o desenvolvimento de novos
farmacos, como agentes quimioterapéuticos e quimiopreventivos, e inibidores de
enzimas, tais como as catepsinas, proteases lisossomais com funcdes benéficas, porém
atuando em processos patoldgicos (cancer, artrite, osteoporose, desordens imunoldgicas
e infeccOes virais). Embora tais enzimas tenham sido estudadas como alvos para o
desenvolvimento de farmacos, poucos inibidores baseados em PNs foram descritos na
literatura. Assim, neste trabalho foi realizado o estudo quimico-biolégico de Hymenaea
stigonocarpa, em busca de metabdlitos secundarios potenciais em inibir a atividade das
catepsinas K, L e V, bem como a viabilidade celular das linhagens de células tumorais S-
180 e Ehrlich. Através de técnicas cromatograficas, do extrato das folhas foram isoladas
5 substancias, ainda ndo relatadas para H. stigonocarpa: acido labd-7,13-dien-15-oico (1),
acido labd-7-en-15-oico (1), acido A**4-ent-labd-8-4-ol-15-oico (111), 4°,5,7-trihidroxi-
3’,5-dimetoxiflavona (IV) e é&cido p-hidroxibenzoico (V); e uma substancia do extrato
das flores, a qual ainda ndo estd descrita na literatura: &cido 18-hidroxi-ent-halima-
1(10),13-E-dien-15-oico (V). Portanto, este estudo contribuiu para enriquecer o
conhecimento sobre os PNs produzidos por esta espécie. Os diterpenoides I e 111 foram
avaliados quanto aos seus potenciais citotoxicos, demonstrando valores de ICso ndo
satisfatorios. No entanto, estudos demonstraram que diterpenoides labdano e halimano
possuem efeito citotdxico e consideraram a substancia IV, isolada neste trabalho, como
detentora de atividade anticancer, tornando esta espécie promissora na busca por
compostos capazes de inibir a viabilidade de células tumorais. Os compostos I, 111, 111*
(éster de metila de 111), 1V, V e VI foram ensaiados frente as catepsinas K, L e V, sendo
0s resultados mais expressivos para 0s compostos I, 1V, V e VI frente a catepsina V; | e
V frente a catepsina L e | frente a catepsina K. Essas substancias foram avaliadas quanto
a poténcia inibitoria, sendo os resultados mais significativos para o composto 1V (ICso=
2,9 e 36,9 uM), frente as catepsinas V e L, respectivamente. Dados da literatura reportam
atividades inibitorias para flavonoides frente a catepsina K, evidenciando, juntamente
com os resultados obtidos, a necessidade de continuagéo dos estudos de H. stigonocarpa
na busca por inibidores de cisteino proteases.

Palavras-chave: Cerrado, Hymenaea stigonocarpa, produtos naturais, atividade
biologica.



ABSTRACT

The Brazilian Savannah is rich in plant species, and that is why it is promising to study
natural products (NPs) which can act as sources for the development of new drugs, such
as chemotherapeutic and chemopreventive agents, and inhibitors of enzymes such as
cathepsins, which are lysosomal proteases with beneficial functions but are also involved
in pathological processes (cancer, arthritis, osteoporosis, immune disorders and viral
infections). Although these enzymes have been studied as targets for drug development,
few inhibitors based on NPs have been described in the literature. In this work the
chemical-biological study of Hymenaea stigonocarpa was carried out in the search for
potential secondary metabolites capable of inhibiting the activity of cathepsins K, L and
V as well as the viability of tumor cells S-180 and Ehrlich. By means of chromatographic
techniques, 5 substances were isolated from the leaf extract, which have not been
previously reported to H. stigonocarpa: labd-7,13-dien-15-oic acid (I), labd-7-en-15-oic
acid (1), ent-A¥'-labd-8-p-0l-15-0ic  acid  (IIl),  4°,5,7-trihydroxy-3’,5-
dimethoxyflavone (1V) and p-hydroxybenzoic acid (V), along with one substance
obtained from the flower extract, which has not been described in the literature: 18-
hydroxy-ent-halima-1(10),13-E-dien-15-oic acid (VI1). Therefore, this study has
contributed to enrich the knowledge of NPs produced by this species. The diterpenoids I
and 111 were assayed for their cytotoxic potential, showing unsatisfactory ICso values.
However, studies have shown that labdane and halimane diterpenoids possess potent
cytotoxic effect and that substance 1V, isolated in this work, can be considered to have
pronounced anticancer activity, making this species promising in the search for
compounds capable of inhibiting tumor cells viability. Compounds I, 111, 111* (methyl
ester of 111), 1V, V and VI were tested against cathepsins K, L and V. The most significant
results were observed for compounds I, 1V, V and VI against cathepsin V; | and V against
the cathepsin L and | against cathepsin K. The inhibitory potency values of these
compounds were determined and the most significant results were observed for
compound IV (ICsp = 2.9 and 36.9 mM) against cathepsins V and L, respectively.
Literature data have reported significant inhibitory activities for flavonoids against
cathepsin K, indicating, together with the results obtained in this work, the need for
further studies of H. stigonocarpa in the search for cysteine proteases inhibitors.

Keywords: Cerrado, Hymenaea stigonocarpa, natural products, biological activity.
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1 -INTRODUCAO

1.1 - Os produtos naturais e a descoberta de fArmacos

Desde os primordios 0 homem tem contado com a natureza como fonte de
remédios para o tratamento de vérias doencas. As plantas, em particular, formaram a base
dos sistemas tradicionais de medicina, com os primeiros registros datando de cerca de
2600 a.C., documentando o uso de aproximadamente 1000 misturas de substéncias
oriundas de plantas, na Mesopotamia (CRAGG & NEWMAN, 2013).

No inicio do século XIX, o uso de plantas medicinais resultou no
iIsolamento de compostos ativos, comegando com a morfina (01) (FIGURA 1.1, p. 1)
isolada do 6pio. Além da morfina, o processo de descoberta de farmacos a partir de
plantas resultou no isolamento de farmacos como cocaina (02), codeina (03) e quinina
(04), alguns dos quais ainda continuam em uso (BALUNAS & KINGHORN, 2005).

FIGURA 1.1: Estruturas quimicas de alguns produtos naturais oriundos de plantas.




Os metabdlitos produzidos por plantas, animais e micro-organismos Sao
definidos como produtos naturais e constituem uma fonte ampla de diversidade quimica
(SAHA & KHUDA-BUKHSH, 2013). Diversos métodos tém sido usados para obtengédo
de compostos no processo de descoberta de farmacos, incluindo isolamento de moléculas
de origens naturais, quimica sintética e modelagem molecular. Porém, apesar do interesse
nestes metodos por companhias farmacéuticas e agéncias financiadoras, os produtos
naturais e, particularmente, as plantas medicinais permanecem uma fonte importante de
novos farmacos, novos compostos lideres e novas entidades quimicas (NEQS)
(BALUNAS & KINGHORN, 2005).

Tanto as moléculas de origem natural quanto as sintéticas compartilham
de diversidade quimica elevada, especificidade bioquimica, massa molecular, nUmeros
de estereocentros e flexibilidade molecular apropriados para aplicacdes farmacéuticas.
Porém, se comparados com agentes medicinais sintéticos, os produtos naturais contém
maior nimero de &tomos de carbono, hidrogénio, oxigénio e menos de nitrogénio e outros
elementos. Além disso, a rigidez molecular € maior em moléculas naturais e muitas destas
apresentam polaridade elevada, rendendo-lhes maior solubilidade em agua, um aspecto
importante para manter as diretrizes farmacocinéticas de administracdo oral, em termos
de melhor adsorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo do corpo (SAHA &
KHUDA-BUKHSH, 2013).

As estruturas naturais foram selecionadas evolutivamente para interagir
com uma variedade de proteinas e outros alvos biol6gicos, com propdsitos especificos. A
habilidade dessas substancias interagirem com diversos dominios de proteinas as levam
a modular ou inibir interacfes proteina-proteina, tornando-as moduladores efetivos de
processos celulares tais como respostas imunolégicas, transducdo de sinais, mitose e
apoptose (SAHA & KHUDA-BUKHSH, 2013).

Para evidenciar a importancia dos produtos naturais para a descoberta e
desenvolvimento de farmacos, CRAGG & NEWMAN (2013) analisaram as fontes de
novos farmacos descobertos no periodo de 01/1981 a 12/2010 e classificaram um total de
1073 moléculas em diferentes classes, de acordo com suas origens (FIGURA 1.2, p. 3).

A andlise indica que, enquanto 66% das 1.073 moléculas (novas entidades
quimicas - NEQs) sdo formalmente sintéticas, 17% corresponde a moléculas sintéticas

contendo farmacdforos derivados diretamente de produtos naturais, classificados como



S* e S*/NM. Além disso, 14% sdo modelados sobre um produto natural inibidor do alvo
molecular de interesse, ou mimetiza (isto &, inibe competitivamente) o substrato
enddgeno do sitio ativo, tal como o ATP (S/NM). Portanto, apenas 36% das 1.073 NEQs
podem ser classificados como de origem puramente sintética (S), isto €, sem nenhum tipo

de “inspiragdo” natural.

FIGURA 1.2: Fontes de farmacos lancados entre 01/1981 e 12/2010.
Fonte: CRAGG & NEWMAN, 2013.
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N = produto natural ndo modificado; NB = produto natural botanico; ND = produto natural modificado; S
= composto sintético sem nenhuma concepg¢do de produto natural; S*, S*/NM = composto sintético
contendo um farmacéforo derivado de produto natural; S/NM = composto sintético modelado com base em

um inibidor natural ou mimico do substrato endégeno do sitio ativo.

Portanto, todos esses critérios demonstram que o0s produtos naturais sao
capazes de desempenhar um papel significativo na selecdo e design de farmacos mais
efetivos para aplicacOes especificas. Nesse sentido, a flora brasileira, considerada a mais
rica do mundo em biodiversidade, contendo cerca de 25% das espécies vegetais existentes
no planeta (BATALHA & MING, 2003), torna-se uma fonte promissora para
identificacdo de plantas com potencial terapéutico e econdémico, 0 que requer uma
abordagem interdisciplinar de estudo quimico-biologico e que possibilite o uso

sustentavel desses recursos naturais.



1.2 - Produtos naturais antitumorais

O cancer é uma doenca que afeta cerca de 200 tipos de células. A principal
caracteristica ¢ a falta de controle da proliferacdo, diferenciacdo e morte celular,
invadindo 6rgédos e tecidos. Ha& muitas dificuldades no tratamento, sendo as mais
frequentes a resisténcia, toxicidade e baixa especificidade dos farmacos (DE MESQUITA
et al., 2009).

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer (IARC), uma
entidade especializada da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), estimou que 14,1
milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes relacionadas ao cancer ocorreram em
2012, comparados com 12,7 e 7,6 milhGes, respectivamente, em 2008. Além disso,
estimou que ha 32,2 milhdes de pessoas vivas (acima de 15 anos) que ja tiveram cancer
diagnosticado, nos ultimos cinco anos (IARC, 2013).

Os tipos mais frequentes de cancer diagnosticados mundialmente sdo o de
pulmao (1,8 milhdes, 13,0% do total), mama (1,7 milhdes, 11,9%) e colon (1,4 milhdo,
9,7%). As causas mais comuns de morte foram provocadas pelos canceres de pulméo (1,6
milhdes, 19,4% do total), figado (0,8 milhdo, 9,1%) e estbmago (0,7 milhdo, 8,8%)
(IARC, 2013).

As projecOes baseadas nas estimativas de 2012 preveem um aumento
substantivo para 19,3 milhGes de novos casos para 0 ano de 2025, devido ao crescimento
e envelhecimento da populacdo mundial. Mais da metade de todos os casos (56,8%) e de
mortes por cancer (64,9%), em 2012, ocorreram em regides menos desenvolvidas do
mundo e essas propor¢des poderdo aumentar ainda mais em 2025 (IARC, 2013).

As novas terapias em oncologia estdo mudando de agentes puramente
citotoxicos e citostaticos para inibidores enzimaticos, alvejando vias de sinalizacdo e
agentes que sdo preferencialmente absorvidos por células cancerigenas ou influenciam a
vascularizagdo e adesdo ou penetracdo do tecido (HURYN & WIPF, 2008). Nesse
contexto, 0s produtos naturais continuam despertando o interesse como agentes
qguimiopreventivos e quimioterapéuticos devido aos seus perfis de toxicidade
potencialmente baixa e efetividade elevada (GREENLEE, 2012).

Dos farmacos anticancer derivados de plantas em uso, destacam-se 0s
alcaloides vimblastina (05) e vincristina (06), isolados de Catharantus roseus (vinca),

juntamente com os dois agentes clinicamente ativos, denominados etoposideo e



teniposideo, que sdo derivados semissintéticos do produto natural podofilitoxina (07).
Paclitaxel (Taxol®) (08), o agente anticancer derivado de plantas de maior destaque nos
ultimos anos, ocorre, juntamente com varios precursores, nas folhas de diversas espécies
de Taxus (FIGURA 1.3, p. 5) (CRAGG & NEWMAN, 2013).

FIGURA 1.3: Agentes anticancer derivados de plantas.
Fonte: CRAGG & NEWMAN, 2013.
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DE MESQUITA et al. (2009) investigou o potencial citotdxico de 412
extratos de 50 plantas do Cerrado, pertencentes a 21 familias, frente a linhagens de células
tumorais de carcinoma do c6lon (HCT-8), melanoma (MDA-MB-435), cérebro (SF-295)
e leucemia (HL-60) humanos, relatando que numerosos compostos ativos tém sido
estudados com resultados promissores.

As diferentes espeécies das familias Alismataceae, Asteraceae,
Bignoniaceae, Burseraceae, Magnoliaceae, Malphigiaceae, Meliaceae, Mimosaceae,

Monimiaceae, Rubiaceae, Solanaceae, e Vochysiaceae ndo mostraram atividade



citotoxica significativa na triagem, enquanto os extratos de diferentes partes de plantas da
Anacardiaceae, Annonaceae, Apocynaceae, Clusiaceae, Flacourtiaceae, Sapindaceae,
Sapotaceae, Simaroubaceae e Zingiberaceae foram ativas. As atividades citotoxicas mais
expressivas, baseadas no critério de que extratos com valores de ICso menores que 30
pg/mL podem ser considerados promissores (SUFNESS & PEZZUTO, 1990), foram
detectadas para as espécies Casearia sylvestres var. lingua (Flacourtiaceae), Simarouba
versicolor (Simaroubaceae) e Schinus terebinthifolius var. raddianus (Anacardiaceae),
cujos extratos mostrados na TABELA 1.1 (p. 6) apresentaram valores de 1Cso menores
que 5 pg/mL (DE MESQUITA et al., 2009).

TABELA 1.1: Citotoxicidade in vitro de extratos de plantas frente a quatro linhagens de

células tumorais pelo teste do MTT.

Linhagem celular, 1Cso (5 pg/mL)
N MDA-
Espécie de planta Extrato SF-295  HCT-8 HL-60
MB-435
hexano das folhas 1,7 3,2 2,1 1,4
hexano da casca do
0,9 01 1,2 1,3
; caule
Casearia _
) hexano da madeira
sylvestris 0,9 1,3 0,5 2,1
do caule
hexano da madeira
. 1,6 1,7 11 33
da raiz
_ hexano das folhas 28,9 54 19 11
Schinus :
- diclorometano das
terebenthifolius 41,8 4,2 2,3 1,1
folhas
Simarouba
vereliEa e etanolico da raiz 0,1 0,1 0,5 0,2

Fonte: DE MESQUITA et al., 2009.

Ao realizar o fracionamento bioguiado do extrato hexano da casca da raiz
de S. versicolor, isolou-se o produto natural glaucarubinona, o qual apresentou atividade

pronunciada frente as quatro linhagens celulares, com valores de ICsode 0,07 pg/mL (HL-



60), 0,31 pug/mL (MDA-MB-435), 0,15 pg/mL (HCT-8) e 0,24 pg/mL (SF-295) (DE
MESQUITA et al., 2009). Os estudos realizados por (GHOSH et al., 1977) e (ARRIAGA
et al., 2002) revelaram a presenca de quassinoides, triterpenoides, esteroides e de um
derivado do esqualeno no extrato acetona das raizes desta planta. Os esteroides e o
derivado do esqualeno isolados da raiz também foram identificados no extrato etandlico
do caule e do fruto, respectivamente.

As flores, hastes e folhas de S. terebenthifolius sdo usadas na medicina
tradicional para tratamento de tumores e lepra (SCHMOURLO et al., 2005), mostrando
que os resultados citotdxicos estdo de acordo com o uso medicinal desta espécie.

A populacéo indigena da América do Sul usa C. sylvestris para curar
doencas como o cancer, diarreias, gripes, lepra tdpica e picada de cobras (SILVA et al.,
2008). Varios diterpenoides clerodano citotdxicos foram isolados dos extratos das flores
e ramos (SHEN et al., 2004) e raizes de C. membranacea (CHEN et al., 2008); das folhas
e flores de C. nigrescens (WILLIAMS et al., 2007); e dos frutos de C. grewiifola
(KANOKMEDHAKUL et al., 2005).

Assim, baseado no estudo supracitado, observa-se que a busca de agentes

antitumorais em espécies vegetais do Cerrado € de relevancia consideravel.

1.3 - Cisteino peptidases lisossomais como alvos terapéuticos

Os dois sistemas principais de degradacdo intracelular de proteinas
existentes sdo o lisossomal e o ubiquitina-proteasoma. O  sistema
endolisossomal/lisossomal possui inimeras fungfes em processos normais e patolégicos
e a degradacdo de proteinas € um resultado da acdo de varias proteases (também
denominadas peptidases ou enzimas proteoliticas) (TURK et al., 2012).

A fim de atingir eficientemente a degradacdo de macromoléculas
biolégicas endolisossomais, 0s lisossomos contém diversas hidrolases, incluindo
proteases, amilases, lipases e nucleases. Dentre, aproximadamente, cinquenta proteases
lisossomais conhecidas, as aspartil, serino e cisteino proteases apresentam importancia
particular (TURK et al., 2012).

As cisteino peptidases (cisteino - catepsinas) séo membros de uma familia

de enzimas similares a papaina, a maior € mais bem caracterizada familia de cisteino



13.1

peptidases. Existem onze catepsinas humanas, as catepsinas B, C,F, H, K, L, O, S, V, X
e W (BARRETT, RAWLINGS, WOESSNER, 2004).

A maioria das catepsinas sdo expressas em tecidos humanos, tais como as
catepsinas L e V, e seus perfis de expressdo indicam que estas enzimas estdo envolvidas
nos processos normais de degradacdo de proteinas celulares. Ja a catepsina K mostrou
localizagdo celular mais restrita, indicando funcbes mais especificas (SALMINEN-
MANKONEN, MORKO & VUORIO, 2007).

Tais evidéncias sdo suficientes para que as funcdes fisioldgicas possam
ser, a0 menos parcialmente, atribuidas as suas diferentes localizagdes dentro e fora das
células, o que é consistente com o0 conceito novo de que proteases sao moléculas
sinalizadoras importantes, envolvidas nos mecanismos de controle de muitos processos
normais e patologicos. Com base na compreenséo do papel destas catepsinas em varias
doencas, tais como o cancer, doencas inflamatorias, doencas cardiovasculares e doencas
parasiticas, terapias novas estdo se desenvolvendo com grande probabilidade de serem
incorporadas a ensaios clinicos (TURK et al., 2012).

