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RESUMO

ESTUDO QUIMICO E AVALIACAO BIOLOGICA DAS ESPECIES Byrsonima
coccolobifolia Kunth. (MALPIGHIACEAE) E Eugenia malaccensis L.
(MYRTACEAE) - O estudo descrito neste trabalho contribui para o
conhecimento quimico e biolégico das espécies B. coccolobifolia e E.
malaccensis, conhecidas popularmente como “murici” e “jambo-vermelho”,
respectivamente. Estas espécies sado encontradas em diversas regides do
Brasil, principalmente nas areas do Cerrado, e sdo largamente apreciadas
pelos frutos comestiveis. Diversas aplicacdes na medicina popular estao
relacionadas a estas espécies, como atividade antibacteriana, antidiarreica,
anti-inflamatéria e no controle de diabetes. O estudo do extrato etandlico das
raizes de B. coccolobifolia levou a identificacdo da mistura dos triterpenos a e
B-amirina, mistura dos esteroides campesterol, estigmasterol e B-sitosterol,
acido oleandlico (triterpeno do tipo oleaneno) e glochidonol (triterpeno do tipo
lupano), relatado pela primeira vez no género Byrsonima. Do extrato etandlico
das folhas de E. malaccensis foi possivel isolar dois flavonoides pertencentes a
classe dos flavonois, mearnsetina e mearnsitrina. As substéncias foram
identificadas com base nos dados de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC e/ou
CG/EM, em comparacao com a literatura. Foi também verificado o potencial de
inibicdo dos extratos e suas fragdes, frente as catepsinas K, V e L. Essas
enzimas sao encontradas majoritariamente nos lisossomos e podem participar
de processos celulares bastante especializados levando ao desenvolvimento
de diversas patologias como doengas cardiovasculares, osteoporose,
aterosclerose, tumores malignos, pancreatite, entre outras. Os extratos e a
maioria das partigdes mostraram atividade inibitéria significativa frente a estas
enzimas, quando avaliados nas concentragdes de 125 e 50 ug/mL, sendo os
melhores resultados observados para a catepsina V. Os flavonoides
mearnsetina e mearnsitrina ndo apresentaram atividade quando avaliados nas

catepsinas K e V, na concentracido de 25 yM.



ABSTRACT

CHEMICAL STUDY AND BIOLOGICAL EVALUATION OF SPECIES
Byrsonima coccolobifolia Kunth. (MALPIGHIACEAE) AND Eugenia
malaccensis L. (MYRTACEAE) - The study described in this work contributed
to the chemical and biological knowledge of species B. coccolobifolia and E.
malaccensis, known popularly as "murici" and "jambo-vermelho", respectively.
These species are found in various regions of Brazil, especially in Cerrado
areas, and are widely appreciated by edible fruit. Several applications in folk
medicine are related to these species, such as antibacterial activity,
antidiarrheal, anti-inflammatory and on control diabetes (antidiabetic). The study
of roots ethanolic extract of B. coccolobifolia led to the identification of mixture
of triterpenes a-amiryn and [p-amiryn, mixture of steroids campesterol,
stigmasterol and p-sitosterol, oleanolic acid (olenene-type triterpene) and
glochidonol (lupane-type triterpene), reported for the first time in the Byrsonima
genus. Of the leaves ethanolic extract of E. malaccensis was possible to isolate
two flavonoids, mearnsetin and mearnsitrin, both of flavonol class. The
structural identification was carried out on the basis of 1D- and 2D-NMR
experiments, GC/MS and comparison with literature data. It was also measured
the inhibition potential of extracts and your fractions of these plants against
cathepsins K, V and L. These enzymes are found mainly in lysosomes and may
also involved in selective and controlled pathological processes, such as
cardiovascular diseases, osteoporosis, atherosclerosis, malignant, pancreatitis,
many others. The extracts and most partitions showed considerable inhibition
against cathepsins (concentration of 125 and 50 pg/mL), and the best results
are observed for cathepsin V. The flavonoids mearnsetin and mearnsitrin have
not presented activity when evaluated in cathepsins K and V (concentration of
25 uM).
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1- INTRODUCAO

1.1- Historico dos Produtos Naturais

Desde seus primérdios, o homem utiliza recursos naturais para as
mais diversas finalidades, sejam na forma de alimentos, cosméticos,
inseticidas, defensivos agricolas e medicamentos (PALMA & PALMA, 2012),
sendo a histéria das plantas medicinais datadas desde a origem da civilizagéo
humana na terra (MUKHTAR, et al., 2008).

As plantas tém formado a base da medicina tradicional, sendo
que os primeiros registros datam cerca de 2600 a.C., documentando o uso de
aproximadamente 1000 substancias derivadas de plantas, incluindo os dleos
de espécies de Cedrus (cedro), Cupressus sempevirens (cipreste), Glycyrrhiza
glabra (alcaguz), espécies de Commiphora (mirra) e Papaver somniferum (suco
de papoula), sendo que algumas sao utilizadas até os dias de hoje para o
tratamento de doencas que vao desde tosses e resfriados a infecgdes
parasitarias e inflamagao (CRAGG & NEWMAN, 2013).

Diversas substancias foram isoladas ou desenvolvidas a partir de
produtos naturais para serem utilizadas no tratamento de diversas doencas,
podendo relatar como exemplos: a galegine (1) de Galega officinalis L., que foi
o0 modelo para a sintese de metformina (2) e outros farmacos antidiabéticos; a
quinina (3), isolada da casca de espécies Cinchona (por exemplo, C.
officinalis), a qual formou a base para a sintese dos farmacos antimalaricos
mais utilizados, cloroquina (4) e mefloquina (5); a efedrina (6), isolada de
Ephedra sinica, sendo a base para a sintese dos agentes anti-asmaticos
salbutamol (7) e salmeterol (8); o anticancerigeno, paclitaxel® (9) e seus
derivados, isolados de espécies Taxus. Tem-se também, a descoberta
acidental da penicilina — e derivados (10) — a partir do fungo Penicillium
notatum, marcando o inicio de uma nova era na medicina, "a ldade do Ouro de
antibidticos"; e as avermectinas (11), anti-helminticos e antiparasitarios,
isolados de espécies de Streptomyces (FIGURA 1.1) (CRAGG & NEWMAN,
2013).
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FIGURA 1.1: Estruturas de alguns produtos naturais utilizados como farmacos.



1.2 - Aspectos Gerais e a Quimica das Plantas Medicinais

As plantas medicinais sédo utilizadas por diferentes populacdes,
desempenhando um papel essencial nos cuidados de saude, principalmente
nos paises mais pobres (ZHANG, et al., 2013), onde a ingestdo de ervas e
folhas na busca pelo alivio e cura de doencas se torna cada vez mais comum
(VIEGAS-JUNIOR, et al.,, 2006). A valorizagdo das plantas medicinais
ocasionou um crescimento na procura de informagdes comprovadas
cientificamente sobre a seguranga e eficacia terapéutica destas plantas,
incentivando as pesquisas na area (SILVA, et al., 2010; NIERO, et al., 2003).

Os produtos naturais tém sido a maior fonte de diversidade
quimica para iniciar a condug¢ao de descobertas terapéuticas ao longo do ultimo
século. Historicamente, as companhias farmacéuticas tém utilizado extratos
brutos de plantas para produzir formulagdes terapéuticas, porém no século XX,
com o avango das técnicas de isolamento e purificacdo, formulacbes de
farmacos com compostos bastante purificados tornaram-se mais tipicas
(TIWARI & MISHRA, 2011).