Deste modo, as catepsinas tornam-se alvos terapéuticos importantes nos
processos de descoberta e desenvolvimento de farmacos para o tratamento de diversas

patologias.

- As catepsinas K, L e V

A catepsina K (CatK) é um alvo novo em potencial contra a osteoporose.
Esta protease estd localizada nos osteoclastos e é a enzima chave envolvida na
remodelagem Ossea. E altamente expressa durante a reabsorcdo dos osteoclastos
(LECAILLE, BROMME & LALMANACH, 2008).

Muitas matrizes 0sseas podem ser decompostas pela CatK, incluindo os
colagenos do tipo | e 1, osteopontina e osteonectina. Osteoporose € caracterizada como
a perda persistente de massa e diminui¢do da densidade 6ssea devido ao aumento direto
ou indireto da reabsorcéao 0ssea pelos osteoblastos sob formacao (SHI, LIU & WU, 2011).

Os osteoclastos liberam protease lisossomal nos intervalos entre a
membrana celular e a matriz dssea para o processo de reabsorcdo, na qual a CatK pode

ser a protease mais importante, uma vez que ela é expressa durante todo o processo de



diferenciacdo de osteoclastos. Deste modo, CatK é um biomarcador altamente sensivel e
especifico para esta doenca (SHI, LIU & WU, 2011).

A catepsina L (CatL), juntamente com a B, estd envolvida no
desenvolvimento de processos neoplésicos em humanos. A secrecdo dessa catepsina por
células tumorais resulta na degradacao da matriz extracelular e na lise da membrana basal,
as quais sdo indispensaveis para a progressdo de tumores. A habilidade de células
tumorais de secretar proteases correlaciona-se com seu potencial invasivo e metastatico.
O aumento da expresséo das catepsinas B, L e D foi observado em carcinomas da mama,
canceres de pulmdo, estdbmago e melanomas (KHALIKOVA et al.,, 2005). A CatL
também foi associada a processos de diferenciacdo queratinocita, funcdes reprodutivas e
cardiacas (MARQUES et al., 2012).

A catepsina V (CatV) é uma elastase altamente efetiva, cuja expressao é
restrita ao timo e aos testiculos, e esta implicada na degradacao fisiologica e patolégica
da matriz extracelular. Em condicBes patoldgicas essa enzima foi considerada um
marcador em potencial para o diagnéstico de tumores do cdlon e € expressa em
carcinomas da mama e do reto, mas ndo no colon ou tecido da mama normais. Acredita-
se que a Cat. V desempenha um papel na progressédo do cancer, tornando-se portanto, um
alvo valioso para oncologia (DU et al., 2013).

A CatV também foi identificada como tendo a atividade elastolitica mais
potente expressa em macrdfagos ativados e, juntamente com as catepsinas L, K e S, esta
envolvida na aterosclerose (WILDER et al., 2011).

1.3.2 - Aspectos estruturais e mecanismo de acao das catepsinas

As proteases catalisam seletivamente a hidrélise de ligacdes peptidicas, a
qual se trata de uma reacdo energeticamente favoravel, mas extremamente lenta na
auséncia de um catalisador (POWERS et al., 2002).

A atividade proteolitica das catepsinas se deve a trés residuos: Cys25,
His159 e Asnl75 (numeracdo da papaina). Portanto, esta enzima possui um sitio ativo
nucleofilico e um residuo basico que também pode atuar como &cido no mecanismo
catalitico, conforme mostrado na FIGURA 1.4 (p. 10) (POWERS et al., 2002).



FIGURA 1.4: Residuos do sitio ativo das cisteino proteases.
Fonte: POWERS et al., 2002.
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Os estados de transicdo para as cisteino proteases envolve a formacéo de
um intermediario tetraédrico, mostrado na FIGURA 1.5 (p. 10). O oxianion do
intermediério formado é estabilizado pelas interacdes com Varios grupos através de

ligagGes de hidrogénio.

FIGURA 1.5: Estado de transicdo para a hidrolise de ligaces peptidicas por cisteino
proteases.
Fonte: POWERS et al., 2002.
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De maneira mais especifica, Cis25 e His159 formam um par iénico que é
estabilizado por ligacdo de hidrogénio pelo residuo Asn175. O residuo nucleofilico
(Cys25) deve ser pré-ativado para ficar ionizado e, assim, reagir com o substrato. Durante
a hidrolise do peptideo, o nucledfilo (S°) ataca o carbono do grupo carbonila da ligacéo
peptidica pertencente ao substrato, levando a formacédo de um intermediario tetraédrico.
Em seguida, por um processo de acilacdo, este intermediario libera a por¢do C-terminal
do substrato, deixando a enzima acilada (E-S-tiol-éster). Uma hidrdlise forma um

segundo intermedidrio tetraédrico e este, por sua vez, sofre uma reacdo de desacilacéo,
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liberando a por¢cdo N-terminal e a enzima livre ao meio (FIGURA 1.6, p. 11)
(LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002).

FIGURA 1.6: Mecanismo de hidrélise de peptideos por cisteino peptidases.
Fonte: LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002.
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Cabe ressaltar que a busca por inibidores especificos das catepsinas K, L
e V (ou seja, compostos capazes de inibir a atividade de apenas uma delas) consiste em

um grande desafio, diante da similaridade estrutural que estas enzimas apresentam.

1.3.3 - Inibidores naturais

Embora as catepsinas tenham sido intensivamente estudadas como alvos
promissores para a descoberta e desenvolvimento de farmacos, poucos inibidores

baseados em produtos naturais foram descritos na literatura (MARQUES et al., 2012).
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Os inibidores enzimaticos podem ser classificados em inibidores
reversiveis, 0s quais associam-se a enzima atraves de ligacdes intermoleculares néo-
covalentes (EeI), e irreversiveis, cuja associagdo se da covalentemente (E-I). Os
irreversiveis causam inativacdo enzimatica, enquanto os reversiveis podem se ligar a
varias espécies de enzima em equilibrio e ndo provocam modificagdes estruturais na
mesma, de modo que a atividade pode ser recuperada com a remocéo do inibidor (EL-
METWALLY & EL-SENOSI, 2010).

Esses compostos sdo capazes de reduzir as velocidades de reacdes
catalisadas por enzimas, as quais ocorrem, geralmente, através da associa¢do de uma
enzima (E) ao seu substrato (S), levando & formagdo de um complexo denominado
complexo enzima-substrato (ES), o qual em sequéncia, passa rapidamente por um estado
de transicdo (E+S*), formando o complexo enzima-produto (EeP), que se dissocia
prontamente liberando a enzima (E) inalterada e o produto (P) (FIGURA 1.7, p. .12)
(COPELAND, 2000).

FIGURA 1.7: Equilibrio cinético entre enzima e substrato.

E+S == ES=— (BSH== EP == E+P

O planejamento racional de farmacos através de inibi¢do enzimatica requer
que os candidatos a inibidores sejam capazes de ligar-se a enzima de forma rapida e
reversivel, ndo promovendo alteracGes estruturais na mesma e permitindo assim a
formacéo do complexo enzima-inibidor (E°I).
Os inibidores reversiveis séo classificados em:
e competitivo: compete diretamente com o substrato pelo sitio ativo da enzima,
resultando na formagéao da espécie ES ou Eel. Trata-se de um tipo de inibidor que
possui estrutura semelhante a do substrato natural da enzima, fazendo com o
mesmo seja reconhecido. Porém, como apresenta diferencas estruturais, ndo sofre
reacdo e portanto, ndo leva a formacgédo do produto (NELSON & COX, 2008),
conforme mostrado na FIGURA 1.8 (p. 13).

12



FIGURA 1.8: Esquema classico de inibi¢cdo competitiva.

Km Keat
E+8 =—=ES—*E+P
+
I
|
EI

e N&o-competitivo: é capaz de se ligar a enzima livre para formar o complexo Eel
ou, ainda, ao complexo EeS, para formar o complexo E«SeI, ambos cataliticamente
inativos; liga-se ao sitio alostérico da enzima, induzindo mudancgas
conformacionais no sitio ativo da mesma, o que impede a interacdo efetiva com o
substrato natural (FIGURA 1.9, p. 13) (NELSON & COX, 2008).

FIGURA 1.9: Esquema classico de inibicdo ndo-competitiva.
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e incompetitivo: liga-se apenas ao complexo E-S, alterando a atividade catalitica da
enzima sem, no entanto, alterar a interacdo com o substrato (FIGURA 1.10, p. 13)
(NELSON & COX, 2008).

FIGURA 1.10: Esquema classico de inibicdo incompetitiva.
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Os inibidores candidatos a farmacos podem ser reversiveis (competitivos,
ndo-competitivos ou incompetitivos) ou irreversiveis, embora este ultimo tenha aplicacéo
terapéutica limitada (SHARMA, 2012).

1.4 - O Cerrado brasileiro e suas potencialidades

O Cerrado (savana brasileira) € um dominio fitogeogréafico em que a
fisionomia de savana predomina, mas este ambiente também contém floresta ripariana,
floresta sazonal semi-decidua, floresta sazonal decidua, campo Umido, entre outros
(FIGURA 1.11, p. 14) (NOVAES et al., 2013).

FIGURA 1.11: Regido do Cerrado Brasileiro

(Disponivel em: http://www.sciencemag.org/. Acessado em 04/01/2014)

Esse ambiente estende-se pelos estados da Bahia, Goias, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Piaui, Tocantins e Sdo Paulo
(NOVAES et al., 2013) (FIGURA 1.12, p. 15). A area original total de Cerrado era de
205 milhdes de hectares (IBGE, 2014), constituindo a segunda maior formacao vegetal

brasileira, superada apenas pela Floresta Amazonica (FORZZA et al., 2010).
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FIGURA 1.12: Extensdo do dominio do Cerrado no Brasil.
Fonte: NOVAES et al., 2013.

O Cerrado brasileiro é reconhecido como a savana tropical mais rica do
planeta, com mais de 12.000 espécies de plantas, das quais pelo menos 30% sdo
endémicas. As familias de angiospermas de maior predominancia sdo: Asteraceae,
Fabaceae, Orchidaceae, Poaceae, Eriocaulaceae, Melastomataceae e Rubiaceae
(FORZZA et al., 2010).

Porém, de acordo com SANO et al. (2008), esse dominio é o mais
fragmentado do Brasil, restando apenas cerca de 20% de vegetacdo nativa. As ameacas
mais graves a sua conservacdo sdo o desmatamento e sua fragmentacao, a degradacédo do
solo, e dispersdo de espécies exdticas de culturas e pastagens, como soja e grama africana
(CARMO, VASCONCELOS & ARAUJO, 2011). Esta situagio compromete a aquisicio
de informagdes sobre muitas espécies, que estdo sob o risco de serem extintas antes
mesmo de estudadas.

O conceito de hotspots de biodiversidade foi definido inicialmente por
MEYERS (1988), como areas com concentragdes excepcionais de espécies endémicas e
perda excepcional de habitat. Essa defini¢cdo surgiu da necessidade de identificar areas
prioritarias, uma vez que o nimero de espécies ameagadas supera 0S recursos de
conservacao. Desta forma, ao concentrar esfor¢os nas areas onde a necessidade é maior e

o0 retorno também poderia ser, e a conservacao seria mais efetiva.
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De acordo com GORENFLO et al. (2012), existem trinta e cinco hotspots
de biodiversidade na Terra (FIGURA 1.13, p. 16), os quais abrangem 2,3% da superficie
e contém mais de metade das espécies de plantas do mundo e 43% das espécies de
vertebrados terrestres da Terra. Além disso, existem cinco éareas selvagens de
biodiversidade elevada, as quais também sdo ricas em espécies endémicas e sao regides
amplas (de no minimo 10.000 km?), com impacto humano relativamente baixo,

apresentando perda de 30% ou menos de seu habitat natural.

FIGURA 1.13: Hotspots de biodiversidade (regides de 1 - 35) e areas selvagens de
biodiversidade elevada (regides de 36 - 40). Fonte: GORENFLO et al., 2012.

28

26

1: Mata Atlantica; 2: Provincia Floristica da Califérnia; 3: Regido Floristica do Cabo; 4: Ilhas do Caribe;
5: Caucasus; 6: Cerrado; 7: Floresta Chilena Chuvosa de Inverno de Valdivian; 8: Florestas Costeiras do
Leste da Africa; 9: llhas da Melanésia do Norte; 10: Afromontana do Leste; 11: Florestas do Leste da
Australia; 12: Florestas da Guiné da Africa Ocidental; 13: Himalaia; 14: Chifre da Africa; 15: Indo-
Birmania; 16: Irano-Anatoliano; 17: Jap&o; 18: llhas de Madagascar e do Oceano indico; 19: Florestas de
Pinho-Carvalho de Madrean; 20: Maputalandia - Pondolandia - Albania; 21: Bacia Mediterranea; 22:
Mesoamérica; 23: Montanhas da Asia Central; 24: Montanhas do Sudoeste da China; 25: Nova Caled6nia;
26: Nova Zelandia; 27: Filipinas; 28: Polinésia-Micronésia; 29: Sudoeste da Australia; 30: Karoo
Suculento; 31: Sundalandia; 32: Andes Tropicais; 33: Tumbes - Choc6 - Madalena; 34: Wallacea; 35: Ghats
Ocidentais e Sri Lanka; 36: Amazonia; 37: Florestas do Congo; 38: Florestas Miombo-Mopano e Savanas;
39: Nova Guiné; 40: Desertos Norte Americanos.

Apesar de sua grande importancia e diversidade, o Cerrado ainda
permanece pouco explorado do ponto de vista quimico-biolégico, pois mesmo com o
crescimento do nimero de prospecgdes, resta uma enorme quantidade de espécies a ser

estudada. E, embora as plantas medicinais representem um mercado importante dos
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pontos de vista terapéutico e econdmico no Brasil, os conhecimentos acerca de
bioprospeccdo ainda sdo muito limitados, despertando interesse especial para sua
conservacao e para o desenvolvimento de pesquisas que possibilitem o uso racional de
seus recursos (HANAZAKI et al., 2000).

Por esses aspectos, esse ambiente constitui uma fonte promissora de
substancias bioativas e, neste contexto, estudos de carater quimico biologico de espécies
desse dominio contribuem para aquisicdo de informaces de grande utilidade para

ecologia quimica, quimiotaxonomia e descoberta de farmacos.

1.5 - A familia Fabaceae

A Fabaceae constitui a terceira maior familia entre as Angiospermas,
sendo formada por 36 tribos, 727 géneros e 19.325 espécies, distribuidas por todos os
continentes, exceto pela Antértica (LEWIS et al., 2005; WINK & MOHAMED, 2003).

Segundo DUTRA, MESSIAS & GARCIA (2005), no Brasil ha cerca de
2.100 espécies reunidas em 188 géneros, distribuidos pela Mata Atlantica, Cerrado,
Caatinga e Floresta Amazonica.

A principal caracteristica que une as espécies desta familia é o fruto
(FARIA, SANO & COSTA, 2006), e as plantas constituintes se apresentam desde de
arvores gigantescas até pequenas ervas (RAVEN, EVERT & EICHHORN, 1996).

As espécies pertencentes a Fabaceae apresentam grande importancia
econdmica para 0 homem, visto que muitas fornecem grdos comestiveis como soja,
amendoim e ervilha (SOSULSKI & SOSULSKI, 2006), madeira como jacaranda e
sucupira (LORENZI, 2002) e propriedades medicinais, como a copaiba (TAMBE et al.,
1996).

1.6 - O género Hymenaea e a espécie H. stigonocarpa
O nome Hymenaea ¢ proveniente da palavra “hymen” que significa “deus
das unides” devido as duas folhas unidas (foliolos), caracteristicas das espécies que

compdem o género (BARROSO, 1991), o qual pertencente a tribo Detarieae, e é formado

por catorze espécies, cinco delas apresentando variedades. Sua ocorréncia se da em clima
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tropical e subtropical, principalmente na Africa e América do Sul. No Brasil, é encontrado
em todo o territdrio nacional (LEE & LANGENHEIM, 1975).

A espécie H. stigonocarpa Mart. ex Hayne (FIGURA 1.14, p. 18) esta
distribuida nos estados do Amazonas, Bahia, Ceard, Distrito Federal, Goias, Maranhéo,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pard, Piaui, Sdo Paulo, e Tocantis (DE
ALMEIDA, 1998).

As arvores desta espécie sdo de pequeno a médio porte, variando de 3 a 10
m de altura, e apresentam copa frondosa e tronco de 30 a 50 cm de diametro (LORENZI,
1998). As flores (produzidas de janeiro a marco, durante a estacdo chuvosa) sdo
consideradas as maiores do género (GIBBS, OLIVEIRA & BIANCHI, 1999). O fruto é
robusto (10 a 20 cm de comprimento e 4 a 6 cm de largura), com polpa farinacea,
adocicada e comestivel pelo homem e por espécies da fauna (ROCHA et al., 1994). A
farinha, por ser rica em nutrientes, é usada para preparacdo de bolos, pées, biscoitos e
cereais (RODRIGUES ORSI et al., 2012).

FIGURA 1.14: A espeécie H. stigonocarpa Mart. ex Hayne.

[V
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O jatoba-do-cerrado, como é conhecida popularmente esta planta, é uma
arvore ornamental e, por isso, € muito usada em reflorestamento de areas degradadas para
recomposicdo da vegetacdo arborea (LORENZI, 1998). Sua madeira é pesada, dura,
resistente e durdvel sob exposicdo a intempéries (CORREA, 1984) e por isso é muito
empregada na construcdo civil e também naval (DE ALMEIDA, 1998), apresentando

assim, importancia econémica para o homem.

1.7 - Estudos quimicos de H. stigonocarpa

A prospeccdo quimica de plantas endémicas brasileiras, principalmente
daquelas que possuem relatos de aplicagdes na medicina popular, é extremamente
importante para o pais, visto que grupos de pesquisa de outras na¢cdes podem patentear o
uso destas espécies, apoderando-se da riqueza nacional. Além disso, muitas destas
espécies encontram-se ameacadas de extin¢do e podem deixar de existir antes mesmo de
serem estudadas.

As espécies do género Hymenaea sdo conhecidas por conterem,
principalmente, diterpenoides do tipo enantio-labdanoico na resina do tronco e no extrato
das cascas, e diterpenoides ent-halimano na resina da semente (NOGUEIRA et al., 2001).
Além desta classe de substancias, alguns estudos quimicos demonstraram a presenca de
sesquiterpenoides (LANGENHEIM & HALL, 1983; AGUIAR et al., 2010), acidos
graxos (MATUDA & MARIA NETTO, 2005) e flavonoides (MARANHAO et al., 2013)
em diferentes partes de plantas deste género.

Os dados obtidos através de uma revisao bibliografica sobre as substancias
isoladas de Hymenaea estdo compilados nas TABELAS 1.2,1.3,1.4,15¢e 1.6 (p. 20 -
34).
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TABELA 1.2: Diterpenoides isolados de Hymenaea spp.

12

acido ent-13-epilabdanolico

o ) ] Parte da o
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
Resina NAKANO &
H. courbaril )
comercial | DJERASSI, 1961
09
acido copélico
:/Y\COOH
v~ COOH
10
acido ent-labd-8(20)-en-15,18-
H. dioico Resina do
oblongifolia _/\(\COOH tronco
e CUNNINGHAM,
MARTIN &
S LANGENHEIM,
v~ COOH
1973
11
acido ent-labd-8(20), 13-dien-
15,18-dioico
= >"COOoH
: a
o OH Resina do
H. parvifolia
tronco
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TABELA 1.2 (continuagéo)

_ ) _ Parte da _
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
=77 cooH
T A CUNNINGHAM,
H. Resina do | MARTIN &
courbaril tronco | LANGENHEIM,
1973
13
acido lab-13-en-8p-ol-15-oico
_ MARTIN &
i ‘ Resina do LANGENHEIM
verrucosa v COOH tronco ’
1974
14
acido ent-8(17),13(16),14-
labdatrien-18-oico
15
ent-halima-1(10)-en-15,18-dioato de ) KHOO,
Resina da
H. metila OEHLSHLAGER
casca do
courbaril & OURISSON,
fruto
1973

\‘\‘

MeO 2 C

16
ent-halima-1(10),13-dien-15,18-

dioato de metila
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TABELA 1.2 (continuagéo)

ozato de metila

o ) ] Parte da .
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
) KHOO,
Resina da
OEHLSHLAGER
casca do
~ H & OURISSON,
MeO,C = fruto
1973
17
ent-(8R)-8-metildaniela-1(10)-en-
18-oato de metila
= >"COOH
AL
H. courbaril OH
MARSAIOLI,
) 18 DE FREITAS
Acido labdan-8p-ol-15-oico . ~
Resinado | LEITAO FILHO
_ M COOH | tonco | &DEPAIVA
P CAMPELLO,
1975
",//H
19
acido ent-labd-7,13(E)-dien-15-
oico
:/\H/\
H. courbaril T
Casca do NOGUEIRA et
var.
_ . fruto al., 2001
stilbocarpa S "COOMe
20
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TABELA 1.2 (continuagéo)

24
acido ent-(5R, 8S, 9S, 10R)-

cleroda-3-en-15-oato de metila

o ) ) Parte da o
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
21
4cido colavénico
H. courbaril Cascado | NOGUEIRA et
var. stilbocarpa fruto al., 2001
22
acido ent-(5R, 8S, 9S, 10R)-
cleroda-3,13(E)-dien-15-oico
23
acido ent-(5S, 8S, 9S, 10R)-cleroda-
3,13(E)-dien-15-oico
H. courbaril Casca do NOGUEIRA et
var.altissima tronco al., 2002
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TABELA 1.2 (continuagéo)

27

acido ent-(2S, 13R)-2,13-diidroxi-
1(10),14-halimadien-18-oico

o ) ] Parte da o
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
M
H. courbaril
Cascado | NOGUEIRA et
var.
o fruto al., 2002
altissima Me0,C %,
OAc
25
26
acido ent-(13R)-13-hidroxi- Folhas, ABDEL-
H. courbaril 1(10),14-halimadien-18-oico troncoe | KADER et al.,
galhos 2001
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TABELA 1.2 (continuagéo)

acido labdanolico

o ) ] Parte da .
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
Folhas,
ABDEL-KADER et
tronco e
al., 2001
galhos
28
acido ent-(13R)-2-ox0-13-hidroxi-
1(10),14-halimadien-18-oico
=~ "COOH
OH
29
H.
courbaril acido labd-13(E)-en-8-ol-15-oico
=~ “COOH
Cascado | JAYAPRAKASAM
fruto etal., 2007
30
acido labd-8(17),13(E)-dien-15-oico
COOH
OH
31
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TABELA 1.2 (continuagéo)

32
acido labd-7,13(E)-dien-15-oico

o ) ] Parte da .
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
=~ “"COOH
. Cascado | JAYAPRAKASAM
H. courbaril f
ruto etal., 2007

H.
stigonocarpa

33

caur-16-en-18-ol

34

cauran-16a-ol

35

caur-16-en-3a-ol

Epicarpo
do fruto

ANDREAO, 2010

ANDREAO, 2010
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TABELA 1.2 (concluséo)

o ) ] Parte da .
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
. Casca do JAYAPRAKASAM
H. courbaril f
ruto etal., 2007
36
crotomaclina
TABELA 1.3: Sesquiterpenoides isolados de Hymenaea spp.
Espécie Sesquiterpenoide Parte da planta Referéncia
37
cariofileno
MARTIN,
H. courbaril Folhas LANGENHEIM &

38

a-selineno

39

p-selineno

ZAVARIN, 1972
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TABELA 1.3 (continuagéo)

Espécie

Sesquiterpenoide

Parte da planta

Referéncia

H. courbaril

40

a-copaeno

41

B-copaeno

H

42

a-cubebeno

43

a-humuleno

Folhas

MARTIN,
LANGENHEIM &
ZAVARIN, 1972
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TABELA 1.3 (continuagéo)

Espécie Sesquiterpenoide Parte da planta Referéncia
44
p-humuleno
|
MARTIN,
H Folhas LANGENHEIM &
ZAVARIN, 1972
45
y-muuroleno
H. courbaril
- H
/\
46
o-cadineno

47

ciclosativeno

Casca do fruto

KHOO,
OEHLSHLAGER
& OURISSON,
1973
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TABELA 1.3 (continuagéo)

50

selina-4(15)-7-dieno

51

selina-4(15), 7(11)-
dieno

Espécie Sesquiterpenoide Parte da planta Referéncia
H
48
p-bourboneno
49 KHOO,
H. courbaril calareno Casca do fruto OEHLSHLAGER
- & OURISSON,
1973
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TABELA 1.3 (concluséo)

o ) ) Parte da o
Espécie Sesquiterpenoide Referéncia
planta
52
KHOO,
_ a-muuroleno Casca do
H. courbaril fruto OEHLSHLAGER &

OURISSON, 1973

a-himacaleno

- H .
0
H. courbaril H Casca do NOGUEIRA et al.,
var. altissima // fruto 2002
54
oxido de cariofileno
] Casca do JAYAPRAKASAM
H. courbaril £
ruto etal., 2007
55
espatulenol
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TABELA 1.4: Acidos graxos identificados do género Hymenaea.

Espécie

Acido graxo

Parte da

planta

Referéncia

H.
stigonocarpa

CH5(CH5)14COOH

56

&cido palmitico

CH3(CH;)16COOH

57

acido estearico

HO

58

acido oleico

59

acido linoleico

Semente

MATUDA &
MARIA
NETTO, 2005
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TABELA 1.4 (concluséo)

o . Parte da .
Espécie Acido graxo Referéncia
planta
CH3(CH>)15COOH
H MATUDA &
stigonocarpa 60 Semente | MARIA
g P NETTO, 2005
acido eicosanoico
TABELA 1.5: Flavonoides isolados do género Hymenaea.
o ) Parte da o
Espécie Flavonoides Referéncia
planta
61
H. hultenina come | MARANHAO
stigonocarpa etal., 2013

taxifolina
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TABELA 1.5 (concluséo)

Parte
Espécie Flavonoides da Referéncia
planta
63
H. quercetina MARANHAO et
. Cerne
stigonocarpa al., 2013

64

7-metoxicatequina

Nesse contexto, o estudo quimico de H. stigonocarpa ¢ relevante para a
caracterizacdo quimica desta espécie, uma vez que ampliard o conhecimento das classes
de metabolitos secundarios produzidos pela mesma, bem como para avaliacdo da

atividade bioldgica dos compostos isolados, frente aos alvos selecionados.

1.8 - Aplicagdes de H. stigonocarpa na medicina popular e estudos biolégicos

Existem diversos relatos de utilizagdo de H. stigonocarpa na medicina
popular brasileira para diferentes tratamentos. Segundo GUARIM NETO & MORAIS
(2003), as cascas em infusdo sdo usadas no combate de febres; a resina fervida é
empregada no tratamento de problemas respiratorios, como vermifugo e para aliviar dores

no estdmago, no peito e nas costas. Além disso, PANIZZA (1998) relata que um
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preparado a partir do cha das cascas dos galhos picadas e mel pode ser utilizado no
tratamento de problemas como tosse, bronquite, catarro, asma e fraqueza pulmonar,
diarreia, disenteria e cdlica intestinal. Ja a casca em cozimento € indicada para combater
hemoptises e hematiria (BONTEMPO, 2000).

Outros relatos indicam o emprego da casca do caule e do fruto para tratar
dores gastricas, Ulcera, diarreia e como anti-inflamatério (GRANDI et al., 1989). Com
base nas indicagdes etnofarmacoldgicas e na falta de evidéncias cientificas comprovando
esses efeitos, RODRIGUES ORSI et al. (2012) investigou a ac¢do do extrato metanolico
da casca e da polpa dos frutos de H. stigonocarpa em Ulceras gastrica e duodenal e
JAYAPRAKASAM et al. (2007) avaliou a atividade anti-inflamatdria dos constituintes
isolados da espécie H. courbaril frente as enzimas ciclooxigenase-1 e -2. Os resultados

desses estudos sdo apresentados nas se¢oes subsequentes (1.8.1 e 1.8.2).

1.8.1 - Acdo gastroprotetora e anti-inflamatoria intestinal de H. stigonocarpa

Segundo os ensaios realizados por RODRIGUES ORSI et al. (2012), o
extrato metanolico das cascas desta planta desempenha acao gastroprotetora contra varios
agentes ulcerogénicos; e que 0s extratos metandélicos das cascas do caule e da polpa dos
frutos de jatoba possuem atividade anti-inflamatoria intestinal (ORSI, SEITO & DI
STASI, 2014).

O efeito gastroprotetor, o qual esta relacionado com o envolvimento do
Oxido nitrico, foi acompanhado pela prevencdo da deplecdo de GSH (glutationa) e
inibicdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) na mucosa géastrica e duodenal. Esses
efeitos podem ser atribuidos ao efeito antioxidante que se deve a presenca de taninos
condensados e flavonoides no extrato (RODRIGUES ORSI et al., 2012).

A acdo protetora dos extratos contra inflamacdo induzida pelo éacido
trinitrobenzenossulfonico (TNBS) em ratos estd relacionado com propriedades
antioxidantes, como evidenciado pela contra-acdo da deplecdo de GHS, inibicdo das
atividades de MPO e alcalinofosfatase (AP), reducdo do contetdo de malondialdeido
(MDA) do colon e inibicdo da peroxidagéo lipidica em membranas. Os efeitos observados
podem estar relacionados com a presenca de classes de compostos antioxida8ntes, tais
como taninos condensados e terpenoides presentes nos extratos das cascas e dos frutos,
respectivamente (ORSI, SEITO & DI STASI, 2014).
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1.8.2 - Atividade anti-inflamatoria de terpenoides isolados de H. Courbaril

A atividade inflamatéria de sete terpenoides isolados da espécie H.
courbaril foi investigada por JAYAPRAKASAM et al. (2007), utilizando as enzimas
Ciclooxigenase-1 (COX-1) e Cicloxigenase-2 (COX-2), as quais desempenham um papel
critico em desordens inflamatdrias e tém sido alvos no planejamento de farmacos para o
tratamento desses processos. Ambas catalisam a etapa limitante da velocidade da sintese
de prostaglandinas. A COX-1 é expressa nas celulas da mucosa gastrointestinal,
mantendo sua integridade, enquanto a COX-2 é induzida pelo estimulo externo. Varios
estudos demonstram que a COX-2 é superexpressa em varias condi¢fes patoldgicas como
cancer, diabetes e mal de Alzheimer JAYAPRAKASAM et al., 2007).

A inibicdo dessas enzimas pelos terpenoides 19, 29, 29*, 30, 31, 36 e 55
(FIGURA 1.15, p. 37) foi avaliada na concentracdo de 100 pg/mL. Os percentuais de
inibicdo enzimatica desempenhados pelos compostos foram calculados com base no
controle com DMSO. Os controles positivos acido acetil salicilico, ibuprofeno e
rofecoxib foram testados em 180, 2,1 e 1,67 pug/mL, respectivamente.

A crotomaclina (36) inibiu a enzima COX-1 por 29% e a COX-2 por 15%.
Os compostos 29* e 31 inibiram a COX-2 seletivamente por 40% e 43%,
respectivamente. O sesquiterpenoide 55 também mostrou maior inibi¢éo da enzima COX-
2 (54%) quando comparado a COX-1 (15%). O acido labd-13E-en-8-0l-15-oico (29)
mostrou 30% de inibicdo da COX-2, enquanto o acido (13E)-labda-7,13-dien-15-0ico
(19) inibiu a COX-1 e -2 por 33% e 53%, respectivamente. Os controles positivos, acido
acetil salicilico e ibuprofeno, mostraram 61% e 53% de inibi¢cdo da COX-1, e 24% e 59%
de inibicdo da COX-2, respectivamente, na concentracdo de 180 e 2,1 pg/mL
(JAYAPRAKASAM et al., 2007).
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FIGURA 1.15: Terpenoides isolados de H. courbaril.
Fonte: JAYAPRAKASAM et al., 2007.
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Os mesmos compostos foram testados quanto a suas habilidades de inibir
a peroxidacdo lipidica de acordo com o procedimento estabelecido por
(JAYAPRAKASAM et al., 2007), na concentracdo de 100 pg/mL, empregando-se
DMSO como solvente (controle negativo) e hidroxi-anisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT) e tert-butil-hidroquinona (TBHQ) como controles
positivos, na concentracdo de 1 pg/mL. O composto 19 foi 0 mais ativo dentre os testados,
inibindo a peroxidacdo lipidica em 75%, enquanto os compostos 36 e 29 mostraram 46%
e 48% de inibicdo, respectivamente. Os antioxidantes comerciais BHA, BHT e TBHQ
apresentaram inibicao de 85%, 91% e 89%, respectivamente (JAYAPRAKASAM et al.,
2007).

Os compostos 19, 29, 29*, 30, 31, 36 e 55 também foram avaliados contra
a proliferacdo de linhagens de células tumorais humanas MFC-7 (mama), SF-261
(Sistema Nervoso Central), NCI-H460 (pulmao), HCT-116 (c6lon) e AGS (gastrica),
sendo inativos na concentracao de 100 pg/mL (JAYAPRAKASAM et al., 2007).

Com base nos estudos supracitados, nota-se que H. stigonocarpa pode
produzir substancias capazes de inibir enzimas associadas a varias condic¢des patologicas,
tais como o cancer, uma vez que tratam-se de espécies pertencentes ao mesmo género.
Deste modo, o estudo quimico desta planta em busca de compostos que inibam as

catepsinas K, L e V, bem como que apresentem atividade citotoxica frente a linhagens de
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células tumorais é de grande importancia, visto que a necessidade de se descobrir novos

inibidores enzimaticos e agentes terapéuticos anticancer € crescente.

2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho consistiu no estudo quimico do extrato etanodlico das
folhas e das flores de H. stigonocarpa, na perspectiva de isolar e elucidar estruturalmente
o0s metabdlitos secundarios, com a finalidade de avaliar a atividade citotoxica dos mesmos
frente as linhagens celulares normal (L-929) e tumoral (Sarcoma 180), bem como
investigar o seu potencial inibitorio frente as catepsinas K, L e V.

2.2 - Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho foram:
1. Fracionar os extratos etanolicos das folhas e das flores de H. stigonocarpa através de

técnicas cromatogréaficas convencionais;

2. Elucidar estruturalmente as substancias isoladas, empregando-se técnicas de RMN uni

e bidimensionais;

3. Avaliar o potencial citotoxico dos extratos, fracdes obtidas por parti¢do liquido-liquido,
e compostos isolados frente as linhagens celulares L-929 e S-180, bem como investigar a

atividade inibitéria dos mesmos frente as catepsinas K, L e V.

3 - PARTE EXPERIMENTAL

3. 1 - Materiais

3.1.1 - Solventes

e Solventes P.A.: foram utilizados solventes comerciais (hexano, diclorometano,

acetona, acetato de etila e metanol) de diversas marcas;
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Solventes grau HPLC: Solventes comerciais (diclorometano, acetonitrila,
metanol e isopropanol), marca Sigma Aldrich;

Solventes deuterados para RMN: CDClz, CD30OD, DMSO-ds, (CD3).CO e D20,
marca Sigma Aldrich.

3.1.2 - Fases estaciondrias para cromatografia

Silica gel 60 (70-230 mesh), marca Merk;

Silica flash (230 - 400 mesh), marca Merk;

Sephadex LH-20, Amershan Pharmacia Biotech AB;

Cis Luna (100 A e 10 um; 25 cm x 0,7 cm), preparada no Laboratério de Sintese
Organica e CLAE da UFSCar;

Cromatoplacas de silica gel em aluminio 60 F2ss, ¢ = 0,2 mm, Sigma Aldrich.

3.2 - Equipamentos

Evaporador rotativo: o solvente empregado no estudo quimico, incluindo o
preparo dos extratos, foi evaporado em evaporador rotativo IKA, modelo RV 05
Basic, com banho de aquecimento IKA HB 05.06 CN e bomba de hidrovacuo da
marca Quimis.

Cromatografos Liquidos de Alta Eficiéncia:

- Analitico: equipamento de marca Agilent, com sistema de quatro bombas, detector

DAD e software Izichrom.

- Preparativo: equipamento de marca Agilent, com sistema de duas bombas, detector

MWD e software Chemstation.

CG-EM: cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas, marca
Agilent, modelo 5975 Series MSD, equipado com coluna capilar HP-5 e ionizacéo
por impacto eletrénico.

coluna capilar HP-5 MS (5% fenil-95% metilpolissiloxano, 30 m de
comprimento por 0,25 mm de didmetro e expessura de 0,25 um);
Espectrometro de RMN: as anélises de RMN de *H e de *C foram realizadas
em um equipamento Bruker (400 MHz para *H) modelo DRX 400 (9,4 Tesla),
instalado no Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos,
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sob supervisdo do prof. Dr. Anténio Gilberto Ferreira. Também foi utilizado o
equipamento Bruker (500 MHz para *H) modelo DRX 500 (9,4 Tesla), instalado
no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias, sob supervisdo do prof.
Dr. Luciano Morais Li&o;

e [Espectrofotometros: a quantificacdo de densidade O&ptica (ensaios de
citotoxicidade) foi medida em um equipamento Awareness Technology INE/ Stat
Fax 2100), pertencente ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Goias, sob supervisdo da profa. Dra. Elisangela de Paula Silveira
Lacerda;

e Espectrofluorimetro: o monitoramento da hidrolise de substratos pelas
catepsinas (ensaios enzimaticos) foi realizado em um leitor de placa de ELISA -
Molecular Devices Corporation — Spectra MAX GEMINI XS, pertencente ao
Departamento de Quimica da Unversidade Federal de S&o, sob a supervisdo do

prof. Dr. Paulo Cezar Vieira.

3.3 - Estudo quimico dos extratos etanolicos das folhas e das flores de H. stigonocarpa

3.3.1 - Identificacéo e coleta das folhas

As folhas de H. stigonocarpa foram coletadas no Cerrado do Centro-Oeste
brasileiro, na regido do Distrito Federal (DF 480, lote 01, SMA - Gama/DF), em 14 de
dezembro de 2010. Os dados e as coordenadas da coleta (GPS) foram armazenados para
coletas futuras. Esta parte do trabalho foi realizada em colaboragéo com o Prof. Dr. Helder
Nagai Consolaro (Departamento de Ciéncias Bioldgicas — UFG/CAC), o qual realizou a
identificacdo do material vegetal e a cataloga¢do do mesmo. Os espécimes testemunhos
foram depositados no Herbario da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN
— Brasilia - DF), sob o nimero GD 046.