De acordo com os dados do FDA (Food and Drug Administration),
do total de novas substéncias ativas (NAS — New Active Substances,
conhecidas também por NCEs — New Chemical Entities) registradas nos
ultimos 30 anos (de 01/01/1981 a 31/12/2010), cerca de 6% sao produtos
naturais. Na FIGURA 1.2, é possivel observar que os produtos naturais ainda
sdo ou estdo envolvidos em aproximadamente 50% das NAS aprovadas pelo
FDA (NEWMAN & CRAGG, 2012).



N, 59, 6%

S*/NM, 122,11%

S* 55, 5%

ND, 299, 28%

S/NM, 146, 14%
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S, 387,36%
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FIGURA 1.2: Fonte de NAS aprovadas pelo FDA (total=1355)

N: produtos naturais; NB: produtos naturais “botanicos” (no geral estes tém sido
aprovados recentemente); ND: derivado de um produto natural e é usualmente uma
modificagdo semissintética; S: farmaco totalmente sintético, geralmente baseado por
screening/modificagcdo de um agente existente; S*: criado por sintese total, mas de
farmacoférico ou imitagdo de um produto natural; NM: produto natural mimetizado.
Fonte: (NEWMAN & CRAGG, 2012).

Dados mostram que os produtos naturais e estruturas derivadas
desempenharam e ainda desempenham um grande papel no desenvolvimento
do arsenal terapéutico médico, mostrando assim a importancia do incentivo as
pesquisas para descoberta de novos farmacos (FIGURA 1.3). Embora se tenha
um grande avancgo tecnoldgico, tem-se também uma maior rigidez nas normas
e legislagdes para a aprovacéao e liberacdo de um novo farmaco no mercado,
tornando os atuais numeros de novos farmacos menores que no passado.
Entretanto, um ponto motivador para a quimica de produtos naturais, € que no
ano de 2010, das 20 NASs aprovadas, metade (50%) estava inserida na
categoria dos produtos naturais (FIGURA 1.4), incluindo a maioria dos agentes
antitumorais (NEWMAN & CRAGG, 2012).
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FIGURA 1.3: Numero de novos farmacos aprovados por ano.

Fonte: (NEWMAN & CRAGG, 2012)
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FIGURA 1.4: (a) Total de Novas Substancias Ativas (NSAs). (b) Porcentagem

de N/NB/ND aprovados por ano (periodo1981 — 2010).

Fonte: (NEWMAN & CRAGG, 2012)



Muitas das atividades biolégicas de wuma planta estéo
relacionadas aos seus metabdlitos constituintes, sendo eles primarios e
secundarios. Os metabdlitos secundarios ndo estao diretamente envolvidos em
seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo, mas tém funcdes importantes
na defesa e sinalizagao da planta, ou servem como pigmentos ou fragrancias.
Estes podem variar de espécie para espécie e compreendem um conjunto
diversificado de estruturas quimicas complexas (MARIENHAGEN & BOTT,
2013).

Considerando que a diversidade molecular esta diretamente
relacionada a cada espécie vegetal, as plantas podem ser consideradas fontes
promissoras na busca de novos farmacos mais eficazes e especificos. Como o
Brasil € um pais com uma grande biodiversidade, e poucas das espécies foram
estudadas, o fortalecimento da pesquisa em quimica de produtos naturais se
torna inevitavel (NIERO, et al., 2003).

1.3- A Biodiversidade Brasileira

O Brasil é um pais de proporcao continental, ocupando quase a
metade do territério da América do Sul, o que equivale a 8,5 milhdes km?.
Apresenta diferentes zonas climaticas, como: trépico umido no Norte, semi-
arido no Nordeste e areas temperadas no Sul. Consequentemente, toda essa
variagcado climatica faz do Brasil um pais com grandes variagdes ecoldgicas,
formando distintos biomas (FIGURA 1.5), sendo eles: Floresta Amazoénica,
Pantanal, Cerrado, Caatinga, Pampas e Mata Atlantica. Além disso, o Brasil
possui uma costa marinha de 3,5 milhdes km?, que inclui ecossistemas como
recifes de corais, dunas, manguezais, lagoas, estuarios e pantanos
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2013).



Bl Biorma Amaztnia 49,29%
Bioma Cemado 23.92%
M Eioma Mata Atlantica 13,04%
Bioma Caatinga 5 842%
Ml Bioma Pampa 2.07%
Biorma Partanal 1,76%
Area Tetal Brasl  8.514.877 km2

FIGURA 1.5: Representagao geografica dos biomas brasileiros.

(Fonte: http://www.brasil.gov.br/sobre/meio-ambiente/geografia)

Edu Lobo, Augusto Boal e Gianfrancesco Guarnieri, ja traduziam
nos versos da cangao “Embolada das dadivas da natureza”, a grande riqueza
em biodiversidade de nosso pais (BERLINCK, 2012):

De toda forma e qualidade tem Pare meu irméo

oi tem pindoba, embiriba e sapucaia de falar em tanta mata

tem titara, catulé, ouricuri com tanta planta eu ndo sei o que fazer

tem sucupira, sapucais, putumuju mas diga la se tem bicho pra comer

teu pau-de-santo, tem pau d'arco, tem tatajuba se tem bicho pra comer. se tem bicho pra comer
sapucarana, canzenzé, macgaranduba (..)

tem louro paraiba e tem pininga

O Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta, traduzindo em
aproximadamente 20% do numero total de espécies da Terra (COSTA, et al.,
2012; OLIVEIRA, et al., 2012). Isso se reflete na grande variedade de biomas,
0S quais possuem uma enorme riqueza de fauna e flora, apresentando muitas
espécies endémicas e diversas plantas de importadncia econémica mundial
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2013).



1.3.1- O bioma Cerrado

Representando o segundo maior bioma brasileiro (RIBEIRO, et
al., 2011), o Cerrado ocupa uma area de aproximadamente 2 milhdes de km?
(SANTOS, et al., 2012; BATALHA, et al., 2011), cerca de 22% do territorio
nacional. A sua area continua abrange diversos estados brasileiros, como
Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia,
Maranhdo, Piaui, Rondbnia, Parana, Sado Paulo e Distrito Federal, além dos
encraves no Amapa, Roraima e Amazonas (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2013).

Constituido por uma vegetagédo heterogénea, o Cerrado se divide
em diferentes fisionomias, variando desde campos (formados por pastagens),
ao tipico cerrado sensu stricto (constituido por gramas, sub-bosque, arvores e
arbustos com 8 a 10 metros de altura) e ao Cerradao (formacao florestal com
arvores de até 20 metros de altura) (ABREU, et al.,, 2011; RIBEIRO, et al.,
2011).

Esse bioma é reconhecido como a savana mais rica do mundo em
biodiversidade, abrigando cerca de 12 mil espécies de plantas nativas ja
catalogadas e apresentando extrema abundancia de espécies endémicas
(ABREU, et al., 2011). Além dos aspectos ambientais, o Cerrado tem grande
importancia social, onde muitas comunidades locais sobrevivem de seus
recursos naturais, especialmente utilizando espécies vegetais com finalidade
medicinal para tratamento de varias doencas (ALBERNAZ, et al., 2010).

Muitos de seus frutos s&o comestiveis, onde alguns sé&o
regularmente consumidos e comercializados nos centros urbanos, como o0s
frutos do pequi (Caryocar brasiliense), buriti (Mauritia flexuosa), mangaba
(Hancornia speciosa), cagaita (Eugenia dysenterica), bacupari (Salacia
crassifolia), cajuzinho do cerrado (Anacardium humile), araticum (Annona
crassifolia) e as sementes do bart (Dipteryx alata) (FIGURA 1.6) (MINISTERIO
DO MEIO AMBIENTE, 2013).