3.3.2 - Identificacéo e coleta das flores

As flores de H. stigonocarpa foram coletadas no Cerrado do Centro-Oeste

brasileiro, na regido do municipio de Davinodpolis - GO, em 13 de fevereiro de 2013.
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3.3.3 - Preparo do extrato etanolico das folhas

As folhas de H. stigonocarpa foram secas em estufa a 45° C e moidas. O

material moido foi entdo submetido a maceracdo com etanol, em repouso e a temperatura

ambiente, para extracdo dos metabolitos secundarios. O periodo de extracao foi de nove

dias, realizando-se a troca do solvente a cada trés dias, conforme representado no

FLUXOGRAMA 1 (p. 41).

As massas obtidas de material vegetal, bem como de extrato sdo mostradas

na TABELA 3.1 (p. 41).

FLUXOGRAMA 1: Metodologia de preparo do extrato etandlico.

Material
vegetal seco
e moido

etanol por trés dias

T

[ Maceragdo com }

vegetal
Evaporagao do
Extrato A
solvente

}

3.3.4 — Preparo do extrato etanolico das flores

As flores de H. stigonocarpa foram trituradas e o material foi submetido a

maceragdo com etanol, em repouso a temperatura ambiente, por nove dias, realizando-se

a troca do solvente a cada trés dias. A massa de material vegetal coletado, bem como de

extrato obtido sdo apresentadas na TABELA 3.1

TABELA 3.1: Massa obtida de material vegetal e extratos.

Material Vegetal Massa de Vegetal (g)

Folhas 1514

Massa de Extrato (g)

190

Flores frescas 1.214

177
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3.3.5 - Fracionamento do extrato etanélico das folhas

Inicialmente, 10 g do extrato etandlico das folhas foram submetidos a
cromatografia liquida em coluna (CLC) (¢ =5 cm; h x 9,5 cm) utilizando silica gel (70-
230 mesh) como fase estacionaria e eluicdo em ordem crescente de polaridade, com 0s
seguintes sistemas: hexano/acetato de etila/metanol, visando a separacdo dos constituintes
quimicos em grupos, de acordo com suas polaridades. Foram coletadas quatro fragdes,
consideradas distintas, de acordo com as analises por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), as quais foram denominadas fragdes 1, 2, 3 e 4 de acordo com a sequéncia de
eluicdo (FLUXOGRAMA 2, p. 43).

3.3.5.1 - Fracionamento da fracéo 1

A fracdo 1 foi analisada por CCD e apresentou manchas roxas
caracteristicas de classes de produtos naturais. Por esse motivo, esta fracdo foi submetida
ao fracionamento por CLC (¢ = 2,2 cm e h =36 cm) com silica gel (230-400 mesh) como
fase estacionéria e eluicdo gradiente de polaridade (hexano/diclorometano/acetato de
etila/metanol) (FLUXOGRAMA 2). O fracionamento rendeu doze fracdes, as quais
foram agrupadas em seis juncdes de acordo com suas similaridades quimicas constatadas
por CCD. Com base nos perfis de eluicdo de seus constituintes quimicos, as fracdes 1.8 e

1.9 foram selecionadas para fracionamento.
3.3.5.1.1 — Fracionamento da fracéo 1.8

O fracionamento da fracdo 1.8 rendeu catorze fragcOes, as quais foram
agrupadas em cinco junc@es devido as similaridades quimicas observadas por CCD. Os

constituintes da fracdo 1.8.2 apresentaram valores de Rf (fatores de retencdo) adequados,

ou seja, entre 0,4 e 0,7, 0 que fez com que a mesma fosse escolhida para fracionamento.
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3.3.5.1.2 — Fracionamento da fragédo 1.8.2

A fracdo 1.8.2 foi fracionada por CLC (silicagel; ¢ =1,4cme h =165
cm; eluicdo gradiente: hexano/acetato de etila/metanol) originando doze fragdes, sendo

isolada a substéncia | da fracdo 1.8.2.7 (FLUXOGRAMA 2).

FLUXOGRAMA 2: Isolamento da substancia I.

Extrato etandlico
das folhas
m=10g

CLC - Sflica gel (70— 230 Mesh)

0=35,0em, h=95cm

Hex 100% (500 mL), Hex/AcOEt 85:15 (400 mL); 50:50
(450 mL); 20:80 (230 mL), AcOEt/MeOH 50:50, MeOH

100% (430 mL).
Fracdo 1 Fracdo 2 Fracdo 3 Fracdo 4
m=1_8¢g m=28¢g m=13g m=03g
CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)
¢=22cm, h=36,0cm
Hex/DCM 50:50 (300 mL): DCM/AcOEt 80:20 (50mL),
AcOEt 100%, (50 mL), MeOH 100% (50 mL).
1.1-4 1.5-6 1.7 1.8 1.9 1.10-12
m = 80,0 mg m=61,0mg m=37,0mg 380,5 mg m = 200,0 mg m=19,1mg
CLC - Sflicagel (230 — 400 Mesh)
0=13cm, h=20,0cm
Hex 100% (20 mL), Hex/AcOEt 80:20 (70 mL);
ACOEt 100% (40 mL), MeOH 100% (20 mL)
1.8.1 1.8.2 1.83-6 1.8.7-8 1.89-14
15,0 mg 220,0 mg 23,0mg 10,4 mg 42,0 mg
CLC - Silica gel {230 — 400 Mesh)
¢6=14cm, h=16,0cm
Hex 100% (30 mL), Hex/AcOEt 9:1 (130 mL), 80:20, 65:35, 50:50,
20:80 (20 mL cada), AcOEt 100% (20 mL), MeOH 100% (20 mL)
1.8.2.1-4 1.8.2.5-6 1.8.2.7 1.8.2.8-9 1.8.2.10-11 1.8.2.12
60,9 mg 33,7 mg 10,1 mg 6,1 mg 18,5mg 24,2 mg

l

Substancia 01
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3.3.5.2 - Fracionamento da fragédo 1.9

A fragdo 1.9 foi submetida a CLC (silica gel; ¢ = 1,4 cme h =19,6 cm;
eluicdo: hexano/acetato de etila/metanol) rendendo treze fracGes, as quais foram
agrupadas conforme suas similaridades quimicas. Deste modo, isolou-se a substancia 11
dafracdo 1.9.6 (FLUXOGRAMA 3, p. 44). Das demais fracOes, por apresentarem valores
de Rf muito proximos, ndo foi possivel a separacdo dos constituintes por CLC, sendo as
mesmas reservadas para estudo via CLAE posteriormente. Deste modo, iniciou-se 0

fracionamento da fragéo 2.

FLUXOGRAMA 3: Isolamento da substancia Il.

Extrato etandlico
das Folhas
m=10,0g

CLC -Silicagel (70— 230 Mesh)

6=50cm h=95cm

Hex 100% (500 mL), Hex/AcOEt 85:15 (400 mL); 50:50
(450 mL): 20:80 (230 mL), AcOEt/MeOH 50:50, MeOH

100% (430 mL).
Fracdo 1 Fragao 2 Fragcdo 3 Fragao 4
m=18¢g m=28¢g m=13¢g m=03¢g

CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)

$=22cm h=36,0cm

Hex/DCM 50:50 (300 mL); DCM/AcOEt 80:20 (50mL),
AcOEt 100%, (50mL), MeOH 100% (50 mL).

1.1-4 1.5-6 1.7 1.8 1.9 1.10-12
m = 80,0 mg m =61,0 mg m=37,0mg 380,5mg m = 200,0 mg m=19,1mg

CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)

0=14cm, h=19.6cm

Hex 100% (50 mL), Hex/AcOEt 90:10 (120 mL), 80:20 (50 mL), 70:30
(30 mL), 60:40, 50:50, 40:60, 20:80 (20 mL cada); AcOEt 100% (20
mL); AcOEt/MeOH 50:50(20 mL) MeQH 100% (20 mL)

1.9.1-3 1.9.4-5 1.9.6 1.9.7-9 1.9.10-13
90,0 mg 21,0mg 6,3 mg 17,4 mg 32,0mg

|

Substancia 02
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3.3.5.3 - Fracionamento da fragéo 2

A fracdo 2 apresentou diversas manchas caracteristicas de classes de
substancias naturais via analise por CCD e foi fracionada por CLC (silica gel; ¢ = 3,0 cm
e h = 35,4 cm; eluicdo com hexano/acetato de etila/metanol) (FLUXOGRAMA 4). O
fracionamento resultou em quarenta e seis frag0es, as quais foram agrupadas em dezesseis
juncoes, de acordo com as similaridades quimicas observadas por CCD. Destas, a juncao
2.5-10 apresentou manchas roxas intensas e foi selecionada para fracionamento, com a
finalidade de remocéo dos pigmentos presentes e separa¢do dos constituintes quimicos de

interesse.

3.3.5.3.1 - Fracionamento da juncéo 2.5-10

A fracdo 2.5 (juncéo 2.5-10) foi submetida a CLC (silicagel;  =2,5cme
h =20 cm; eluigdo com hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu dezoito
fracdes, as quais foram agrupadas em sete juncdes (FLUXOGRAMA 4, p. 46) de acordo
com as similaridades quimicas observadas por CCD. Destas, a fracdo 2.5-11 apresentou-
se como um solido branco e foi submetida a analise por CG-EM, sendo identificada como

uma mistura de trés esteroides.
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FLUXOGRAMA 4: Obtencdo da mistura de esteroides.

Extrato etandlico
das Folhas
m=10g

CLC - Silica gel (70— 230 Mesh)
¢=5,0cm, h=95cm

100% (430 mL).

Fracao 1
m=18g

Fragao 2
m=28¢g

Fracao 3
m=13g

CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)
¢=30ecm, h=354cm

Hex 100% (165 mL), Hex/AcOEt 90:10 (350 mL), 80:20 (100 mL), 70:30 (200
mL), 60:40 (100 mL), 50:50 , 40:60, 30:70, 20:80 (50 mL cada), AcOEt 100% (50
mL), AcOE/MeOH 80:20,70:30, 50:50 (50 mL cada), MeOH 100% (400 mL)

2.1-3

278,4mg | 202,9mg

2.25-26
325,5mg

24 2.5-10 2.11-12 2.13-15
220,9mg 355,0mg| 177,65mg

2.16-18 2.19 2.20
60,2 mg 32,5mg 112,0mg

2.37-40
186,4 mg

2.41-46
75,2 mg

2.27-28
89,1mg

2.35-36
114,8 mg

2.29-30
97.5mg

2.31-34
11,7mg

CLC - Silica gel (230 —400 Mesh)
$=25cm, h=20cm

(150mL), AcOEt/MeOH 50:50 (50 mL), MeOH 100% (100 mL)

2.5.1-2
12,9 mg

2.5.3 2.5.4-5 2.5.6-10 2.5.11 2.5.13-14 2,5.15-18
5,4 mg 20,2 mg 13,8 mg 75,1 mg 10,3 mg 6,0 mg

l

Mistura de
esteroides

3.3.5.3.3 - Fracionamento da fracéo 2.25

uma mancha de coloragdo roxa forte e manchas verdes caracteristicas de pigmentos, e
portanto, foi selecionada para fracionamento, através de CE (¢ = 1,7 cm e h=40 cm) com
fase estacionédria Sephadex LH-20 e eluicdo em modo isocratico de polaridade,
empregando-se metanol/diclorometano (1:1) (FLUXOGRAMA 5, p. 47). Foram

coletadas treze fracdes, as quais foram agrupadas em sete jungdes devido as similaridades

A juncéo 2.25-26 (fracdo 2.25) apresentou-se como uma mistura contendo

Hex 100% (500 mL), Hex/AcOEt 85:15 (400 mL); 50:50
(450 mL); 20:80 (230 mL), AcOEt/MeOH 50:50, MeOH

Hex 100% (50 mL), Hex/AcOEt 90:10 (350 mL), 50:50 (50 mL), AcOEt 100%



quimicas apresentadas via CCD, permitindo assim a obtencdo da substancia 11, a partir
da fracdo 2.25.11.

FLUXOGRAMA 5: Isolamento da substancia Ill.

Extrato etandlico
das Folhas
m=10,0g

CLC - Silicagel (70— 230 Mesh)

0=50cm h=95cm

Hex 100% (500 mL), Hex/AcOEt 85:15 (400 mL); 50:30
(450 mL); 20:80 (230 mL), AcOEt/MeOH 50:50, MeOH

100% (430 mL).

Fracdo 1 Fragdo 2 Fracdo 3 Fracdo 4
m=18¢g m=2_8g m=13¢g m=03g

CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)

&=3.0cm, h=354cm

Hex 100% (1635 mL), Hex/AcOEt 90:10 (350 mL), 80:20 (100 mL), 70:30 (200

mL), 60:40 (100 mL), 50:50 , 40:60, 30:70, 20:80 (50 mL cada), AcOEt 100% (50

mL), AcOEt/MeOH 80:20,70:30,50:50 (50 mL cada), MeOH 100% (400 mL)

2.1-3 24 2.5-10 2.11-12 2.13-15 2.16-18 2.19 2.20 2.21-24

278,4mg | 202,9mg | 220,9mg 355,0mg| 177,65mg| 60,2mg | 32,5mg 112,0mg  225,0mg

2.25

-26 2.27-28 2.29-30 2.31-34 2.35-36 2.37-40 2.41-46

3255mg 89,1mg 97,5mg 11,7 mg 114,8mg 186,4mg 75,2mg

CE - Sephadex LH-20
¢ =1,7cm, h=40,0 cm
DCM/MeOH 1:1 (250 mL)

2.25.1-2
16,3 mg

2.25.3-5 2.25.6—8 2.25.9-10 2.25.11 2.25.12 2.25.13
11,2 mg 18,6 mg 35,9 mg 101,8 mg 2,0mg 2,5mg

l

Substancia 03
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3.3.5.3.4 - Fracionamento da juncéo 2.31-34

As fragOes 2.31-34 foram agrupadas por apresentarem perfis similares na
analise por CCD, sendo visualizada uma mancha amarela e uma mancha verde escuro.
Esta fracdo foi, portanto, submetida a um processo de purificacdo com diclorometano,
originando as fragfes 2.31.1 (fracéo soluvel em DCM) e 2.31.2 (porc¢éo insoluvel). Desta
forma, isolou-se a substancia 1V, da fracdo 2.31.2 (FLUXOGRAMA 6, p. 48). Diversas
fragcdes oriundas da fracdo 2 foram identificadas, no entanto com quantidades pequenas

de massa, e foram reservadas. Deste modo, iniciou-se o fracionamento da fracdo 3.

FLUXOGRAMA 6: Isolamento da substancia IV.

Extrato etandlico
das Folhas
m=10g

CLC - Silica gel (70 — 230 Mesh)

¢=35,0cm, h=95cm

Hex 100% (500 mL), Hex/AcOEt 85:15 (400 mL); 50:50
(450 mL); 20:80 (230 mL), AcOEt/MeOH 50:50, MeOH

100% (430 mL).
Fragdo 1 Fracdo 2 Fragdo 3 Fracao 4
m=1,78¢g m=2,7996¢g m=1,33¢g m=0,27¢g

CLC - Silica gel (230 — 400 Mesh)

¢=3.0cm, h=354cm

Hex 100% (165 mL), Hex/AcOEt 90:10 (350 mL), 80:20 (100 mL), 70:30 (200
mL), 60:40 (100 mL), 50:50 , 40:60, 30:70, 20:80 (50 mL cada), AcOEt 100% (50
mL), AcOEt/MeOH 80:20, 70:30,50:50 (50 mL cada), MeOH 100% (400 mL)

2.1-3 24 2.5-10 211-12 | 2.13-15 | 2.16-18 2.19 2.20 2.21-24
278,4mg | 202,9mg | 220,9mg 355,0mg| 177,65mg| 60,2mg | 32,5mg 112,0mg 225,0mg
2.25-26 2.27-28 2.29-30 2.31-34 2.35-36  2.37-40 2.41-46

325,5mg 89,1mg 97,5mg 11,7 mg 114,8mg 186,4mg 75,2mg

Purificagdo com

diclorometano
2.31.1 2.31.2
7,2mg 3,8 mg

l

Substancia 04
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3.3.5.4. Fracionamento da fragdo 3

A fracéo 3 foi submetida a CLC (¢ = 3,0 cm e h =2,1 cm) com silica gel
(230-400 mesh) como fase estacionéria e eluicdo gradiente de polaridade (hexano/acetato
de etila/metanol) (FLUXOGRAMA 7, p. 50). O fracionamento rendeu quinze fragdes,
das quais as fragfes 3.11 - 3.14 apresentaram similaridades quimicas quando analisadas
por CCD. Estas foram, entdo, agrupadas e submetidas a fracionamento em coluna
Sephadex LH-20 (m = 0,3315 g), para remoc¢édo de pigmentos presentes na amostra, e
eluicdo com acetato de etila/metanol (3:7), originando dez fraces.

A fracéo 3.11.9 foi analisada por RMN de 'H, constatando-se a presenca
de uma mistura contendo sinais referentes a varias substancias diferentes, uma vez que o
espectro apresentou diversos sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a anéis
aromaticos. Esta fracdo foi submetida a CLAE no modo analitico e, posteriormente, a
separacdo por CLAE no modo preparativo.

Para realizar a analise cromatografica preparativa, foi utilizada a coluna de
Cis (Luna; h =15,0 cm; ¢ = 0,46 cm) com gradiente de elui¢do (Agua:acido acético (97:3);
metanol) (v/v) e detector DAD na regido de 264 nm e 360 nm. O procedimento
cromatografico com gradiente exploratério foi 0 mesmo do método desenvolvido por
CHEN, ZUO & DENG (2001) para separacdo de flavonoides e outros compostos
fenolicos, no qual utiliza-se fase reversa e mistura de agua: acido acético (solvente A) e
metanol como solvente organico (solvente B), como componentes da fase mével. A
variagdo da proporgdo de B em um intervalo de 47 minutos, sob vazéo constante de 1

mL/min se deu de acordo com o programa da TABELA 3.2 (p. 49).

TABELA 3.2: Programa de eluicdo gradiente.

Tempo (min) agua:ac. acético (97:3) metanol Vazao (mL/min)
(V/v)
0 100 0 1,00
10 90 10 1,00
40 30 70 1,00
44 100 0 1,00
47 100 0 1,00

Fonte: CHEN, ZUO & DENG, 2001.
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FLUXOGRAMA 7: Isolamento das substancias Il e V.

Extrato etanadlico
das folhas
m=10,0g

CLC-Silica (70— 230 Mesh); ¢ =5,0cm, h=10cm
Hex/AcOEt1 85:15 (1500 mL), 50:50 (500 mL),
20:80 (500 ml); AcOEt 100% (300 mL);
AcOEt/MeOH 50:50 (500 mL); MeOH (100%)

Fragdo 1 Fragdo 2 Fragdo 3 Fracdo 4
m=09¢g m=14g m=33g m=22¢g

CLC - Silica gel (230 —400 Mesh) ¢= 3,0 cm,
h=21.0 cm

Hex 100%, Hex/AcOEt 9:1, 7:3, 1:1, 4:6, 2:8,
AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 1:1, MeOH
100%

3.1-5 3.6-9 3.10 3.11-14 3.15
m =651,0mg m =249,2 mg m=130,6mg m=3328mg m=0,5mg

CE - Sephadex LH-20
¢=1,7cm, h=40,0cm
DCM/MeOH 1:1 (300 mL)

3.11.1-3 3.11.4 3.11.5 3.11.6 3.11.7 3.11.8 3.11.9 3.11.10
110,5mg 22,3 mg 9,3mg 5,2mg 8,9mg 13,8mg m=304mg L1l6mg

CLAE - Fase reversa*™

3.11.9.1-2 3.11.9.3 3.11.9.4 3.11.9.5 3.11.9.6 3.11.9.7 3.11.,9.89 3.11.9.10
1,0mg 3,0mg 1,5mg 1,2mg 1,8 mg 1,6 mg 2,1mg 2,8 mg
Substancia 05 Substancia 03

*Coluna Cygluna (h = 25,0 cm x ¢ = 0,7 cm, particula 10 pm); loop: 500 pL; fase movel: agua/acido
acético (97:3)/metanol; faixa de deteccdo: 264 e 360 nm; fluxo: 4 mL/min
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O cromatograma de andlise obtido via CLAE no modo analitico é
mostrado na FIGURA 3.1 (p. 51), sendo possivel observar a presenca de dois picos com

intensidade elevada e diversos picos menos intensos.

FIGURA 3.1: Cromatograma da fracdo 3.11.9 obtido por CLAE no modo analitico.

T
=]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
a0 25 50 TE 1o 125 150 175 aa s =0 s oo =) E0 s 410 425 450
e

CondigOes cromatograficas: Cig, 15,0 cm x 0,46 cm, 10 um; detec¢do: 264 e 360 nm; eluigdo
gradiente: dgua/acido acético (97:3)/metanol; vazdo: 1,0 mL/min; Vi=50 pL.

Com a finalidade de realizar a separacdo dos compostos majoritarios,
utilizou-se uma coluna Css (Luna; ¢ = 25,0 cm; h = 0,70 cm), vazdo constante de 4
mL/min e deteccdo em 264 nm e 360 nm. A solubilizacdo de 30,4 mg de amostra foi
realizada com 0,5 mL de MeOH. Para injecdo, empregou-se 200 pL da solucdo da
amostra. O cromatograma obtido é mostrado na Figura 3.2 (p. 52). Deste modo, isolou-
se a substancia V, correspondente ao pico com tempo de retencdo de 14,5 min (fragéo
3.11.9.3) (FLUXOGRAMA 7). A fracdo 3.11.9.10, correspondente ao pico majoritario

do cromatograma (37,4 min), foi identificada como a substancia IlI.
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FIGURA 3.2: Cromatograma da fragdo 3.11.9 obtido no modo preparativo.
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CondicGes cromatograficas: Cis, 25,0 cm x 0,70 cm, 10 um; deteccdo: 264 e 360 nm; eluigdo gradiente:
agua/acido acético (97:3)/metanol; vazéo: 4,0 mL/min; Vi= 200 pL.

3.3.6 - Fracionamento do extrato etandlico das flores

O extrato das flores (m = 10 g) foi submetido a CLC (¢ = 5,0 cm; 11,0
cm), utilizando silica gel (70-230 mesh) como fase estacionaria e eluicdo em ordem
crescente de polaridade, com o0s seguintes sistemas: hexano/acetato de etila/metanol.
Foram coletadas seis fracGes, distintas de acordo com o perfil das analises por CCD, as
quais foram denominadas como fracbes 1, 2, 3, 4, 5 e 6, de acordo com a ordem de eluigéo
(FLUXOGRAMA 8, p. 53).

3.3.6.1 - Purificacdo da fragdo 2

A fragdo 2 apresentou manchas roxas e verdes, caracteristicas de
terpenoides e pigmentos, na analise por CCD, sendo submetida a uma extracdo com
hexano, na perspectiva de remover as impurezas. Este procedimento originou duas
fracOes, sendo que da fracdo 2.2 foi isolada a substdncia VI. As demais fracOes

promissoras foram fracionadas, porém nao levaram ao isolamento de substancias.
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FLUXOGRAMA 8: Isolamento da substancia VI.

Extrato etandlico
das Flores
m=10,0g

CLC - Silica gel (70— 230 Mesh)

¢=50cm h=11cm

Hex 100% (100 mL), Hex/AcOEt 50:50 (800 mL); AcOEt
100% (300 mL); AcOEtMeOH 50:50 (900 mL); MeOH

100% (900 mL)
Fracio 1 Fracdo 2 Fracdo 3 Fracdo 4 Fracdo 5 Fracdo 6
m=0,8¢g m=12¢g m=11g m=21¢g m=18¢g m=13g

Extracdo com
Hexano (m = 70 mg)

2.1 2.2
48,6 mg 16,2 mg

l

Substancia 06
3.4 - Metilagéo do acido A*'4-ent-labd-8-#-ol-15-oico (I11)

A substancia Il foi submetida & uma reacdo de metilagdo com
diazometano, na perspectiva de se obter o éster A3!4-ent-labd-8-4-ol-15-0ato de metila
(111*) e, subsequentemente, avaliar sua atividade inibitdria frente as catepsinas K, L e V
e comparar com a atividade da substancia I11. Diazoalcenos, tais como o diazometano,
sdo empregados frequentemente para derivatizacdo de acidos carboxilicos, 0s quais sdo
convertidos em ésteres de metila com rendimento elevado.

A solucdo de diazometano foi preparada dissolvendo-se 2,1 g de p-
toluilsulfonilmetilnitrosamida em 30 mL de éter etilico. Esta solugdo foi resfriada em
banho de gelo e transferida para um baldo de destilacéo, juntando-se uma solucéo de 0,4
g de NaOH em 10 mL de etanol 96%. O sistema foi mantido em repouso por 5 min em
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banho de gelo e em seguida iniciou-se a destila¢cdo em banho de éleo. Uma aliquota de 3
mL do destilado foi acrescentada a amostra (5,0 mg), deixando-a em repouso até nao
observar mais a liberacdo de gas. O diazometano foi eliminado a temperatura ambiente,
deixando-se o frasco aberto na capela. Desta forma, foi realizada a metilagdo da

substancia Ill.

3.5 - Metodologia dos ensaios enzimaticos

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada com base no
monitoramento da hidrolise do substrato fluorogénico Z-FR-MCA, através do
acompanhamento da fluorescéncia em funcdo do tempo de reacdo. A metodologia geral
do ensaio é ilustrada na FIGURA 3.3 (p. 54). Os ensaios foram feitos em colaboragédo
com o Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade Federal de Sdo Carlos, sob a

supervisdo do prof. Dr. Paulo Cezar Vieira.

FIGURA 3.3: Esquema geral dos ensaios enzimaticos.
Fonte: SEVERINO, 2008.

= - 7-amino-4-metilcumarina (MCA)
Tampao + enzima + DTE

2 ’ (o} o}
@_\o/u\p I 1 i
. he} Ar
5 minutos g - 2

Z CH3
INIBIDOR
Estrutura do substrato Z-FR-MCA
Incubagdo
S minutos Hidrélise pelas
catepsinas Ponto de clivagem
Z-FR-MCA
MCA livre
Leitura (300 s) 9 >
— g oo
O~ TPhefiArg HN—7"
XN =
Espectrofluorimetro - CH3

Z-FR-MCA => Z: carbobenzoxi, Phe: fenilalanina, Arg: arginina e MCA: 7-amino-4-metil-cumarina.

Os experimentos foram realizados empregando-se placas de 96 pocos,

pretas e com fundo plano, mantidas em compartimento termostatizado, a 27° C. A
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fluorescéncia foi detectada em um espectrofluorimetro com fenda de excitacéo ajustada
para Aex = 380 nm e Aem = 460 Nm.

Foi usado tampdo acetato de s6dio 100 mM, com 5 mM de EDTA, pH de
5,5. As enzimas foram pré-ativadas com DTE durante 5 minutos e posteriormente, pré-
incubadas com as amostras a serem testadas por mais 5 minutos. A reacdo foi iniciada
pela adicdo de Z-FR-MCA e as medidas foram realizadas.

O controle negativo empregado consistiu na auséncia de inibidor e o
positivo na presenca do inibidor irreversivel E-64 (FIGURA 3.4, p. 55). Posteriormente,
realizou-se 0 monitoramento direto e continuo da hidrolise do substrato durante 300

segundos.

FIGURA 3.4: Estrutura do inibidor irreversivel de cisteino peptidases E-64.

HN

HOOC H O Y

H\Y/H/NH L N
O

NH,

E-64

L-3-carboxi-trans-2,3-epoxipropionil-leucilamido(4-guanino)butano)

A concentracdo da enzima foi usada de modo que a hidrélise do substrato
nédo fosse superior a 5% nos 300 s do experimento. Os valores de fluorescéncia foram
convertidos para pM/min, usando uma curva de calibragdo determinada através da
hidrolise total do peptideo.

A triagem de compostos puros foi realizada em triplicata, em concentragédo
Unica de 25 uM. O percentual de inibicéo foi determinado a partir da atividade enzimatica

em situacOes de auséncia e presenca de inibidores, conforme a equacéo:

Vi
% Inibicio = (1 - W>x 100
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Em que: Vi: velocidade obtida na presenca de inibidor; Vo: é a velocidade obtida na
auséncia do mesmo.

Os compostos que apresentaram inibicdo igual ou superior a 50% frente as
catepsinas foram selecionados para a determinag&o dos valores de ICso, um parametro Util
para determinacédo da poténcia do inibidor.

A poténcia de um inibidor (ICso) € definida como a concentragdo que
provoca diminuicdo de 50% da atividade da enzima. Este valor é uma convencao usada
com finalidade de comparar valores de poténcia entre inibidores.

A determinacdo dos valores de poténcia inibitdria foi realizada de forma
direta, empregando-se o0 ensaio cinético com substrato fluorogénico. Os percentuais de
inibicdo foram obtidos em diferentes concentracdes de inibidor (triplicata), explorando-
se uma faixa de inibicdo de 15% a 90%, obtendo-se uma curva de concentracdo versus
resposta. Os dados cinéticos foram obtidos e tratados para a determinacgdo dos valores de
ICs0, pelo método de regressdo linear de melhor ajuste, utilizando-se o programa

Sigmaplot 9.0.

3.6 - Ensaios de citotoxicidade

3.6.1 - Metodologia dos ensaios com extratos e fracfes oriundas da particao liquido-

liquido

Os experimentos foram realizados em colaboragdo com o Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goias, sob supervisao da profa. Dra.
Elisangela de Paula Silveira Lacerda.

A avaliacdo da viabilidade celular, para os extratos e fragcdes obtidas via
particdo liquido-liquido, pelo método de reducdo do MTT, foi realizada através da
dissolucdo dos mesmos em DMSO 0,1%. A partir desta solucdo foram feitas diluicdes,
tratando-se as células nas seguintes concentragdes: 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 pg/mL. Foram
empregadas as seguintes linhagens celulares:

1. L-929 - fibroblasto pulmonar de camundongo oriunda de tecido
conjuntivo subcuténeo, areolar e adiposo (ATCC: CCL-1);

2. S-180 - tumor intraperitoneal ascitico de camundongo (ATCC TIB-
66);
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3. células do tumor ascitico de Erlich.

O principio do método colorimétrico do MTT, descrito por MOSMANN
(1983), consiste em medir indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica
mitocondrial das células vivas, as quais transformaram o MTT em azul de formazan
(FIGURA 3.5, p. 57). Essa modificacdo na coloragédo permite avaliar a viabilidade celular
no espectrofotdmetro. Para o teste, foram semeadas 1 x 10° células de Sarcoma e L-929
em microplacas de 96 pocos, na auséncia ou presenca de extratos e fracGes, e incubadas
em estufaa 37° C, com atmosfera contendo 5% de COz. Ao final do periodo de incubacao,
foi adicionado aos pocos de cultivo celular 10 pL de solucdo de MTT na concentracdo de
5 mg/mL, e ap6s 3 horas de incubacdo com MTT, foram acrescentados 50 puL de SDS

(para a solubilizacdo do formazan) a 10%, diluido em HCI 0,01 N.

FIGURA 3.5: Reacdo de reducdo do agente MTT em azul de formazan.

Q(,N v N @ rEdutﬂ.SE N - Q
I mitocondrial ’d H

MTT - tetrazolio amarelo azul de formazan

A quantificacdo da densidade Optica (DO) foi realizada em
espectrofluorimetro e a percentagem de viabilidade celular foi determinada a partir da

seguinte férmula:

Absorbancia do tratamento

% Viabilidade = ( >x 100

Absorbancia do controle negativo
Os valores de ICsp (concentracdo em pg/mL que inibe 50% da viabilidade

celular) foram determinados por meio da curva dose resposta utilizando o programa

estatistico GraphPad Prism®, versdo 5.0 para Windows.
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3.6.2 - Metodologia dos ensaios com compostos puros isolados das fragdes

Os compostos puros também foram avaliados pelo método colorimétrico
com MTT, para medir a viabilidade celular das linhagens normal (L-929) e tumoral
(Sarcoma 180), dissolvendo os mesmos em 200 puL de DMSO a 0,1% e 800 pL de meio
RPMI ou DMEM.

Para realizar a quantificacdo celular, colocou-se em um eppendorf 10 pL
de células e 90 pL de azul de tripano. Desse eppendorf retirou-se entdo uma aliquota de
10 uL ¢ colocou-a na Camara de Neubauer para a quantificacdo. As células S-180 foram
quantificadas e plaqueadas em placa com microplacas de 96 pogos, com 1x10° de célula
em cada poco; as células L-929 foram também quantificadas e plaqueadas em
microplacas de 96 pogos, com 1x10* de célula em cada pogo.

As células de ambas as linhagens foram submetidas ao tratamento com 0s
compostos puros por 48 horas. Posteriormente, foi adicionado o sal de tetrazdlio (2,3,5-
trifenil cloreto de tetrazolio) e, apds 3 horas, o SDS foi adicionado. A leitura das placas
foi realizada ap06s 24 horas, empregando um espectrofotometro com filtro de 550 nm.

Os gréaficos foram gerados a partir da analise estatistica dos resultados de
viabilidade, pelo programa Graphpad Prism. O teste utilizado para a comparacao foi o
Tukey’s Multiple Comparison One way ANOVA (P<0,05).

4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo foram isolados seis metabdlitos secundérios de H.
stigonocarpa, sendo quatro diterpenoides (substancias I — 111 e VI), um flavonoide
(substancia IVV) e um acido carboxilico aromatico (substancia V), bem como uma mistura
dos esteroides y-sitosterol (VI11), campesterol (VI11) e estigmasterol (1X). As estruturas

quimicas sdo mostradas a seguir:
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4.1 - Substancias isoladas

”,
7,
7
7

19 18

I
acido labd-7,13-dien-15-oico
Origem: extrato etanolico das folhas
Isolamento: p. 43
Identificacdo estrutural: p. 62

11 13 N5

OH

[N}
(=]

.
2
7,
4
1

8

Il
acido A*4-ent-labd-88-ol-15-oico
Origem: extrato etandlico das folhas
Isolamento: p. 46
Identificacéo estrutural: p. 78

acido p-hidroxibenzoico

Origem: extrato etandlico das folhas
Isolamento: p. 49

Identificacéo estrutural: p. 95

acido labd-7-en-15-oico

Origem: extrato etanolico das folhas
Isolamento: p. 44

Identificacdo estrutural: p. 74

4°,5,7-trihidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona
Origem: extrato etandlico das folhas
Isolamento: p. 48

Identificacéo estrutural: p. 87

OH
11 32 N2
20

17

VI
acido ent-halima-1(10),13-E-dien-15-oico
Origem: extrato etanolico das flores
Isolamento: p. 52
Identificacéo estrutural: p. 104
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Vil Vil

y-sitosterol campesterol

Origem: extrato etanolico das folhas Origem: extrato etanolico das flolhas
Isolamento: p. 45 Isolamento: p. 45

Identificacdo estrutural: p. 97 Identificacdo estrutural: p. 97

estigmasterol

Origem: extrato etanolico das folhas
Isolamento: p. 45

Identificacéo estrutural: p. 97

4.2 - Elucidacao estrutural

4.2.1 — Elucidacao estrutural dos diterpenoides isolados de H. stigonocarpa

Os diterpenoides sdao um grupo amplamente diversificado de compostos,
baseados em quatro unidades de isopreno. Apresentam pontos de ebulicdo elevados,
motivo pelo qual ndo podem ser considerados 6leos essenciais. Sdo considerados resinas,
ou seja, 0 material que permanece apos a destilacéo a vapor do extrato da planta.

Diversos diterpenoides de esqueleto labdano tém sido relatados para o
género Hymenaea. O primeiro, denominado de acido copalico, (estrutura 9, p. 20), foi
isolado de H. courbaril em 1961 (NAKANO & DJERASSI, 1961).
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Em 1973 foram isolados mais quatro diterpenoides, sendo: o e acido ent-
labd-8(20)-en-15,18-dioico (estrutura 10, p. 20) e o &cido ent-labd-8(20), 13-dien-15,18-
dioico (estrutura 11, p. 20) de H. oblongifolia; o acido ent-13-epilabdandlico (estrutura
12, p. 20), de H. parvifolia; e o &cido ent-labd-13-en-84-o0l-15-oico (estrutura 13, p. 21)
de H. courbaril (CUNNINGHAM, MARTIN & LANGENHEIM, 1973).

O écido ent-8(17),13(16),14-labdatrien-18-oico (estrutura 14, p. 21) foi
isolado de H. verrucosa em 1974 (MARTIN & LANGENHEIM, 1974) e, em 1975,
relatou-se o isolamento do acido o ent-labd-7,13(E)-dien-15-oico (estrutura 19, p. 22) de
H. courbaril (MARSAIOLI, DE FREITAS LEITAO FILHO & DE PAIVA
CAMPELLO, 1975).

Em 2007 foram isolados, de H. courbaril, o acido labd-13(E)-en-8-ol-15-
oico (estrutura 29, p. 25), o &cido labd-8(17),13(E)-dien-15-oico (estrutura 30, p. 25), 0
acido labdanolico (estrutura 31, p. 25) e o &cido labd-7,13(E)-dien-15-oico (estrutura 32,
p. 26) JAYAPRAKASAM et al., 2007).

O isolamento de outra classe de diterpenoides, denominada clerodano, foi
relatada para H. courbaril var. stilbocarpa, destacando-se o acido colavénico (estrutura
21, p. 23), o acido ent-(5R, 8S, 9S, 10R)-cleroda-3,13(E)-dien-15-oico (estrutura 22, p.
23) e 0 &cido ent-(5S, 8S, 9S, 10R)-cleroda-3,13(E)-dien-15-oico (estrutura 23, p. 23)
(NOGUEIRA et al., 2001).

Em 2001, ABDEL-KADER et al. (2001) realizou o isolamento de trés
diterpenoides de esqueleto halimano de H. courbaril: o &cido ent-(13R)-13-hidroxi-
1(10),14-halimadien-18-oico (estrutura 26, p. 24), o acido ent-(2S, 13R)-2,13-diidroxi-
1(10),14-halimadien-18-oico (estrutura 27, p. 24) e o &cido ent-(13R)-2-0x0-13-hidroxi-
1(10),14-halimadien-18-oico (estrutura 28, p. 25).