FIGURA 1.6: Alguns frutos do Cerrado que sdo comercializados.

(Google Images — https://www.google.com.br/imghp?hl=en&tab=wi)

Porém, devido a uma série de fatores, o Cerrado vem sofrendo
excepcional perda de habitat, causando risco de extingdo para inumeras
espécies de plantas e animais. Estima-se que 20% das espécies nativas e
endémicas ja ndo ocorram em areas protegidas. Depois da Mata Atlantica, o
Cerrado € o bioma brasileiro que mais sofreu alteracbes com a ocupacao
humana, sendo alvo de desmatamentos, queimadas e exploragao ilegal
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2013).

Apesar do reconhecimento de sua importancia biolégica, esses
fatores mencionados anteriormente listam o Cerrado como um hotspot de
biodiversidade mundial (FIGURA 1.7), ou seja, um reservatério regional
construido com a intengéo de conservar as espécies endémicas (AID-N, 2013).
Apenas 2,9% de sua area encontram-se sobre status de protegcéo integral
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2013), e 48,4% de sua area original ja foi
desmatada (IBGE, 2010).
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FIGURA 1.7: Areas consideradas hotspots mundiais.

(Fonte: http://www.aid-n.com/common-definition-of-biodiversity-hotspot/)

1.4 - Familia Malpighiaceae e 0 Género Byrsonima

A familia Malpighiaceae € considerada uma das predominantes
na flora dos cerrados (SOUTO & OLIVEIRA, 2005), compreendendo 71
géneros e 1.250 espécies, composta por arvores, arbustos e lianas (VALLILO,
et al., 2007) e que se distribuem em regides tropicais e subtropicais. Diversas
espécies dessa familia sdo utilizadas pelas populagcées de varios paises com
fins medicinais (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011).

Como exemplo, as espécies do género Banisteriopsis, de ampla
ocorréncia na regido amazonica, sao bastante utilizadas em rituais indigenas
devido aos efeitos alucindgenos e narcoticos causados pela presenga de
alcaloides carbolinicos (MENDES, et al., 1999). Outras espécies muito
utilizadas sao aquelas pertencentes ao género Malpighia, as quais produzem
frutos saborosos apreciados pela culinaria brasileira, sendo altamente
consumidos devido ao valor nutricional e riqueza em acido ascorbico (Vitamina
C) (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011).

A constituicdo quimica da familia Malpighiaceae compreende
metabdlitos que variam entre alcaloides carbolinicos, bases inddlicas simples,
fenilpropanoides, flavonoides, triterpenos e polissacarideos (SIMPLICIO &
PEREIRA, 2011).
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O género Byrsonima, pertencente a familia Malpighiaceae, é
amplamente distribuido na América tropical (ORLANDI, et al., 2011), sendo um
dos maiores e também o mais estudado dentro da familia, totalizando
aproximadamente 150 espécies (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011). No Brasil,
encontram-se cerca de 50% das espécies distribuidas nas regides Norte,
Nordeste, Central, e em areas de cerrado da regido Sudeste do Brasil
(SIMPLICIO & PEREIRA, 2011; MICHELIN, et al., 2008).

As espécies do género sdo conhecidas popularmente como
“muricis” e “fruta de jacu” (VALLILO, et al., 2007), sendo diferenciadas pela cor
de seus frutos e flores, ou pelo local de ocorréncia. Assim, sao conhecidos

como “murici branco”, “murici amarelo”, “murici vermelho”, “murici da chapada”,
“‘murici do brejo”, “murici da mata”, entre outros. Seus frutos sdo apreciados
para o preparo de doces e bebidas e sua madeira é bastante utilizada na
construcao civil, sendo que ja foi muito empregada no tingimento de tecidos
por apresentar riqueza em taninos (SANNOMIYA, 2005).

Em diversas regides do pais espécies deste género possuem
utilizagdo popular como medicamento, o que levou a investigacbes que
mostraram resultados positivos para agdes contra micro-organismos, bactérias,
protozoarios e fungos implicados na etiologia de doengas gastrointestinais e de
pele (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011; MICHELIN, et al.., 2008; SANNOMIYA, et
al., 2007; SANNOMIYA, et al., 2005). Ha relatos de outras atividades bioldgicas
como  antiespasmogénica, imunoestimuladora, antiinflamatoria, anti-
hemorragica, antiglicemiante, anti-hiperlipidémica, antidiarreica e antioxidante
(SIMPLICIO & PEREIRA, 2011; MICHELIN, et al., 2008).

A investigagdo quimica de espécies pertencentes a este género
resultou no isolamento de esteroides, triterpenos, sulfonoglicolipidios
(MICHELIN, et al., 2008; SANNOMIYA, et al., 2007), flavonoides, destacando
seus heterosideos, flavanonas, biflavonoides, catequinas, epicatequinas,
proantocianidinas, além de derivados do acido galico e &cido quinico, e
aminoacidos (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011). O artigo de revisao de Simplicio
e Pereira (2011), mostra um panorama das substancias isoladas em espécies
do género Byrsonima (TABELA 1.1 — FIGURAS 1.8, 1.9 e 1.10).
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TABELA 1.1: Substancias isoladas em espécies do género Byrsonima.

Espécie

Substancias isoladas

B. coccolobifolia*

quercetina (12), quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (13), quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—6)-3-D-
galactopiranosideo (14), quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) (15), kaempferol (16),
kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo (17), (+)-catequina (18), (-)-epicatequina (19), acido galico (20), galato
de metila (21), 2,7-diidroxixantona (22).

B. basibola quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) (15), (+)-catequina (18).
quercetina (12), quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) (15), (+)-catequina (18), galato de (-)-
B. crassa epigalocatequina (23), friedelina (24), acido 3-O-galoil-quinico (25), acido 3,4-O-digaloil-quinico (26), acido
1,3,4,5-O-tetragaloil-quinico (27).
quercetina (12), quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) (15), (+)-catequina (18), 3-O-galoil-(+)-
epicatequina (28), (+)-epicatequina-[4a—8]-(+)-epicatequina (29), 3-O-galoil-(+)-epicatequina-[4a—8]-3-O-
B. crassifolia galoil-(+)-epicatequina-[4a—8]-(+)-epicatequina (30), (+)-epicatequina-[4a—6]-(+)-epicatequina (31),

ursanaldeido (32), acido 2-a-hidroxi-oleandlico (33), 2-B-hidroxi-lupeol (34), betulina (35), B-sitosterol (36), 1,2-
di-O-tetradecanoil-3-O-(6-sulfo-a-D-quinovopiranosil)-glicerol (37), 1,2-di-O-(8-hexadecenoil)-3-O-(B-D-

glicopiranosil)-glicerol (38).

B. intermedia

quercetina (12), quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) (15), acido galico (20), amentoflavona
(39), 1,2-benzenodiol (catecol, pirocatecol, pirocatequina) (40), acido (3R,7R)-3,7-diacetoxi-docosanoico (acido
birsbnico) (41).
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B. verbascifolia

quercetina (12), quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (guaijaverina) (15), friedelina (24), B-sitosterol (36),

acido ursolico (42), acido 3-O-acetil-oleandlico (43).

quercetina (12), betulina (35), (2S,3S)-3’-hidroxi-5,7,4’-trimetoxi-flavan-3-ol (44), A'-lupenona (45), estearato de
24-hidroxi-urs-12-enila (46), estearato de 24-hidroxi-olean-12-enila (47), acido 3,2a-di-hidroxi-urs-12-en-28-

B. microphylla | oico (48), 3,7-di-hidroxi-2-metoxi-8,8,10-trimetil-7,8-di-hidro-6H-antraceno-1,4,5-triona (49), 3-hidroxi-2-metoxi-
8,8,10-trimetil-8H-antraceno-1,4,5-triona  (50), (2S*,10aR*)-2,8-di-hidroxi-6-metoxi-1,1,7-trimetil-2,3,10,10a-
tetra-hidro-1-H-fenatreno-9-ona (51).