Também foram isolados diterpenoides de esqueleto caurano, os alcoois
caur-16-en-18-ol (estrutura 33, p. 26), cauran-16a-ol (estrutura 34, p. 26) e caur-16-en-
3a-ol (estrutura 35, p. 26), a partir do epicarpo dos frutos de H. stigonocarpa por
ANDREAO (2010).

Estes relatos evidenciam a producdo de uma ampla gama de diterpenoides
de diferentes classes pelas espécies Hymenaea.

Neste estudo realizou-se o isolamento de quatro diterpenoides, sendo trés
de esqueleto labdano: o 4cido labd-7,13-dien-15-oico (substancia 1), isolado
anteriormente de H. courbaril (MARSAIOLI, DE FREITAS LEITAO FILHO & DE
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PAIVA CAMPELLO, 1975); o acido labd-7-en-15-oico (substancia Il), estrutura ainda
ndo relatada para espécies deste género; o acido A*!4-ent-labd-8-4-0l-15-0ico
(substancia Il), isolado de H. courbaril (CUNNINGHAM, MARTIN &
LANGENHEIM, 1973) e um diterpenoide de esqueleto halimano, o acido ent-halima-
1(10),13-E-dien-15-oico (substancia V1), estrutura ainda ndo relatada na literatura.

4.2.1.1 - Identificacéo estrutural do acido labd-7,13-dien-15-oico - substancia |

O acido labd-7,13-dien-15-oico (1) foi isolado da fracdo 1.8.2.7 (10,1 mg)
na forma de cristais brancos e teve sua estrutura identificada atraves de experimentos de
RMN de H, BC, HSQC, HMBC e NOESY, e comparacdo com dados de RMN de 'H e
de '3C da literatura (MARSAIOLI, DE FREITAS LEITAO FILHO & DE PAIVA
CAMPELLO, 1975; IMAMURA et al., 1977).

Pelo espectro de RMN de 3C observou-se a presenca de vinte sinais
(FIGURA 4.2, p. 67). O sinal em & 171,9 foi atribuido ao carbono do &cido carboxilico.
Os sinais em &¢ 50,1 e 54,4 s&o caracteristicos dos carbonos C-5 e C-9, respectivamente,
de diterpenoides labdanos, com ligacdo dupla entre C-7 e C-8. Estes por sua vez, foram
observados em 122,8 e 134,6 ppm. Os sinais em &¢ 163,6 e 115,0 foram atribuidos aos
carbonos C-13 e C-14 da segunda ligacdo dupla.

Através do espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.1, p. 66), observou-se dois
sinais em &n 5,71 (dl, J = 0,9 Hz) e 5,42 (sl), atribuidos aos protons metinicos de ligagdes
duplas (H-14 e H-7, respectivamente), e duas metilas em 6n 1,71 (sl - CH3-17) e 2,20
(CHs-16) (dl, J= 0,9 Hz) que sdo caracteristicas de diterpenoides do tipo labdano. Os
demais sinais estdo listados na TABELA 4.1 (p. 65).
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As correlagdes diretas entre *H e 3C foram observadas no espectro de
HSQC (FIGURA 4.3, p. 68), as quais estdo compiladas na Tabela 4.1. A comparacao dos
dados de '3C obtidos pela analise espectral, com os dados de *C da literatura
(IMAMURA et al., 1977), levaram a constatagdo de que os sinais dos carbonos em ¢
25,3 e 22,2, referentes ao grupo metileno da posic¢do 11 (CH»>-11) e a metila da posi¢do
17 (Me-17), foram atribuidos de maneira invertida, conforme assinalado na FIGURA 4.4
(p. 69).

No espectro de HMBC (FIGURA 4.5, p. 70) observou-se as correlagdes
entre o sinal em 6n 5,71 (H-14) com os sinais em &¢c 43,6, atribuido ao C-12, 6¢c 171,9 e
dc 19,3, confirmando a atribuicdo feita a C-15 e C-16, respectivamente. O sinal em &n
2,20 correlacionou-se com os sinais em dc 43,6 (C-12), 6c 163,3 (C-13), 6c 115,0 (C-14)
e dc 171,9 (C-15). Essas correlagdes sdo mostradas a seguir, confirmando a presenca da

cadeia lateral do acido labd-7,13-dien-15-oico.

Observou-se ainda a correlacao do sinal em 64 5,42 (H-7) com os sinais
em 8¢ 50,1 (atribuido a C-5), &¢ 23,8 (atribuido a C-6), 8¢ 54,4 (atribuido a C-9) e 8¢ 22,2
(C-17). Também observou-se a correlacdo do sinal em 84 1,71 com os sinais de C-6 (23,8
ppm), C-7 (que apresentou deslocamento quimico de 122,8 ppm), C-8 (134,6 ppm) e C-
9 (54,4 ppm). O sinal em &n 0,77, referente & Me-20, mostrou correlagdo com 0s sinais
dos carbonos C-1 (cujo deslocamento atribuido foi de 39,2 ppm), C-5, C-9 e C-10. Ambos
0s sinais em 0,87 ppm (Me-18) e 0,89 ppm (Me-19) correlacionaram-se com o carbono

C-5. As principais correlages citadas sdo mostradas a seguir.
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A estereoquimica relativa da substancia | foi determinada através do
experimento de NOESY-2D. No espectro (Figura 4.8, p. 73), observou-se a correlagdo
entre o sinal referente & Me-20 (dn 0,77) com o sinal correspondente ao H-9 (6w 1,65),
evidenciando que ambos estdo na mesma face (face «).

Constatou-se, também, uma correlacdo do sinal da Me-20 com o sinal
pertencente a Me-19 (dn 0,89), indicando que este grupo também encontra-se posicionado
na face a. Consequentemente, a Me-18 esta posicionada na face oposta (B).

O sinal da Me-18 (6+ 0,87), apresentou uma correlagdo com o sinal de H-
5 (0w 1,19), sugerindo que este grupo esta posicionado na face 3, conforme representado
abaixo.

Portanto, apds a analise dos espectros de RMN e comparagdo com os dados
da literatura (IMAMURA et al., 1977), identificou-se a estrutura como sendo a do &cido
labd-7,13-dien-15-oico.

/

16
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TABELA 4.1: Dados de RMN de *H e '3C da substéancia | e comparagio com a literatura.

SUBSTANCIA | MARSAIOLI, | IMAMURA
(400/100 MHz, CDCls) DE FRE!TAS etal., 1977
LEITAO (25 MHz,
FILHO & DE CDCls)
PAIVA
CAMPELLDO,
1975 (100 MHz
CDCls)
C/H ) é (ppm), J (Hz) HMBC é (ppm), J (Hz é (ppm)
(ppm)
la | 39,2 1,85 (m) 39,2
1b 0,97 (m)
2a | 188 1,56 (m) 18,8
2b 1,47 (m)
3a | 42,2 1,42 (m) 42,3
3b 1,18 (m)
33,0 33,0
50,1 1,19 (m) C-6, C-7, C-9, C-10, 50,2
C-19, C-20
6a 23,8 2,00 (m) C5, C10 23,8
6b 1,88 (m)
7 | 1228 5,42 (sl) C-5, C-6, C-9, C-17 5,36 (M) 122,7
8 134,6 1344
9 | 544 1,65 (m) 54,5
10 36,8 36,9
11a | 25,3 1,63 (m) C-8, C-13 22,1*
11b 1,36 (m)
12a | 436 2,40 (m) C-9, C-11, C-13, C- 436
12b 2,13 (m) 14,C-16
13 | 163,6 163,2
14 115,0 | 5,71 (dl, J=10,9) C-12, C-15, C-16 5,63 (m) 115,2
15 171,9 172,2
16 19,3 2,20 (dl, J=0,9) | C-12,C-13,C-14,C- | 2,15(d,J=1,0) 19,3
15
17 | 222 1,71 (sl) C-6, C-7,C-8,C-9 1,65 (s) 25,3*
18 | 33,1 0,87 () C-3,C-4,C-5, C-19 0,85 (s) 33,1
19 | 218 0,89 () C-3,C-4,C-5 0,86 (s) 218
20 | 13,6 0,77 (s) C-1, C-5, C-9, C-10 0,75 (s) 13,6

*Valores de dc invertidos
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FIGURA 4.2: Espectro de RMN de *C da substancia | (CDCls, 100 MHz).
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FIGURA 4.3: Mapa de contorno de HSQC da substancia | (CDCls, 400 MHz).
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4.2.1.2 - Identificacdo estrutural do acido labd-7-en-15-oico - substancia Il

O acido labd-7-en-15-oico (substancia Il) foi isolado da fracdo 1.9.6 (6,3
mg) na forma de cristais brancos, e sua estrutura foi identificada através de experimento
de RMN de *H e comparacdo com dados da literatura (PINTO et al., 2000).

Pelo espectro de RMN de H (FIGURA 4.9, p. 76) e sua expansio
(FIGURA 4.10, p. 77), observou-se um sinal em &4 5,39 (m), o qual foi atribuido ao
hidrogénio H-7. Observou-se ainda um sinal em én 1,00 (d, J= 6,7 Hz) atribuido a metila
CHzs-16, o qual acopla com H-13 & J® (acoplamento vicinal). Também notou-se a presenca
de um sinal em 1,66 ppm (m), o qual foi atribuido a Me-17. Os sinais em &4 0,86 (S), oH
0,88 (s), e dn 0,76 (s) foram atribuidos as metilas Me-18, Me-19 e Me-20,
respectivamente.

Portanto, apds a analise dos dados espectrais e compara¢do com os dados
da literatura (TABELA 4.2, p. 75), identificou-se a estrutura como sendo a do &cido labd-

7-en-15-oico.
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TABELA 4.2: Dados de RMN de 'H da substancia 1l e comparagdo com a literatura.

SUBSTANCIA 11

(400 MHz, CDCl3)

PINTO etal., 2000

(300 MHz, CDCl5)

& (ppm), J (H2)

& (ppm), J (H2)

5,39 (sI)

10

11

12

13

14

15

16

1,00 (d, J = 6,6)

0,97 (d, J = 6,6)

17

1,66 (M)

1,68 ()

18

0,86 (s)

0,81 (s)

19

0,88 (s)

0,84 (s)

20

0,76 (s)

0,78 (s)
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4.2.1.3 - Identificacdo estrutural do &cido A'**-ent-labd-8--ol-15-oico - substancia 111

O 4cido A3!4-ent-labd-8-4-ol-15-oico (111) foi isolado na forma de cristais
brancos da fragdo 2.25.11 (101,8 mg). Sua estrutura foi identificada através de
experimentos de RMN de 'H, 3C, HSQC, HMBC e NOESY, e comparacio com dados
da literatura (IMAMURA et al., 1977).

1 13 N3 OH
H

17 0
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Pelo espectro de RMN de 3C observou-se a presenca de vinte sinais
(FIGURA 4.12, p. 82). Observou-se a presenga de um sinal em &. 171,6, o qual foi
atribuido ao carbono do &cido carboxilico. Os sinais em 6. 163,9 e 114,6 foram atribuidos
aos carbonos C-13 e C-14, respectivamente. O sinal em &¢ 74,4 indica a presenca de um
carbono oximetinico e este sinal foi atribuido ao carbono C-8. Os deslocamentos em &¢
21,5, 33,4 e 15,4 foram atribuidos as metilas C-18, C-19 e C-20, respectivamente. O sinal
em dc 24,0 foi atribuido & Me-17, enquanto o deslocamento em 19,4 ppm foi atribuido a
Me-16.

No espectro de RMN de H (FIGURA 4.11, p. 81), observou-se um
singleto largo em dn 5,71, atribuido ao préton metinico (H-14) da ligacdo dupla.
Observou-se também os sinais referentes a duas metilas, uma em on 1,17 (Me-17) e a
outra em 2,18 (CHz-16). Os demais sinais estao listados na TABELA 4.3 (p. 80).

No espectro de HSQC foram observadas as correlagoes diretas entre *H e
13C (FIGURA 4.13, p. 83), as quais estdo compiladas na TABELA 4.3. No espectro de
HMBC (FIGURA 4.15, p. 85), observou-se as correlagdes entre o sinal em 5,71 (H-14)
com os sinais em o¢ 44,5, atribuido ao C-12, 163,9, 171,6 e 19,4, confirmando a atribui¢do
feita aos sinais referentes a C-13, C-15 e C-16, respectivamente. O sinal em 6n 2,18 (H-
16) correlacionou-se com 0s sinais em dc 44,5 (atribuido a C-12), 163,9 (C-13), 114,6
(C-14) e 171,6 (C-15). Essas correlagdes séo apresentadas na sequéncia.
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Também observou-se a correlacdo do sinal em &n 1,17 (Me-17) com 0s
sinais em 8¢ 44,6 (atribuido a C-7), dc 74,4 (C-8) e em &c 61,3 (atribuido a C-9). O sinal
em dn 0,80 (correspondente a Me-18) mostrou correlacdo com os sinais em oc 41,9, 0
qual foi atribuido a C-3, 6¢ 33,2 (referente a C-4), 6¢ 56,1 (C-5) e d¢c 33,4 (C-19). O sinal
em 0,88 ppm correlacionou-se com os sinais dos carbonos C-3, C-4 e C-5, enquanto o
sinal em & 0,79, referente a Me-20, mostrou correlacdo com os sinais referentes a C-9 e
C-10.

(=

diEs

No espectro de NOESY-2D (FIGURA 4.17, pg. 87), observou-se a
correlacdo entre o sinal referente a Me-17 (6n 1,17) com o sinal correspondente ao H-9
(6 1,09), indicando que ambos estdo na mesma face (face ). Como consequéncia, 0
grupo hidroxila esta situado na face f.

Observou-se, ainda, uma correlagdo de H-9 com H-5 (o1 0,92), e deste
ultimo com Me-17, evidenciando o posicionamento de H-5 na mesma face que esses dois
grupos (face a). O sinal da Me-17 também mostrou uma correlacdo com o da Me-19 (6n
0,88). Desta forma, estabeleceu-se a configuracdo relativa da estrutura conforme
mostrado abaixo.

Portanto, através da analise dos espectros de RMN e comparacdo com a

literatura, identificou-se a estrutura como sendo a do 4cido A'3!4-ent-labd-84-o0l-15-oico.

1 13N

o

OH

QRIS
]y —
<y T :
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TABELA 4.3: Dados de RMN de *H e **C da substancia 111 e comparagéo com a literatura.

SUBSTANCIA I MARSAIOLI, | IMAMURA
(400 /100 MHz, CDCl5) DE FREITAS | etal., 1977
LEITAO (25 MHz,
FILHO & DE CDCly)
PAIVA
CAMPELLO
, 1975 (100
MHz CDCls)
C/H ) 6 (ppm), J (Hz) HMBC 6 (ppm), J 4 (ppm)
(ppm) (H2)
la 39,8 1,67 (m) 39,8
1b 0,97 (m)
2a 18,4 1,63 (m) 18,2
2b 1,46 (m)
3a 41,9 1,41 (m) 41,9
3b 1,18 (m)
4 33,2 33,1
5 56,1 0,92 (m) C-7, C-9, C-10, C-18, 56,1
C-19, C-20
6a 23,5 1,61 (m) 23,5
6b 1,44 (m)
7 44,6 1,90 (m) C-5,C-8,C-9,C-17 44,7
1,42 (m)
74,4 74,4
61,3 1,09 (tl, J=3,5) C-1, C-5, C-7, C-8, 61,3
C-12, C-17,C-20
10 39,2 39,2
1l1a 20,5 1,65 (m) 20,5
11b 1,29 (m)
12a | 445 2,33 (m) C-9, C-13,C-14, C- 44,5
12b 2,24 (m) 16, C-17
13 163,9 163,9
14 | 1146 5,71 (sl) C-12, C-15, C-16 5,66 (m) 114,7
15 171,6 1715
16 19,4 2,18 (s) C-12, C-13,C-14, C- 2,16 (d, J= 19,4
15 1,0)
17 24,0 1,17 (s) C-7,C-8,C-9 1,13 (s) 24,0
18 21,5 0,80 (s) C-3,C-4,C-5,C-19 0,86 () 21,5
19 33,4 0,88 (s) C-3,C-4,C-5,C-18 0,95 (s) 33,3
20 15,4 0,79 (s) C-1,C-5,C-9,C-10 0,83 (s) 15,4
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FIGURA 4.12: Espectro de RMN de *3C da substéncia 111 (CDCls, 100 MHz).
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FIGURA 4.16: Mapa de contorno de HMBC da substancia 111 (CDClIs, 400 MHz).
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4.2.2 - ldentificacdo estrutural da 4°,5,7-tri-hidroxi-3’,5-dimetoxiflavona -

substancia 1V

Os flavonoides constituem um grupo amplo de produtos naturais que
ocorre em plantas superiores e plantas inferiores, incluindo as algas. Esses metabolitos
apresentam dois anéis benzeno separados por uma unidade propano. S80 compostos
geralmente solUveis em dgua e quanto mais conjugacdes possuem, mais coloridos sdo. As
classes de flavonoides séo distinguidas pelos anéis heterociclicos contendo oxigénio e
grupos hidroxila.

O unico relato de isolamento de flavonoides encontrado na literatura para
0 género Hymenaea foi referente as substancias hultenina (estrutura 61, p. 33), taxifolina
(estrutura 62, p. 33), quercetina (estrutura 63, p. 34) e 7-metoxicatequina (estrutura 64,
pg. 34), isoladas de H. stigonocarpa (MARANHAO et al., 2013).

Neste estudo realizou-se o isolamento de uma isoflavona (substancia V)
ainda n&o relatada para o género.

O composto 4°,5,7-trihidroxi-3",5’-dimetoxiflavona (1V) foi isolado como
um po6 amarelo da fracdo 2.31.2 (3,8 mg) e teve sua estrutura identificada através de
experimentos de RMN de H, **C, HSQC e HMBC, e comparagio com dados da literatura
(KUWABARA et al., 2003).

Analisando o espectro de RMN de 'H de IV (FIGURA 4.18, p. 91)
observou-se um singleto em oy 7,31 (2H) referente aos dois hidrogénios H-2’ ¢ H-6’, 0s
quais sdo quimicamente equivalentes devido ao plano de simetria existente no anel B.
Observou-se, ainda, um sinal de singleto em 61 6,96 (1H, s), o qual foi atribuido ao H-3
e dois sinais de dubletos em on 6,17 (1H, d, J= 2,1 Hz) e & 6,52 (1H, d, J= 2,1 Hz)

atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H-6 e H-8, os quais acoplam entre si com
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constante meta, indicando que as posi¢des C-5 e C-7 estdo substituidas por hidroxilas.
Além disso, observou-se um sinal de singleto intenso em o1 3,88 (6H, s) referente as
metoxilas 3°,5°-OCHjs, as quais também sdo quimicamente equivalentes.

A andlise dos espectros de RMN de 3C (FIGURA 4.19, p. 92), HSQC
(FIGURA 4.20, p. 93) e HMBC (FIGURA 4.21, p. 94) permitiu a atribuicdo dos
deslocamentos quimicos de todos os atomos do esqueleto carbdnico (TABELA 4.4, p.
90).

Pelo espectro de HSQC observou-se que os hidrogénios H-6 e H-8
mostram correlages a J* com sinais em ¢ 99,0 e 8¢ 94,3, respectivamente. O sinal em
dc 103,5 foi atribuido ao C-3 e o sinal em 104,4 foi atribuido aos carbonos C-2’ ¢ C-6’.
Ja o sinal em 6¢ 56,3 foi atribuido aos carbonos das metoxilas ligadas nas posi¢des C-3’
e C-5".

Pelo espectro de HMBC observou-se a correlacdo entre o sinal de H-6 (6n
6,17) com C-10 (dc 103,5), C-5 (d¢c 157,4) e com o sinal em C-8 (6¢c 94,3). O sinal de H-
8 (8H 6,52) mostrou correlagdo com C-10 (d¢c 103,5), C-5 (dc 157,4), C-6 (oc 99,0), e
ainda, uma correlagdo com o sinal em éc 165,0, o qual foi atribuido ao C-7. Algumas

destas correlagdes sdo mostradas a seguir.

HO o} ‘zLL

OH )

O sinal de H-3 (61 6,96) correlacionou-se com C-10 (6¢c 103,5), C-4 (dc
181,6), C-2 (dc 163,5) e com o sinal em &¢ 120,3 atribuido ao C-1". O sinal de H-2’ e H-
6’ (8n 7,31) mostrou correlagdo com os sinais em 6¢ 120,3 (C-17), 6c 163,5 referente ao
C-2, dc 148,2 atribuido aos carbonos C-3’ ¢ C-5 ¢ ainda com 6¢ 140,0, atribuido ao C-
4’. O sinal atribuido a 3”,5’-OCHz mostrou uma correlagdo com os sinais dos carbonos

C-3’ e C-5’ (8¢ 148,2). Estas correlacGes podem ser visualizadas na sequéncia.
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Desta forma, a estrutura da flavona IV foi identificada como sendo a

4°.5,7-trihidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona, também conhecida como tricina.

TABELA 4.4: Dados de RMN de 'H e 3C da substincia 1V e comparagdo com a

literatura.

SUBSTANCIA IV

(500/125 MHz, DMSO-ds)

KUWABARA et al., 2003

(400/100 MHz, DMSO-ds)

H/C é (ppm),J(Hz) & (ppm) & (ppm),J (Hz) d (ppm)
2 - 163,5 - 163,6
3 6,96 (1H, s) 103,5 6,97 (1H, s) 103,5
4 ] 181,6 - 181,7
5 - 157,4 - 157,3
6 6,17 (1H, d, J = 2,1) 99,0 6,21 (1H,d,J=2,0) 98,8
7 - 165,0 - 165,1
8 6,52 (1H, d, J = 2,1) 943 6,56 (1H, d, J =2,0) 94,1
9 - 161,4 - 161,3
10 - 103,5 - 103,6
1’ - 120,3 - 120,3

2.6 7,31 (2H, 5) 104,4 7,32 (2H, 5) 104,3

3’5 - 148,2 - 148,1
4 - 140,0 - 139,8

3°,5’-OCHs 3,88 (6H, 9) 56,3 3,89 (6H, s) 56,3
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FIGURA 4.19: Espectro de RMN de 13C da substancia IV (DMSO-d6, 125 MHz).
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FIGURA 4.21: Mapa de contorno de HMBC da substancia IV (DMSO-ds, 500 MHZz).
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4.2.3 - Identificacdo estrutural do acido p-hidroxibenzoico — substancia V

N&o existem relatos na literatura do isolamento de &cidos benzoicos das
espécies de Hymenaea e, portanto, a substancia V isolada neste trabalho ainda ndo havia
sido relatada para H. stigonocarpa.

O é&cido p-hidroxibenzoico (V) foi isolado da fracdo 3.11.9.3 e sua
estrutura foi identificada através de experimento de RMN de *H e comparagio com dados
da literatura (ZHANG et al., 2012).

HO™
V

Através do espectro de RMN de 'H da substancia V (FIGURA 4.22, p. 96)
observou-se a presenca de dois dubletos, ambos com constante de acoplamento 8,3 Hz,
sendo um deles centrado 61 7,85 (2H) e 0 outro em &y 6,77 (2H), indicando um sistema
de anel aromatico para-dissubstituido. Observou-se também um singleto em o4 4,84
(1H), o qual foi atribuido a hidroxila fendlica.

Portanto, apds a analise dos dados espectrais e compara¢ao com dados da
literatura (TABELA 4.5, p. 95), identificou-se a estrutura como sendo a do &cido p-
hidroxibenzoico.

TABELA 4.5: Dados de RMN de H da substancia V e comparago com a literatura.

SUBSTANCIAV  (ZHANG etal., 2012)
(400 MHz, CDsOD) (600 MHz, CD30OD)
H 8 (ppm), J (Hz) d (ppm), J (Hz)

1
2

3,7 6,77(d,J=83) 6,81 (d, J=8,7)
4,6  7,85(d, J=8,3) 7,87 (d, J=8,7)
5
5-OH 4,84 (s)
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4.2.4 - Esteroides

Os esteroides sdo triterpenoides modificados contendo o sistema
tetraciclico de anéis do lanosterol, porém sem a presenca das trés metilas nas posi¢des C-
4 e C-14. O colesterol (FIGURA 4.23, p. 97) representa a estrutura fundamental, mas
modificagdes, principalmente na cadeia lateral, ajudam a criar uma variedade ampla de

produtos naturais biologicamente importantes.

FIGURA 4.23: Estrutura quimica do colesterol.

HO 5

Os esteroides encontrados em plantas, sitosterol (substéancia VII) e
campesterol (substancia VIII), sdo, respectivamente, os analogos 24-etil e 24-metil do
colesterol. O estigmasterol (substancia 1X) contém uma uma ligacdo dupla trans-A? na
cadeia lateral, um aspecto visto em muitos esteroides de plantas. A introducao dos grupos
metil e etil em C-24 gera um novo centro estereogénico, e 0s grupos 24-alquil sdo
designados a (DEWICK, 2009). As estruturas quimicas destas trés substancias sdo
mostradas na FIGURA 4.24 (p. 98).
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i

FIGURA 4.24: Estruturas quimicas do p-sitosterol (VII), campesterol (VIII) e
estigmasterol (1X).

Geralmente, tais esteroides se encontram em misturas, 0 que se justifica
pelas similaridades estruturais, dificultando assim suas separagdes. Por esse motivo, a

identificacdo estrutural desses compostos ¢é feita, frequentemente, por CG/EM.

4.2.4.1 - y-sitosterol (V11), estigmasterol (VI11) e campesterol (1X)
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Através do espectro de RMN de *H (FIGURAS 4.25 e 4.26, ps. 100 e 101)
da fracdo 2.5.11, obtida do extrato das folhas, p6de-se observar a presenca de um dubleto
largo em on 5,36 (J = 4,9 Hz) e um multipleto em 3,53 ppm, caracteristicos dos
hidrogénios H-6 e H-3, respectivamente, dos esqueletos esteroidais do p-sitosterol,
estigmasterol e campesterol. Observou-se também, a presenca de sinais de hidrogénios
vinilicos em &n 5,03 (dd, J = 8,3 e 15,4 Hz) e 64 5,16 (dd, J = 8,3 e 15,4 Hz), atribuidos
aos hidrogénios da cadeia lateral do estigmasterol (H-22 e H-23) e, verificou-se ainda,
um grande nimero de sinais na regido de 61 0,69 a 2,32 correspondentes aos varios grupos
de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos que caracterizam o esqueleto esteroidal.

O sitosterol e o campesterol possuem cadeias laterais muito parecidas e,
deste modo, ndo é possivel diferencia-los apenas por RMN.

Pela analise do cromatograma, obtido via CG-EM, foram observados trés
picos (FIGURA 4.27, p. 102), os quais confirmaram a presen¢a das trés substancias: y-
sitosterol, estigmasterol e campesterol. Os picos referentes aos ions moleculares de m/z =
414, 412 e 400 (FIGURA 4.28, p. 103) estdo de acordo com as férmulas moleculares
C29Hs00, C29H180 e CasH4s0, respectivamente.
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FIGURA 4.25: Espectro de RMN de 'H da fragdo 2.5.11 (CD3s0D, 400 MHz).
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FIGURA 4.26: Expansio do espectro de RMN de *H da fracdo 2.5.11 (CDsOD, 400 MHz).
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FIGURA 4.27: Cromatograma da mistura de y-sitosterol, estigmasterol e campesterol
obtido via CG-EM.

(Abundance TIC: CGAF01.D\data.ms
1.1e+07

1e+07
9000000 |
8000000
7000000 | - sitosterol
6000000 |
5000000 |
4000000 ‘
3000000

2000000

- campesterol
- estigmasterol

1000000

J"uL__,ii Ip

LN e e e T T T LI I e

UL UL B e e e L B e
Time--> 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 30.00 3200 3400 36.00

CondicGes de andlise:
géas de arraste: hélio; temperatura inicial: 100 °C, programada em 8 “C.min™* até 295 °C, mantida por 8
min, com tempo total de 38 min; temperatura do injetor: 250 °C; split mode: 1:20; fluxo: 1,3 mL.min™;

pressdo: fluxo de modo constante.

102



FIGURA 4.28: Espectros de massas dos componentes da mistura (IE = 70 eV): (a)

campesterol; (b) estigmasterol e (c) y-sitosterol.
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A proposta de fragmentacdo do p-sitosterol é mostrada na FIGURA 4.29
(p. 104). Uma vez que as estruturas dos esteroides VII, VIII e IX diferem apenas na
cadeia lateral, o padréo de fragmentacao das mesmas € muito parecido, justificando assim

a apresentacdo da proposta apenas para VII.

FIGURA 4.29: Proposta de fragmentacéo do y-sitosterol.
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4.2.5 — Determinacao estrutural do &cido 18-hidroxi-ent-halima-1(10),13-E-dien-15-

oico — substancia VI

O estudo do extrato das flores resultou no isolamento de um diterpenoide
halimano, o acido 18-hidroxi-ent-halima-1(10),13-E-dien-15-oico (V1), para o qual ndo
foram encontrados relatos na literatura.

A substancia V1 foi isolada da fra¢do 2.1 (16,1 mg) na forma de um sélido
branco e teve sua estrutura determinada através de experimentos de RMN de *H, **C,
HSQC, HMBC e NOESY, e comparagdo com os dados de RMN de *C do 4cido ent-
halima-1(10),13-E-dien-15-oico (estrutura 65, p. 105) (HARA et al., 1995), devido a

similaridade estrutural.

) (65)

No espectro de RMN de '3C observou-se a presenca de vinte sinais
(FIGURA 4.32, p. 112). O sinal em 6. 171,6 foi atribuido ao carbono do &cido carboxilico.
Os sinais em §; 164,8 e 115,0 sdo caracteristicos dos carbonos C-13 e C-14,
respectivamente, da ligacdo dupla da cadeia lateral do acido (V). Observou-se também
a presenca de uma ligacao dupla trissubstituida entre os carbonos com sinais em &¢ 120,1
(C-1) e 140,7 (C-10). O deslocamento em dc 69,9 indicou a presenca de um grupo
hidroximetileno (C-18).

Através do espectro de RMN de *H (FIGURA 4.30, p. 109) e sua expansio
(FIGURA 4.31, p. 110), observou-se o sinal de um préton olefinico em 6n 5,34 (t, 3,8 Hz)
e 0s sinais de trés grupos metila (dois singletos, sendo um correspondente a Me-19 em &n
0,94 e o outro a Me-20, em &4 0,92, e um dubleto referente a Me-17, em &4 0,82 ppm),
juntamente com os sinais caracteristicos de uma cadeia lateral de acido 13-E em 5,66 (H-
14,d,J=1,5Hz) e 2,15 (Me-16, d, J = 1,5 Hz).
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As correlagGes diretas entre *H e 3C foram observadas no espectro de
HSQC (FIGURAS 4.33 e 4.34, ps. 112 e 113), as quais estdo compiladas na TABELA
4.6 (p. 108). Pelo espectro de HMBC (FIGURAS 4.35 e 4.36, ps. 114 e 115) observou-
se as correlacdes entre o sinal em 6n 5,66 (H-14) com os sinais em éc 171,6, atribuido ao
C-15, 8¢ 164,8 (confirmando a atribuigdo feita a C-13), d¢ 19,3, atribuido a Me-16 e dc
36,2, 0 qual foi atribuido a C-12. O sinal em &¢ 2,15 (Me-16) correlacionou-se com 0s
sinais em 171,6 (C-15), 164,8 (C-13), 115,0 (confirmando a atribuicdo a C-14) e 36,2 (C-
12).

Observou-se ainda as correlagdes do sinal em 64 1,83 (m) e 2,10 (m),
correspondentes aos hidrogénios ligados ao carbono metilénico da posigdo 12, com os
sinais em dc 36,8 (atribuido a C-11), oc 164,8 (C-13), 115,0 (C-14) e 19,3 (C-16),
confirmando assim a presenca da cadeia lateral do &cido. O sinal em &4 0,92 (s)
correlacionou-se com o sinal em 6¢ 36,8 (C-11), 39,5 (C-8), 43,1 (C-9) e 140,7 (C-10),
sendo, portanto, atribuido & Me-20. As correlagdes citadas anteriormente sdo mostradas

a sequir.

OH

Também observou-se as correlacdes do sinal em 64 5,34 (H-1) com o0s
sinais em dc 22,5 (atribuido ao C-2), dc 26,5 (C-3), 6c 40,5 (C-5) e 6c 43,1 (C-9). Os
sinais em 61 1,10 (m) e 1,34 (m), atribuidos aos hidrogénios diastereotopicos H-3a e H-
3b, respectivamente, correlacionaram-se com 0s sinais em éc 22,5 (C-2), ¢ 120,1 (C-1),
dc 36,0 (atribuido a C-4), dc 40,5 (C-5) e ¢ 69,9 (atribuido ao C-18). O sinal em &4 0,82
(d, 7,5 Hz) correlacionou-se com os sinais em éc 29,6 (C-7), dc 39,5 (C-8), 6¢ 43,1 (C-9)
e dc 21,9 (C-20), sendo portanto, atribuido a Me-17. Essas correlacBes sdo apresentadas

a sequir.
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Os sinais em 64 3,51 (m) e 3,34 (m), referentes aos hidrogénios H-18a e
H-18b, respectivamente, do grupo hidroximetileno da posicdo 18, correlacionaram-se
com os sinais em d¢ 26,5 (C-3), 36,0 (C-4), 40,5 (C-5) e 21,7 (atribuido a C-19). O sinal
em on 0,94 correlacionou-se com os sinais em 6c 26,5 (C-3), 36,0 (C-4), 40,5 (C-5) € 69,9
(C-18), permitindo atribui-lo a metila da posicao 19.

No espectro de NOESY-2D (FIGURA 4.37, pg. 116), observou-se a
correlacdo entre o sinal referente a Me-17 (61 0,82) com o sinal correspondente a Me-20
(61 0,92), indicando que ambas estdo na mesma face (face «).

Observou-se, também, uma correlacdo de H-5 (81 1,80) com a Me-19 (6H
0,94). No entanto, ndo foram observadas correlacdes desses dois grupos com os sinais
referentes as metilas Me-17 e Me-20, o que sugeriu o posicionamento de H-5 e Me-19 na
face oposta (5). Como consequéncia, o grupo metileno hidroxilado, que encontra-se

ligado ao mesmo carbono que Me-19, esta posicionado na face a. Essas correlacdes estdo

OH
11 32 N\
20
2 o)

17

representadas abaixo.

HO

Portanto, apds a analise dos espectros de RMN, definiu-se a estrutura como
sendo a do &acido 18-hidroxi-ent-halima-1(10),13-E-dien-15-oico.
A estereoquimica absoluta desta substancia sera determinada atraves de

experimentos de atividade Optica Raman.
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TABELA 4.6: Dados de RMN de 'H e *3C da substancia VI.

SUBSTANCIA VI *HARA et al., 1995
(500/125 MHz, CDCl5) (125 MHz, CDCL)
C/H o o (ppm), J (Hz) HMBC o (ppm)
(ppm)
120,1 5,34 (t,J = 3,8) C-2,C-3,C-5,C-9 120,3
22,5 2,08 (m) 23,1
3a | 265 1,34 (m) C-1,C-2,C-4,C-5, C- 33,2
3b 1,10 (m) 18
4 36,0 31,4
5 40,5 1,80 (m) 43,5
6a | 24,0 1,60 (m) 23,6
6b 1,30 (m)
7a | 29,6 2,00 (m) 29,1
7b 1,37 (m)
39,5 1,56 (m) 39,2
43,1 43,0
10 | 140,7 141,1
11a | 36,8 2,15(m) 37,2
11b 1,24 (m)
12a | 36,2 2,10 (m) C-11, C-13, C-14, C-16 36,3
12b 1,83 (m)
13 | 1648 164,8
14 | 1150 566 (d,J=15) | C-12,C-13, C-15, C-16 1151
15 | 171,6 172,4
16 | 193 215(,J=15) | C-12,C-13,C-14,C-15 19,4
17 | 155 0,82 (d, J=7,5) C-7, C-8,C-9, C-20 15,6
18a | 69,9 351(d,J=11,2) C-3, C-4,C-5, C-19 28,2
18b 3,34(d,J=11,2)
19 | 217 0,94 (s) C-3,C-4,C-5,C-18 26,0
20 | 219 0,92 (s) C-8, C-9, C-10, C-11 22,3

*Dados de RMN de °C é&cido do ent-halima-1(10),13-E-dien-15-0ico para comparagéo de
similaridades estruturais com o acido18-hidroxi-ent-halima-1(10),13-E-dien-15-oico (substancia

V).
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FIGURA 4.30: Espectro de RMN de *H da substancia VI (CDClsz, 500 MHz).
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FIGURA 4.31: Expanséo do espectro de RMN de *H da substancia VI (CDCls, 500 MHz).
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FIGURA 4.32: Espectro de RMN de *C da substancia VI (CDCls, 125 MHz).
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FIGURA 4.33: Mapa de contorno de HSQC da substéncia VI (CDCls, 500 MHz).
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FIGURA 4.36: Expansdo do Mapa de contorno de HMBC da substéancia VI (CDClz, 500 MHz).
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4.3 - Confirmacédo da obtencao do éster de metila da substancia 111

A metilagdo do 4dcido A®-ent-labd-8-B-ol-15-oico (substancia I11), cujo
mecanismo é dado no ESQUEMA 4.1 (p. 117), foi comprovada através de experimento
de RMN de 'H (FIGURA 4.38, p. 118). No espectro observou-se a presenca de um

singleto intenso em dn 3,69, referente a metoxila do éster.

ESQUEMA 4.1: Mecanismo de reacdo do &cido (I11) com diazometano.

H —N,

- OHv> = oew ~o

OH

OH
+ N, (g)
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FIGURA 4.38: Sobreposicdo dos espectros de RMN de *H da substéncia 111 (), e do éster de metila (111*) (b) (CDCI3, 400 MHz).
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4.4 - Resultados dos ensaios enzimaticos

De acordo com os resultados mostrados na TABELA 4.7 (p. 119), todos
os extratos etandlicos de H. stigonocarpa (EF: extrato das folhas; EL: extrato das flores;
ER: extrato das raizes; EC: extrato do caule) apresentaram percentuais de inibi¢do

elevados frente as catepsinas K, L e V, nas duas concentracdes avaliadas.

TABELA 4.7: Percentuais de inibicdo enziméatica dos extratos etandlicos de H.
stigonocarpa.