B. variabilis 3-0O-B-D-glucopiranosil-3’,4’,5,7 — tetra-hidroxiflavanona (52), 3',4’,5,7-tetra-hidroxiflavanona (53).
B. fagifolia acido galico (20), acido 3-O-galoil-quinico (25), acido 3,4-O-digaloil-quinico (26), acido 1,3,4,5-O-tetragaloil-

quinico (27), dotriacontano (54).

B. bucidaefolia

m-trigalato de metila (55).

*LORENZI, et al., 2006; LORENZI, et al., 2007.
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FIGURA 1.8: Flavonoides e outros compostos isolados do género Byrsonima.
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FIGURA 1.9:

Terpenoides e esteroide isolados do género Byrsonima.
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FIGURA 1.10: Derivados do acido galico e acido quinico, e outras substancias
isoladas do género Byrsonima.
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A espécie Byrsonima coccolobifolia Kunth. (FIGURA 1.11) ocorre
frequentemente em areas de vegetacédo aberta da América do Sul, havendo
registros de sua ocorréncia na Bolivia, Venezuela, Republica Cooperativa da
Guiana e em diversas regides do Brasil (BENEZAR & PESSONI, 2006;
MAMEDE, 2013).

FIGURA 1.11: Folhas, flores e frutos da espécie B. coccolobifolia.
(Fonte: http://foter.com/f/[photo/8187283469/fb11566126/ e

http://frutosatrativosdocerrado.bio.br/especies/Byrsonima%20coccolobifolia.html)

Existem relatos de que o extrato das folhas de B. coccolobifolia
apresenta atividades biolégicas como antibacteriana frente a Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, e atividade moluscicida
frente a Biomphalaria glabrata (ALVES, et al., 2000). Ha também registros de
seu uso no tratamento de diarreia. Do ponto de vista quimico, sdo encontrados
nessa espécie, metabdlitos da classe dos flavonoides, terpenoides, cumarinas,
saponinas e taninos (TABELA 1.1) (CECILIO, et al., 2012).

1.5 - Familia Myrtaceae e o Género Eugenia

A familia Myrtaceae encontra-se distribuida em regides tropicais e
subtropicais (STEFANELLO, et al., 2011), sendo divididas em duas
subfamilias: Myrtoidea, de ampla ocorréncia na América tropical, que inclui
géneros como Myrtus (murta), Psidium (goiaba), Pimenta (malagueta), Eugenia
(cagaita, jambo), Pseudocaryophyllus, Campomanesia (guabiroba), Syzygium
(cravo-da-india), entre outros; e Leptospermoideae, que ocorre principalmente

na Australia, Malasia e Polinésia, abrangendo géneros como Eucalyptus
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(eucalipto), Leptospermun (urze-de-jardim) e Melaleuca (mirto-de-mel),
(VIEIRA, et al., 2004; VALLILO, et al., 2006).

Essa familia possui cerca de 140 géneros e aproximadamente 6
mil espécies (LAGO, et al., 2011; BIFFIN, et al., 2010), sendo que cerca de mil
espécies podem ser encontradas no Brasil (GILIOLI, 2010). E uma das mais
importantes familias, produzindo frutos com aromas agradaveis e sabores
raros, como exemplos goiaba, araga, guabiroba, pitanga e jabuticaba.

Varios membros dessa familia sao utilizados na medicina popular
no tratamento de diarreia e outras desordens intestinais (STEFANELLO, et al.,
2011), infecgdes estomacais e na garganta (ISHIKAWA, et al., 2008), e
diabetes (HU, et al, 2012). Ha relatos de outras atividades como
antimicrobiana, antioxidante, antirreumatica e anti-inflamatéria. Quanto a
composi¢cao quimica descreve-se a presenca de terpenoides, flavonoides,
taninos, derivados fendlicos e 6leos essenciais (LAGO, et al., 2011).

O género Eugenia, um dos mais importantes da familia
Myrtaceae, abrange cerca de 500 espécies, das quais 400 encontram-se
distribuidas pelo Brasil (OLIVEIRA, et al., 2005). Esta difundido pela América
do Sul e Central, desempenhando importantes papéis ecoldgicos em florestas
tropicais. (NAKAMURA, et al., 2010). E um género rico em 6leos essenciais, 0s
quais apresentam diversas atividades Dbiolégicas, como atividade
antibacteriana, antifungica, anti-inflamatéria e citotoxica. Os 6leos apresentam
majoritariamente compostos das classes dos sesquiterpenos, monoterpenos e
fenilpropanoides (LAGO, et al., 2011).

No geral, as espécies do género Eugenia apresentam atividade
hipoglicemiante, anti-hiperlipidémica (Ql, et al., 2010; SHARMA, et al., 2006;
PEPATO, et al.,, 2005), antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria, analgésica,
antipirética e antifungica. S&o utilizadas no tratamento de ulcera (SINGH, et al.,
2012), artrite (COLLA, et al., 2012) e reumatismo (KALA, et al., 2012). Algumas
espécies também sado empregadas no tratamento dentario como antisséptico e
analgésico, onde o Oleo é aplicado sobre a gengiva para tratar dores de dentes
(HALDER, et al., 2012).

Menos de 10 % das espécies desse género foram estudadas
quimicamente e biologicamente (GILIOLI, et al.,, 2010), sendo que os

compostos que mais se destacam nas espécies sao flavonoides, terpenoides,
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acidos fendlicos e elagiotaninos (REYNERTSON, et al., 2008). A TABELA 1.2 e
as FIGURA 1.12, 1.13 e 1.14 mostram algumas substéncias isoladas de

espécies do género Eugenia.
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TABELA 1.2: Substancias isoladas de espécies do género Eugenia.

Espécie Substancias isoladas Referéncias
E. axillaris
E. choapamensis
_ miricetina (56), quercetina (57), kaempferol (58), isoramnetina (59). HARON, et al., 1992
E. papillosa
E. uniflora
ramnetina (60), eugenina (61), eugenitina (62), isobiflorina (63), biflorina (64), SINGH, et al., 2012
E. caryophyllata acido oleandlico (65), acido ursolico (66), stigmasterol (67), campesterol (68), AISHA, et al., 2012
acido betulinico (69), acido galotanico (70). ZHANG & CHEN, 1997
E. brasiliensis  kaempferol (58), cianidina 3-glucosideo (71), delfinidina 3-glucosideo (72). REYNERTSON, et al., 2008

SHODH GANGA, 2013
YANG et al., 2000
GILIOLI, 2010
REYNERTSON, et al., 2008

miricetina (56), mearnsetina (73), mearnsitrina (74), miricitrina (75), quercetina-3-
E. jambos O-B-D-xilopiranosil (76), miricetina-3-O-B-D-xilopiranosil (77), acido galico (78), 1-
O-galoil castalagina (79), casuarinina (80), rutina (81), acido cinamico (82).

miricetina (56), quercetina (57), kaempferol (58), miricitrina (75), acido oleandlico

_ (65), acido galico (78), antocianina (83), petunidina (84), malvidina (85),
E. jambolana o . _ _ _ _ . BALIGA, et al., 2011

delfinidina (86), B-amirina (87), acido cafeico (88), acido ferulico (89), acido

elagico (90).

cianidina-3-glucosideo (72), miricitrina (75), europetin-3-O-a-L-ramnosideo (91), MANAHARAN, et al., 2013

E. aquea
d 4-hidroxibenzaldeido (92), floretina (93), mirigalona-G (94), mirigalona-B (95). LOWRY, 1976
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E. sandwicensis

acido betulinico (69), acido 3[B-cis-p-cumaroiloxi-2a,23-diidroxiolean-12-en-28-
oico (96), acido 3B-trans-p-coumaroiloxi-2a,23-diidroxiolean-12-en-28-6ico (97),
acido 23-trans-p-cumaroiloxi-2a,3B-diidroxiolean-12-en-28-6ico (99),
hederagenina (99), acido maslinico (100), acido alfitélico (101), acido 2a,3a-
diidroxilup-20(29)-en-28-6ico (102), acido 3p,23-diidroxilup-20(29)-en-28-6ico
(103), B-sitosteril 3-O-B-D-glucopiranosideo (104).

GU et al., 2001

E. umbelliflora

acido  betulinico  (69), cianidina-3-glucosideo  (71), delfinidina-3-O-f3-
glucopiranosideo (72), beta-amirina (87), petunidina-3-O-B-glucopiranosideo
(105), pelargonidina-3-O-B-glucopiranosideo (106), peonidina-3-O-f3-
glucopiranosideo (107), malvidina-3-O-3-glucopiranosideo (108), alfa-amirina
(109), betulina (110), taraxerol (111).

KUSKOSKI et al., 2003
GILIOLI, 2010

E. malaccensis

cianidina 3-glucosideo (71), mearnsetina (73), mearnsitrina (74), miricitrina (75),
acido galico (78), acido elagico (90), malvidina-3,5-diglucosideo (112), quercitrina
(quercetina 3-ramnosideo) (113), (+)-catequina (114), acido 3-acetil ursélico
(115), acido 3-O-metilelagico (116), acido 3,3’-O-dimetilelagico (117).

OLIVEIRA, et al., 2006
NAIR, et al., 1999
NOREEN, et al., 1998
LOWRY, et al., 1976
LOWRY, 1968
REYNERTSON, et al., 2008
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FIGURA 1.12: Flavonoides, cromonas e derivados aromaticos isolados em espécies do género Eugenia.
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FIGURA 1.13: Taninos e outros derivados aromaticos isolados em espécies do género Eugenia.
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FIGURA 1.14: Terpenoides e esteroides isolados em espécies do género Eugenia.
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Eugenia malaccensis L. (Myrtaceae) € uma espécie de origem
sudeste asiatica e apresenta diversas sinonimias (LORENZI, 2003), sendo a
mais utilizada: Syzygium malaccense Merr. & Perry (TABELA 1.3 - FIGURA
1.15). E conhecida popularmente no Brasil como “jambo vermelho”, “jambo

L TH

encarnado”, “jambroche(a)”, “joao brocha(e)”.

(Fonte: http://dokmaidogma.wordpress.com/2012/03/13/march-is-the-apple-season/ e
http://floraofsingapore.wordpress.com/category/class-magnoliopsida/superorder-
rosanae/order-myrtales/family-myrtaceae/page/2/)

TABELA 1.3: Relacao de sinonimias para a espécie E. malaccensis.

Espécie Sinonimias

Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry
Eugenia macropylla Lam.
Eugenia purpurea Wight.
Jambos malaccensis (L.) DC.
Jambosa malaccensis (L.) DC.
Eugenia malaccensis L. Jambosa domestica Rumph.
Jambosa macrophylla Mayc.
Jambosa nigra Rumph.
Jambosa purpurascens DC.
Myrtus malaccensis Spreng
Caryophyllus malaccensis Stokes

Esta espécie € utilizada como planta medicinal, principalmente
por populagdes carentes em diversos paises (BRUSTEIN, et al., 2012), sendo
suas folhas utilizadas na como adstringentes, estimulantes do apetite,
diuréticos e no combate a anemias (BUENZ, et al., 2005; BOURDY, et al.,
1992). Diversas partes da espécie E. malaccensis sao empregadas no

tratamento de processos inflamatorios, febre, coceira, diabetes, catarro no
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pulmdo, dores de cabeca, diurético (OLIVEIRA, et al., 2006), disenteria
(ROOSITA, et al.,, 2008), hipoglicemiante (CETTO, et al., 2008), tosse
(OLIVEIRA, et al., 2006; WARURURAI, et al., 2011; PRESCOTT, et al., 2012),
dor de garganta, furunculos, feridas, ulceras de pele e infecgdes da boca e
garganta (DUNSTAN, et al., 1997), doencgas venéreas, tuberculose, doengas do
aparelho digestivo (LOCHER, et al., 1995), banho em bebés como forma de
imunidade (RUYSSCHAERT, et al., 2009), ciguatera (BRADACS, et al., 2011;
BOURDY, et al., 1992), doencga respiratoria (ABBOTT, et al., 1985) e contra o
virus HIV-1 (LOCHER, et al., 1996).

Estudos quimicos de E. malaccensis relatam o isolamento
terpenoides, flavonoides, derivados do acido galico, acido elagico, dentre
outros (TABELA 1.2, FIGURAS 1.12, 1.13 e 1.14) (OLIVEIRA, et al., 2006;
NAIR, et al.,, 1999; NOREEN, et al., 1998; LOWRY, et al., 1976; LOWRY,
1968).

1.6 - Enzimas como Alvos Terapéuticos

Com os grandes avancos tecnoldgicos e cientificos em cultura de
células, técnicas de extracdo e identificagdo estrutural, processos de triagem,
genética, bioquimica de proteinas, biologia estrutural e quimica sintética, ha
uma convergéncia para se criar um futuro promissor entre quimica e o
desenvolvimento de novos farmacos. A descoberta de novos agentes
terapéuticos inicia-se pela busca de uma molécula que apresente uma
propriedade biolégica: composto bioativo. O uso de receptores especificos
como enzimas alvo, através de ensaios bioquimicos, representa uma o6tima
estratégia na identificacdo de substancias bioativas, como inibidores
enzimaticos (ROUHI, 2003).

As enzimas séo alvos biolégicos extremamente importantes para
o planejamento de novos farmacos, devido principalmente ao seu papel
essencial em inumeras vias bioquimicas associadas a desordens e doencas
em humanos. Outros atrativos sdo a sua facil obtencdo, adequacao para
ensaios biologicos e versatilidade na elaboracdo de colegbes dirigida de
compostos (COPELAND, 2005).
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Completado o genoma humano, 11 catepsinas foram descritas e
estdo relativamente bem caracterizadas: B, H, L, S, C, K, O, F, V, X e W
(TURK, et al., 2012). Além da funcdo normal de degradar aleatoriamente
proteinas dentro do lisossomo, estas enzimas estdo envolvidas em processos
seletivamente controlados e foram associadas a diferentes processos
patolégicos, despertando grande interesse das industrias farmacéuticas
(KUESTER et al., 2008; COLBERT, et al.,, 2009). Ficou demonstrado que
muitas destas enzimas ndo sao estritamente encontradas nos lisossomos,
podendo acumular-se em diferentes organelas e participar de processos
celulares mais especializados levando a processos patolégicos como,
progressdo de tumores malignos (SLOANE et al., 1994; KOS & LAH, 1998;
REPNIK, et al., 2012; KIM, et al., 2013), distrofia muscular (KOMINAMI et al.,
1997), doenca de Alzheimer (CATALDO & NIXON, 1990), osteoporose
(YASUDA et al, 2005), processos inflamatérios, como periodontia,
aterosclerose, artrite reumatoide, pancreatite e gastrite (KUESTER et al., 2008;
NOVINEC, et al., 2012).