% Inibicéo % Inibicdo % Inibicdo
CatK CatL CatVv
Concentracdes (pug/mL)

Amostra \ 125 50 125 50 125 50
EF 82 79 94 79 98 98
EL ‘ 98 96 95 87 99 98
ER 91 79 92 92 97 97
EC ‘ 84 80 - - 97 95

Considerando a CatK, EL foi o extrato mais ativo dentre os quatro testados,
apresentando 96% de inibi¢do da atividade desta enzima (a 50 pg/mL). O extrato ER foi
0 que apresentou melhor inibi¢édo da CatL, diminuindo sua atividade em 92%, em ambas
as concentracdes testadas (125 e 50 pg/mL). A CatV sofreu inibicdo de 98% pelos
extratos EL e EF, ambos na concentracdo de 50 pg/mL. Deste modo, os dois extratos (EL
e EF) apresentaram o0s potenciais de inibicdo mais elevados e foram selecionados para
avaliacéo do potencial inibitorio de suas fragdes.

Os percentuais de inibicdo desempenhados pelas fracbes hexano (FH) e
acetato de etila (FA), oriundas da particao liquido-liquido do extrato das folhas, e pelas
fracdes obtidas pelo fracionamento do extrato das flores, sdo mostrados nas TABELAS
4.8 (p. 120) e 4.9 (p. 120), respectivamente. A fracdo FL1 ndo foi testada devido a

indisponibilidade de massa, no entanto, sera enviada posteriormente para ensaios.
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TABELA 4.8: Percentuais de inibi¢do enzimatica das fracdes do extrato EF.

% de inibicao (50 pg/mL)

Amostra CatK CatL CatVv
FH 32 36 91
FA 59 66 96

Os melhores percentuais foram observados para FH e FA frente a CatV, as
quais inibiram a atividade desta enzima em 91 e 96%, respectivamente. O percentual de

66% apresentado pela FA, sobre a CatL, pode ser considerado moderado.

TABELA 4.9: Percentuais de inibicdo enzimatica das fragdes do extrato EL.

% inibigéo - CatK % inibigéo - CatL % inibicgéo - CatV

Fracdo 125 pg/mL | 50 pg/mL 125 pg/mL | 50 pg/mL 125 pg/mL | 50 pg/mL
FL2 96 ‘ 82 93 57 99 98
FL3 92 80 95 86 99 97
FL4 75 ‘ 27 36 07 97 83
FL5 60 37 96 94 97 96

FL2 = fragdo hex/AcOEt 1:1; FL3 = fracdo AcOEt 100%; FL4 = fracdo ACOEt/MeOH 1:1; FL5 = fracdo
MeOH 100%.

A fragdo FL2, dentre as quatro fracdes testadas, foi a que apresentou o
percentual inibitério mais significativo frente a CatkK (82%), na concentracdo de 50
pug/mL. Por sua vez, FL5 foi a fracdo mais ativa sobre a CatL, inibindo sua atividade em
94% (em 50 pg/mL). O maior percentual de inibicdo frente a CatV (98%) foi
desempenhado por FL2, seguido pelas fragdes FL3 (97%) e FL5 (96%), todas na
concentracdo de 50 pg/mL. Esses resultados indicaram a possivel presenca de metabdlitos
que podem ser ativos frente a esses alvos, tanto nos extratos quanto nas fragdes, visto que
as mesmas mantém bons percentuais de inibicao.

Das seis substancias isoladas dos extratos EF e EL, cinco tiveram seu
potencial inibitorio avaliado, assim como o éster de metila do acido A'3!*-ent-labd-8-4-
ol-15-oico. Os resultados séo apresentados na TABELA 4.10 (p. 121).

120



TABELA 4.10: Percentuais de inibicdo enzimatica de substancias isoladas (a 25 pM).

\%
Composto % Inibigéo - CatK % Inibigdo - CatL = % Inibigdo — CatV

I 65 43 91
i 12 47 0
i 0 0 0

\Y) 2 33 88

\% 12 57 95
VI 21 03 71

As substancias mostraram percentuais de inibicdo elevados e preferencial
para CatV, sendo o acido benzoico 5 (95%), o diterpeno labdano | (91%) e a flavona 1V
(88%) as mais ativas.

Ja os compostos VI e | apresentaram inibicdo moderada para as catepsinas
V (71%) e K (65%), respectivamente. As substancias I, 111 e V mostraram valores de
inibicdo de aproximadamente 50% frente & CatL, sendo portanto, considerados
percentuais moderados.

Analisando-se o efeito da similaridade estrutural entre as substancias I11 e
111*, observou-se que I11 inibiu a atividade da CatK em 12% e a da CatL em 47%, porém
a atividade de I11* foi nula frente & ambos os alvos. A inatividade de I11* sugeriu que a
carboxila do diterpenoide &cido pode ser uma parte da molécula importante para a

atividade inibitdria, a qual se perde com a inser¢do da metila nesta molécula.
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Ap0s a avaliacdo dos potenciais inibitdrios, as substancias selecionadas

para determinacédo dos valores de 1Cso foram os compostos I, 1V, V e VI frente a CatV,

os compostos I, 111 e V frente a CatL e o composto | frente a CatK. Os experimentos

referentes a determinacdo da poténcia inibitdria de 111 ainda estdo em andamento.

Os valores de ICso sdo0 mostrados na TABELA 4.11 (p. 122) e os graficos

estdo ilustrados na FIGURA 4.39 (p. 123).

TABELA 4.11: Valores de poténcia inibitoria dos compostos I, IV, V e VI frente as

catepsinas K, L e V.

Composto 1Cso 1Cso0 1Cs0
CatK CatL CatVv
* * 266,0 £ 67,9
**
36,977 2,9+0,9
v
O
OH
* * > 600
* > 600 835+218

\4

* Sem atividade significativa; ** N&o testado.
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% Inibigao Catv

% Inibigao CatV

FIGURA 4.39: Determinacdo dos valores de ICsq para os compostos (a) | frente a CatV;
(b) IV frente a CatV; (c) VI frente a CatV e (d) VII frente a CatL.
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O composto mais potente frente a CatV foi o 1V, com ICso de 2,9 uM. A
substancia V1 apresentou baixa poténcia inibitoria (ICso = 83,5 uM) e 0s compostos V e
VI ndo mostraram valores de ICsp significativos, frente a esta enzima.

A maior poténcia de inibicdo a CatL também foi mostrada pelo composto
IV (ICso = 36,9 uM). Os demais compostos testados (I, V e V1) ndo apresentaram inibi¢éo
significativa da mesma. Nenhum dos compostos testados demonstraram atividade frente
a CatK. Portanto, os resultados mais promissores foram obtidos para o composto 1V,
frente as catepsinas V e L.

A poténcia de 1V, se comparada com a da substancia luteolina (estrutura
66 - FIGURA 4.40, p. 124), isolada de Vitex polyana (Verbenaceaea), a qual apresentou
ICso de 2,5 uM frente a catepsina V (SEVERINO, 2008), é praticamente a mesma. A

diferenga estrutural entre esses compostos esta na presenca de duas metoxilas, localizadas
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nas posigdes 3’¢ 5’ do anel B da substancia V, além da auséncia da hidroxila na posicao
3.

FIGURA 4.40: Estruturas quimicas das substancias 1V (tricina) e 66 (luteolina).

Os resultados de inibicao expressiva da CatK, na faixa de 100 a 840 nM,
foram relatados para trés flavonoides isolados do extrato metanolico da espécie de
esponja Artocarputs altilis (Moraceae) (PATIL et al., 2002), evidenciando ainda mais o
fato de que essa classe de metabolitos pode ser considerada promissora para 0
planejamento de inibidores de cisteino proteases.

Os dados da literatura ndo reportam estudos referentes a poténcia inibitoria
de diterpenoides frente as catepsinas estudadas. No entanto, estudos mostraram que 0
triterpenoide &cido ursdlico (estrutura 67 - FIGURA 4.41, p. 124) inibiu 90% do
crescimento de células de carcinoma, ap6s 96 horas de tratamento e induziu a apoptose
de 60% destas células, apds 48 horas. Esta atividade foi associada a ativacao proteolitoca
da caspase-3 e de outras caspases similares (cisteino peptidades), indicando que
terpenoides podem ser considerados uma classe de substancias promissora para o
planejamento de inibidores de cisteino proteases (HOLLOSY et al., 2001).

FIGURA 4.41: Estrutura quimica do &cido ursélico.

124



67

4.5 - Resultados dos ensaios de citotoxicidade

Os potenciais citotoxicos dos extratos testados, expressos como
viabilidade celular, frente a linhagem S-180, sdo mostrados na TABELA 4.12 (p. 125).

TABELA 4.12: Determinacdo dos valores de ICso: concentracdo (pg/mL) dos
extratos/fracfes que inibe 50% da viabilidade celular de células tumorais tratadas por

48h nas concentragdes de 0,1 - 1000 pg/mL.

Extratos/Fracdes S-180 L-929
EC 20,2+0,0 1.220,0+1
FHC 2258+ 1,6 842,61 4,7
FAC 132,0+1,2 556+1,5
ER 87,8+0,1 855,3+1,4
EL - 73,1+£0,5
EF - 965,4 +2,0
FHF - 41,3+0,1
FAF - 11,3+0,1
FMF - 172,1 £0,0

EC = Extrato do caule; FHC = Fracdo hexano do caule; FAC = Fracdo acetato do caule; ER = Extrato da
raiz; EL = Extrato das flores; EF = Extrato das folhas; FHF = Fragdo hexano das folhas; FAF = Fragdo

acetato das folhas; FMF = Fracdo metanol das folhas.

Os valores de ICso foram determinados de acordo com o grafico do
percentual de inibicdo da viabilidade celular versus concentracdo de cada inibidor
(fragcé@o/extrato), conforme ilustrado na FIGURA 4.42 (p. 126)

De acordo com o critério adotado pelo Instituto Nacional do Cancer
Americano, um extrato bruto pode ser considerado promissor para purificacdo desde que
apresente valor de ICso menor que 30 pg/mL (SUFFNESS & PEZZUTTO, 1990). Desse
modo, EC foi o extrato mais citotoxico, pois inibiu a viabilidade celular do tumor de
Sarcoma com ICsp estimado em 20,2 pg/mL (FIGURA 4.42). O extrato da raiz apresentou
valor de 1Cso (87,8 nug/mL) cerca de quatro vezes maior, e por isso foi considerado néo

promissor.
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As fragdes FHC e FAC apresentaram valores de ICso de 225,8 pg/mL e

132,0 ug/mL), respectivamente, os quais foram 11,2 e 6,5 vezes maiores do que o valor

mostrado pelo extrato, caracterizando assim diminuicdo significativa da atividade

citotéxica com o fracionamento.
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FIGURA 4.42: Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem tumoral Sarcoma-180 frente
ao tratamento com: (a) ER; (b) EC; (c) FHC e (d) FAC (concentragdes: 0,1, 1,0, 10, 100,

1000), com tempo de exposicéao de 48 h.

Frente a linhagem de células sadia L-929 (FIGURA 4.43, p. 127), EC
apresentou valor de 1Csg estimado em 1.220,0 pg/mL (TABELA 4.12), cerca de 60 vezes

maior que o valor de ICso para células tumorais, 0 que demonstrou alta seletividade e

citotoxicidade para as células de sarcoma. Para que um extrato possa ser considerado

promissor, 0 mesmo deve apresentar poténcia citotoxica elevada frente as células

tumorais (isto €, um valor de ICso menor que 30 pg/mL), e baixa frente as células normais

(ou seja, um valor de ICso muito superior a este valor).
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FIGURA 4.43: Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem de células normais L-929

frente ao tratamento com extratos e fragdes (concentragdes: 0,1, 1,0, 10, 100, 1000), com

tempo de exposigdo de 48 h.
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A fragdo FHC também demonstrou um valor de 1Cs relativamente elevado
(842,6 pg/mL), poréem FAC apresentou um valor de 55,6 pug/mL, sendo considerado
portanto, moderadamente citotoxico para células normais.

O extrato ER apresentou um valor de 855,3 pug/mL, superior em quase 10
vezes ao valor de ICso para as células de sarcoma, enquanto que o EL demonstrou um
valor de ICso de 73,1 pg/mL, podendo ser considerado moderadamente citotoxico para
células normais. O extrato EF apresentou valor de ICso relativamente elevado (965,4
pg/mL), porém os valores de suas fragfes diminuiram consideravelmente: FHF = 41,3
pg/mL; FAF = 11,3 pg/mL e FMF =172,1 pg/mL.

Os resultados de citotoxicidade demonstrados pelos compostos | e 111
frente as linhagens celulares L-929, S-180 e ERLICH séo apresentados na TABELA 4.13
(p. 128).

TABELA 4.13: Percentuais citotoxicos das substancias I e 111.

WOH
=

(6]
””I”/OH
I 11
Composto L-929 S-180 Ehrlich
I 106,7 930,7 108,5

i 170,6 99,30 -

Para que um composto seja considerado promissor como agente citotoxico
frente a S-180, 0 mesmo deve ser capaz de inibir a viabilidade celular desta linhagem em
baixa concentragao, e requerer uma concentracdo elevada para inibir o crescimento das
células normais, apresentando assim poténcia e seletividade em relacdo as células
tumorais.

O composto | inibiu a viabilidade das células L-929 com ICsp estimado em
106,7 ug/mL (TABELA 4.12). Por outro lado, apresentou valor de 1Csg de 930,7 pg/mL
para a linhagem tumoral S-180 e em 108,5 para a linhagem do tumor de Ehlich. Deste

modo, esta substancia pode ser considerada nédo citotdxica para as células normais e nem
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para o tumor de Ehlich e células S-180, uma vez que requer uma elevada concentracdo
desta substancia para inibir sua proliferacdo.

A substéancia 111 demonstrou valor de ICso de 170,6 pg/mL para as celulas
normais e 99,30 pug/mL para as de sarcoma, indicando assim baixo potencial citotoxico
frente as células de sarcoma e células normais.

MIZUSHINA et al., 2009, investigou a atividade inibitdria do crescimento
de celulas de leucemia humana (HL-60) dos compostos I e 11 (FIGURA 4.44, p. 129). Os
percentuais inibitorios ndo foram expressivos visto que 0 composto 1 inibiu o crescimento
celular em 82% na concentracdo de 100,7 UM, porém inibiu em apenas 20% quando essa
concentracdo diminuiu para 50 pM. O composto 11, inibiu o crescimento em 58% em 100
uM e em apenas 2% em 50 uM. Esses resultados estdo de acordo com aqueles obtidos

para estas substancias frente as linhagens de sarcoma e Erlich.

FIGURA 4.44: Estruturas quimicas dos compostos I e II.

Estudos mostraram que diterpenoides labdano e halimano, tais como as
substancias 68 a 71 (FIGURA 45, p. 130), isoladas de Alomia myriadenia (Asteraceae)
foram ativos frente as linhagens de células de cancer humano, mostrando atividade
potente contra a linhagem de células Lul (cancer de pulmao humano). O composto 68
mostrou-se como 0 mais ativo, apresentando valor de dose efetiva de inibicdo da
proliferacdo celular (EDso) de 0,3 pg/mL. As demais substancias apresentaram EDso
superiores a 10 pg/mL. Desta forma, a classe destes diterpenoides se mostrou promissora

na busca por agentes citotoxicos (SCIO et al., 2003).
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68: R=R1=0H 71
69: R=Hi, R1=0H
70: R=0OH,R1=H

A substanca 1V, isolada neste trabalho, ndo foi avaliada frente as linhagens
celulares S-180 e L-929, porém este composto foi descrito como detentor de um grande
potencial como agente anticancer, devido a sua atividade quimiopreventiva. A tricina
mostrou-se um inibidor potente e seletivo de duas linhagens de células cancerigenas do
figado e do pancreas e ndo apresentou efeitos colaterais sobre celulas normais, podendo
ser considerado como um candidato em potencial para testes pré-clinicos como agente
quimiopreventivo (MOHEB et al., 2013). Esta substancia também foi descrita como um
agente anti-clonogénico de células tumorais da mama humana (MDA MB 468) e de
carcinoma do collon (SW480). Esta propriedade foi atribuida a sua habilidade de inibir a
atividade da ciclooxigenase e sua interferéncia com a carcinogénese em ratos (CAl,
STEWARD & GESCHER, 2005).

5. CONCLUSOES

O estudo quimico do extrato etanodlico das folhas e das flores de H.
stigonocarpa levou ao isolamento e a elucidacdo estrutural de seis substancias, sendo
quatro diterpenoides (substancias I, 11, 111 e VVI), uma flavona (substancia 1) e um écido
carboxilico aromatico (substancia V).

As substancias | e 111 (diterpenoides labdano) ja haviam sido isoladas da
espécie H. courbaril em trabalhos realizados por (MARSAIOLI, DE FREITAS LEITAO
FILHO & DE PAIVA CAMPELLO, 1975) e (CUNNINGHAM, MARTIN &
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LANGENHEIM, 1973). Porem ndo foram encontrados relatos da substancia 11 para o
género Hymenaea.

A substancia VI foi descrita pela primeira vez na literatura e o isolamento
de trés diterpenoides halimano de H. courbaril (ABDEL-KADER et al., 2001) indica que
esta espécie e H. stigonocarpa sdo produtoras de diterpenoides halimano e labdano,
confirmando os relatos literarios (NOGUEIRA et al., 2001).

Né&o existem relatos do isolamento da flavona IV para este género, porém
quatro flavonoides ja foram isolados de H. stigonocarpa (MARANHAO et al., 2013). A
substancia V também ainda ndo foi descrita para este género, mesmo tendo sido
realizados estudos para determinar o teor da composi¢do fendlica de H. stigonocarpa
(MATUDA & MARIA NETTO, 2005).

Portanto, este estudo contribuiu para a caracterizacdo quimica de H.
stigonocarpa e, consequentemente, do género ao qual pertence, enriquecendo o
conhecimento quimico acerca das classes de metabolitos secundarios produzidos por esta
especie.

Os resultados dos ensaios enzimaticos mostraram que as substancias
produzidas por H. stigonocarpa sdo promissoras na busca por inibidores especificos da
catepsina V, uma vez que os compostos I, IV e V desempenharam niveis elevados de
inibicdo desta cisteino protease e a substancia VI desempenhou um percentual inibitério
moderado deste alvo. Portanto, afim de se investigar a poténcia desses compostos, faz-se
necessaria a conclusdo dos experimentos de determinacdo dos valores de 1Cso destas
substancias. Os dados obtidos neste trabalho podem ser usados para a realizagédo de
estudos de Relacdo Estrutura Atividade (REA) com a finalidade de compreender a
atividade desses compostos frente as catepsinas V, K e L.

Com relagdo aos ensaios de citotoxicidade, os compostos I e Il nédo
apresentaram atividade apreciavel frente as linhagens de células S-180. No entanto,
estudos demonstraram que os diterpenoides halimano e labdano sdo considerados agentes
citotoxicos potentes frente a linhagens de células cancerigenas humanas (SCIO et al.,
2003) e apontaram o flavonoide tricina como um potente agente anticancer (MOHEB et
al., 2013). Deste modo, o isolamento desta substancia de H. stigonocarpa, bem como de
diterpenoides labdano e halimano, indicam que esta espécie pode ser uma fonte
promissora de substancias potencialmente citotdxicas as células tumorais humanas,

enfatizando a necessidade da continuacéo dos seus estudos quimicos e bioldgicos.
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