As catepsinas K e V apresentam uma potente atividade
elastolitica (YASUDA et al., 2004) estando associadas a formacgao de placas
ateroscleroticas (SEVERINO, et al., 2011; QIN, et al., 2011; LAFARGE, et al.,
2010; LUTGENS et al., 2007). Em articulagbes com artrite reumatoide é
observado na maioria das células epiteliais e nos fibroblastos sinoviais uma alta
expressao de catepsina K (TURK, et al.,, 2012). Por apresentar uma funcéao
especifica na reabsor¢cdo Ossea, foi demonstrado que a deficiéncia da
catepsina K leva a picnodisostose, uma displasia 0ssea caracterizada pelo
endurecimento e fragilidade dos ossos (BRIX, et al., 2008; LUTGENS et al.,
2007; GELB et al., 1996). Outros estudos revelaram aumento da expressao da
catepsina L em diferentes tipos de cancer humano, incluindo melanoma e
carcinomas de pulmao, colon, préstata e mama (KUESTER, et al., 2008).
Estudos in vivo sugerem que devido a catepsina L estar ligada a manutencéao
do sistema nervoso central, sua distribuicdo anormal e autofagia, podem ser
responsaveis pela ativacdo de uma cascata de eventos patdégenos levando

assim ao desenvolvimento da doenca de Parkinson (LI, et al., 2011).
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Assim, diante do importante papel desempenhado por essas
enzimas, as catepsinas K, V e L foram selecionadas como alvo biolégico para a

possivel identificagao de inibidores isolados de plantas.

2 - OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo o estudo quimico de alguns
extratos de Byrsonima coccolobifolia Kunth. (Malpighiaceae) e Eugenia
malaccensis L. (Myrtaceae), visando a avaliagdo bioldgica das espécies

estudadas frente a catepsinas. Como objetivos especificos:

e Realizar o estudo quimico dos extratos etandlicos de B. coccolobifolia

(raizes) e E. malaccensis (folhas);

e Isolar e identificar metabdlitos secundarios presentes nos extratos

vegetais;
e Avaliar o potencial de inibigdo enzimatica dos extratos etandlicos e

particdes de E. malaccensis e B. coccolobifolia frente as catepsinas K, V
el;

e Avaliar alguns dos metabdlitos isolados frente as catepsinas K, V e L.
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1- Materiais

3141

3.1.2

313

- Solventes

Grau PA: hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol,
de diversas marcas;
Grau HPLC: metanol e acetonitrila, marcas Panreac, Tedia J.T.Baker;

Deuterados: cloroférmio, metanol e acetona, marcas Sigma Aldrich e
Merck.

- Suporte para cromatografia

Cromatografia em Coluna (CC): Sephadex LH-20, marca Sigma e
silica gel (70-230 mesh e 230-400 mesh, denominadas respectivamente
silica comum e silica flash), marca Macherey-Nagel.

Cromatografia em camada delgada (CCD): silica gel com F245, ¢ =
0,2 mm em folhas de aluminio (20 x 20 cm), das marcas Whatman e
Fluka.

- Reveladores empregados

Solugéo de vanilina em acido sulfurico preparada a partir de 3,0 g de
vanilina dissolvidas em solugcédo contendo 135 mL de H,O destilada, 135
mL de MeOH e 30 mL de H,SO,4 (concentrado);

Cémara de luz ultravioleta com irradiacédo de luz no comprimento de
onda de 254 e 365 nm.

3.2- Equipamentos

3.21

- Evaporador Rotativo
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Marca IKA, modelo RV 05 Basic, com banho de aquecimento IKA HB

05.06 CN e bomba de vacuo da marca Vacuubrand, modelo ME-1C.

3.2.2 - Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia

e Sistema Analitico: Equipamento da marca Agilent, modelo 1260 Infinity,

bomba quaternaria, com detector de arranjo de diodos (DAD), equipado
com coluna LUNA C-18 (100 A e 10 ym — 150 x 4,6 mm), injetor manual

e software EZChrom Edition.

o Sistema Preparativo/Semi-Preparativo: Equipamento da marca

Agilent, modelo 1260 Infinity, bomba preparativa com extenséo
gradiente, com detector de multiplos comprimentos de onda (MWD),
equipado com coluna LUNA C-18 (100 A e 10 ym — 250 x 7,0 mm),

injetor manual e software Chem Station.

3.2.3 - Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear

e Bruker, DRX 400: Experimentos realizados em colaboragdo com o Prof.

Dr. Antonio Gilberto Ferreira, Departamento de Quimica, UFSCar, Sao
Carlos — SP.

e Bruker, Avance lll 500: Experimentos realizados em colaboragdo com o

Prof. Dr. Luciano Morais Liao, Instituto de Quimica, Universidade Federal

de Goias, Goiania — GO.

3.2.4 - Cromatégrafo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas

Agilent, modelo 7820 A — Series MSD 5975, equipado com coluna HP-5
MS (30 m x 250 um e filme 0,25 um) e ionizagdo por impacto eletrénico
(70 eV).
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3.3- Coleta e Identificacdo dos Materiais Vegetais

A espécie B. coccolobifolia foi coletada no Cerrado do centro-
oeste brasileiro, na regido do Distrito Federal (DF 480, lote 01, SMA -
Gama/DF) no dia 14 de dezembro de 2010. A espécie E. malaccensis foi
coletada nas dependéncias da Universidade Federal de Goias, Campus
Catalao (UFG/CAC), no municipio de Cataldo - GO (S18°09'14.5";
W47°55'47.4"), em 20 de novembro de 2011. Os dados de localizagdo e as
coordenadas do GPS foram armazenados para coletas futuras. Esta parte do
trabalho foi auxiliada pelo Prof. Dr. Helder Nagai Consolaro, do Departamento
de Ciéncias Biologicas — UFG/CAC, o qual realizou a identificacdo e a
catalogagao das espécies. A exsicata de B. coccolobifolia foi depositada no
Herbario da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN), sob o
numero BW 6029 e E. malaccensis no Herbario do Instituto de Ciéncias

Biolégicas da UFG, sob o numero 47918.

3.4- Preparacao dos extratos vegetais e particoes

As diversas partes dos vegetais (raiz, folha, caule e flor) foram
secas em estufa de circulacédo a 40 °C por 4 dias, posteriormente trituradas em
moinho e submetidas separadamente a percolagédo com etanol, durante trés
dias. Passados os trés dias, o material foi filtrado e novamente percolado com
etanol por mais trés dias. Esse processo foi repetido trés vezes. Em seguida, o
solvente foi evaporado em evaporador rotativo de baixa pressao obtendo-se o
extrato etandlico bruto de cada parte do vegetal. As massas das partes
vegetais e dos extratos obtidos estdo descritas na TABELA 3.1.

Depois de preparados, cada extrato vegetal foi solubilizado em
MeOH/H,0 (3:7) e submetido a extragao liquido-liquido com hexano e acetato
de etila, repetindo o processo por trés vezes. Os solventes foram evaporados
em evaporador rotativo de baixa pressao, obtendo-se as particdes em hexano,
acetato de etila e hidroalcéolica. A TABELA 3.2 mostra as massas de cada

particao para os diferentes extratos.
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TABELA 3.1: Massa do material vegetal seco e dos extratos obtidos.

Espécie Parte Codigodo Massa material Massa extrato Rendimento

p vegetal extrato seco (9) bruto (g) (%)

Raiz BCR 650 65 10

B. Caule BCC 950 88 9
coccolobifolia

Folhas BCF 1.600 215 13

Folhas EMF 2.000 282 14

= Flores EML 2.200 68 3
malaccensis

Caule EMC 1.400 50 4

TABELA 3.2: Massa obtida para as particoes dos diferentes extratos.

Massa particao

Espécie Parte vegetal Particdo Cédigo )
Hex BCRH 2,45
Raiz AcEOt BCRA 24,10
MeOH/H,O BCRW congelado*
Hex BCCH 4,0*
B. coccolobifolia Caule AcOEt BCCA 5,8*
MeOH/H,O BCCW congelado*
Hex BCFH 3,7*
Folhas AcOEt BCFA 6,2*
MeOH/H,O BCFW congelado*
Hex EMFH 43,00
Folhas AcEOt EMFA 100,25
MeOH/H,O EMFW congelado*
Hex EMLH 2,30
E. malaccensis Flores AcEOt EMLA 11,80
MeOH/H,O EMLW congelado*
Hex EMCH 6,50*
Caule AcEOt EMCA 7,95*
MeOH/H,O EMCW congelado*

* extracao liquido-liquido feita com parte do extrato para realizacdo de ensaios

de avaliagao biologica.
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3.5 - Metodologia do estudo de B. coccolobifolia

Neste trabalho foi realizado o estudo quimico do extrato etandlico
das raizes de B. coccolobifolia, através do estudo das particées liquido-liquido

em hexano e acetato de etila.

3.5.1 - Fracionamento das particoes em hexano (BCRH) e acetato de etila
(BCRA)

As particoes BCRH e BCRA foram fracionadas em CC utilizando
diferentes fases estacionarias e sistemas de eluentes variados. Apds cada
coluna, as fragbes foram submetidas a CCD e posteriormente foram agrupadas
de acordo com a semelhancga do perfil quimico apresentado (FLUXOGRAMAS
3.1, 3.2 e 3.3; TABELAS 3.3 e 3.4). Apdés a realizagdo de sucessivos
fracionamentos, as amostras que apresentaram maior grau de pureza foram
analisadas e caracterizadas por RMN de 'H, sendo que nestas particdes foi
possivel caracterizar algumas substancias ainda em mistura (I-VI). Para
confirmar a identificacdo das substancias, as misturas foram submetidas a
CG/EM, utilizando as seguintes condi¢des: (i) Rampa: 120 °C (2 min), 10
°C/min até 250 °C, 2 °C/min até 275 °C, 35 °C/min até 310 °C (10 min); volume
de injecdo: 10 pL, modo: split (20:1); fluxo: 1mL/min (XU, et al., 2012); (ii)
Rampa: 150 °C (1 min), 10 °C/min até 250 °C (4 min), 10 °C/min até 280 °C (20

min); volume de inje¢ao: 10 uL, modo: split (20:1), fluxo: 1mL/min.
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BCRH
2,45 ¢
A
1 2 3 4 5
0,26 g 169 0,099 0,03 g 0,03 g
B
‘ - ‘ E— ‘ |
1-7 815 | 16-27 27-37 38-51
240,2 mg : 778, 3 mg i 1335 mg 65,5 mg 80,7 mg
Substancias | e 11 C
1-2 3-7 8-12 13-28
76,1 mg 141.5 mg 50,0 mg 101,4 mg
D
‘ ‘ e ‘ ,,,,,, ‘ ‘
1-9 105 | 16-19 11 20-22 1 234
. 50mg i 30mg
Substancias Substancia 111

1V, VeVl

FLUXOGRAMA 3.1: Esquema de fracionamento de BCRH.

TABELA 3.3: Condicbes cromatograficas utilizadas no estudo da particao

BCRH.
h ()
Condicao F. E. (cm)  (cm) Sistema eluente
cm cm
A Silica gel 110 55 OCradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%;
(70 — 230 mesh) ’ ’ AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100%
B Silica gel 120 50 GCradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (1:1);
(70 — 230 mesh) ’ ’ AcOEt 100%; MeOH 100%
Silica gel 230 5 Cradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8:2), (6:4), (1:1), (4:6), (2:8);
230 — 400 mesh ’ ’ AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100%
( )
Silica gel 300 17 Cradiente: Hex 100%; Hex/Dic (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (4:6), (2:8);

(230 — 400 mesh)

Dic 100%, Dic/AcOEt (4:1), (3:2), (2:3), (1:4); AcOEt 100%

Legenda: F.E. = fase estacionaria; h = altura da F.E.; ¢ = didmetro da coluna cromatografica.



1 2 3 4
46 5799 3,92¢g 709
|F
1 2-3 4
1,73 g 0,28 g 53,8 mg
[E
R
19 1 10-16 | 17-36 37-40
421,4 mg | 9152mg | 1868 mg 67,7 mg
Substancias l e Il | H
1 2.6 7-14 15-29
77,8 mg 53,8 mg 22,4mg 32,8 mg
1 | J
| L [ [
1-2 : 3-5 : 6-15 3113:3 1165-8
,o M ,5mg
49mg " 379mg ! 42,6 mg 9
,,,,,,,,, |
A 4-5 9-17
Substéncias 18,0 mg 26,0 mg
1V, Ve VI
|k
| I
1 | 2 |
| |
6,0 mg : 9,7 mg :

Substancia VII

FLUXOGRAMA 3.2: Esquema de fracionamento da particio BCRA.
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BCRA
24,1049
E
1 2 3 4
L
1-3 4-5 6-9
370 mg 2,61 g 1,96 g
M

L | | | | | | | |
| 1 | 2-3 4-5 6-9 10-14 15 16-20 21-29 30 31 32-42
! 38,7 mg 1 12,0mg 7,5mg 4,6 mg 9,1 mg 11,5 mg 11,4 mg 95,4 mg 71,9 mg 7,5 mg 80,0 mg
| ! |

Substéancias | e 11

FLUXOGRAMA 3.3: Continuagao do esquema de fracionamento da particado BCRA.
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TABELA 3.4: Condi¢bes cromatograficas utilizadas no estudo da particdo BCRA para as fragdes 1 e 2.

Condigao F. E. h (cm) ¢ Eluigao
(cm)
Silica gel
E 15,0 5,56 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100%
(70 — 230 mesh)
Silica gel )
F 9,0 5,5 Gradiente: Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100%
(70 — 230 mesh)
Silica gel _
G 12,0 5,5 Gradiente: Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (6:4), (1:1); AcOEt 100%; MeOH 100%
(70 — 230 mesh)
+ Silica gel o 5 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (1:1), (4:6), (3:7), (2:8); AcOEt 100%;
(230 — 400 mesh) " AcOEt/MeOH (8:2), (1:1); MeOH 100%
Silica gel
| 21,0 2,5 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (1:1); AcOEt 100%; MeOH 100%
(230 — 400 mesh)
Silica gel _
J 26,0 1,7 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (2:8); AcOEt/MeOH (4:1); MeOH 100%
(230 — 400 mesh)
Silica gel
K 21,0 1,5 Gradiente: Hex 100%, Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (7:3), (1:1); AcOEt 100%; MeOH 100%
(230 — 400 mesh)
L Sephadex LH-20 23,0 4,0 Isocratica: MeOH 100%
Silica gel _
M 44,0 1,8 Gradiente: Hex/AcOEt (6:4); (1:1); (2:8); AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (4:1); (3:2); (1:1); MeOH 100%

(230 — 400 mesh)

Legenda: F.E. = fase estacionaria; h = altura da F.E.; ¢ = didmetro da coluna cromatografica.
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3.6 - Metodologia do estudo de E. malaccensis

Realizou-se o estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas
de E. malaccensis pelo fracionamento das parti¢cao liquido-liquido em hexano
(EMFH) e acetato de etila (EMFA), porém da particdo EMFH n&o foi possivel

isolar nenhuma substancia.

3.6.1 - Fracionamento da particao EMFA

A particdo EMFA foi fracionada em CC utilizando silica gel (70 — 230 mesh)
como fase estacionaria e uma eluicdo gradiente com hexano, acetato de etila e
metanol. Apds analise por CCD as fragdes 4 e 5 foram refracionadas em CC
utilizando-se diferentes fases méveis e estacionarias. As fragcdes resultantes
foram analisadas em CCD e posteriormente agrupadas de acordo com as
semelhancgas dos perfis quimicos apresentados. Para as fragdes polares que
apresentaram misturas complexas, utilizou-se a técnica de CLAE para
separagao das substancias (FLUXOGRAMA 3.4 e 3.5; TABELAS 3.5 e 3.6).
Apos andlise de RMN de 'H, as fracdes que possuiam a substancia IX foram
reunidas para purificacdo em CLAE, utilizando o método descrito por Chen et
al., 2001: (i) Sistema de eluentes: A = H,O/acido acético (97:3) e B = metanol.
Programa gradiente: 100% até 90% de A em 10 min com fluxo de 3,6 mL/min;
90% a 30% de A em 30 min com fluxo de 4,0 mL/min; 30% a 100% de A em 4
min com fluxo de 4,0 mL/min, e para o recondicionamento da coluna de 44% a

47% de A em 3 min com fluxo de 3,6 mL/min. Deteccéo feita em 254 e 365 nm.



EMFA
100,25 g
|~
1 2 3 4 5
4659 31,84¢ 22,404 0759 4579
E
12 3-4 5-6
418,0 mg 23,94 g 5,619
e
1-2 3-4 5
621,0 mg 1,859 12,09
| D' | H
| | | | |
1-2 3 4-5 6 1-3 4-6 7
8,1 mg 259,5 mg 1,24 g 164,0 mg 279 7,419 872,7 mg
E | I
| |
1-3 4-6 1-3 4-6 7
611,8 mg 346,5 mg 224,4 mg 1,259 7,5mg
F |J'
| .
- - - ! | -
70112mg 3-6 1 1 r7ng 1 g 9mg 1 é?n 1112, 133 598
’ 216,4 mg ! ! ! : 2,7mg J
G substancia IX
impura
} 1-2 ; 3-4
| 1420mg | 780mg

substancia IX

impura

FLUXOGRAMA 3.4: Esquema de fracionamento da particao EMFA.
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TABELA 3.5: Condi¢des cromatograficas utilizadas no estudo da particao EMFA.

Condigao F. E. h (cm) @ (cm) Eluicao

A Silica gel 150 55 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%;
(70 — 230 mesh) ’ ’ AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100%

= Silica gel -~ = Gradiente: Hex 100%, Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%;
(70 — 230 mesh) ’ ’ AcOEt/MeOH (7:3), (1:1), (3:7); MeOH 100%

. Silica gel 115 50 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%; MeOH
(70 — 230 mesh) ’ ’ 100%

S Silica gel o0 r Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (7:3), (4:6); AcOEt 100%;
(70 — 230 mesh) ’ ’ AcOEt/MeOH (7:3); MeOH 100%

E’ Sephadex LH-20 21,0 2,5 Isocratica: Dic/MeOH (1:9)

F’ Sephadex LH-20 24,0 2,5 Isocratica: AcOEt/MeOH (2:8)

G’ Sephadex LH-20 34,0 1,5 Isocratica: MeOH 100%

Legenda: F.E. = fase estacionaria; h = altura da F.E.; ¢ = didmetro da coluna cromatografica.



EMFA
100,25 g
A
1 2 5
4,65 g 31,84¢ 4579
[
4 3 | | |
40,75 g 22,409 13 4 5 6-7
| B 91,4 mg 972,7 mg 780,1 mg 800,2 mg
| | R
1-2 5.6 34 | | |
418,0 mg 5,619 B.94¢ 122 23-26 2798 29-34
| K 150,5 mg 51,8 mg 293 mg 145,7 mg
| | s
oé 2 1% 1%
,03 g 1,01g ;38 9 209 1-6 7-15
133,3 mg
| L 138,4 mg
l | | . | |
1-3 7
100,4 mg 226,1 mg 12 38 9-11 12-18 19-25 26-31
| N 8,4 mg 34,8 mg 3,0 mg 3,8 mg 81,8 mg
M 10,6 mg
4184 _16 | 8-9 v
L Mg 1 2 35 97,3 mg |
20.6mo 160,2 mg 284mg P 12 ' 34 | 56
‘ -
|N‘ 21mg 4,6 mg : 3,0 mg
Coqaa 5-13 o
| I S g substancia V111
1 2-3 45 Io917mg |
1,3mg 23,5mg 1156mg
;@ substancia VIII
-0 -7
1 : 2-4 |
486mg | goamg |

substancia IX
impura

FLUXOGRAMA 3.5: continuacdo do esquema de fracionamento da fragado EMFA.
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TABELA 3.6: Condi¢des cromatograficas utilizadas no estudo da particao EMFA.

Condigao F. E. h (cm) @ (cm) Eluicao

" Silica gel 120 55 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8:2), (1:1), (3:7); AcOEt

(230 — 400 mesh) ’ ’ 100%; AcOEt/MeOH (9:1), (7:3), (1:1); MeOH 100%
Silica gel _

P 50,0 2,5 Isocratica: AcOEt/MeOH (2:8)
(230 — 400 mesh)

J’ Silica gel 270 05 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%;
(230 — 400 mesh) ’ ’ AcOEt/MeOH (9:1), (8:2), (7:3), (1:1); MeOH 100%

v Silica gel a9 =5 Gradiente: AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (8:2), (6:4), (4:6); MeOH
(230 — 400 mesh) ’ ’ 100%

L’ Sephadex LH-20 24,0 3,0 Isocratica: Dic/MeOH (2:8)

wm’ Sephadex LH-20 26,0 2,5 Isocratica: MeOH 100%

N’ Sephadex LH-20 38,0 1,7 Isocratica: Dic/MeOH (1:9)

o’ Sephadex LH-20 34,0 1,5 Isocratica: MeOH 100%



P’

Q!

R!

T,

U’

Sephadex LH-20
Silica gel
(70 — 230 mesh)

Silica gel
(230 — 400 mesh)

Silica gel
(230 — 400 mesh)

Silica gel
(230 — 400 mesh)

Sephadex LH-20

30,0

10,0

16,0

12,0

12,0

26,0

2,5

5,0

3,5

3,0

3,0

1,5
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Isocratica: Dic/MeOH (4:6)

Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%;
AcOEt/MeOH (7:3), (1:1), (3:7); MeOH 100%

Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8:2), (1:1), (4:6), (2:8); AcOEt
100%; AcOEt/MeOH (8:2), (6:4), (4:6); MeOH 100%

Gradiente: AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (9:1), (8:2), (7:3), (1:1),
(4:6); MeOH 100%

Gradiente: Hex/AcOEt (1:4); AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (9:1),
(8:2)

Isocratica: MeOH 100%

Legenda: F.E. = fase estacionaria; h = altura da F.E.; ¢ = didmetro da coluna cromatografica.
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3.7 - Metodologia para os ensaios de inibicdo enzimatica (Catepsinas K,
Vel)

Os ensaios de inibicdo enzimatica frente as catepsinas K, V e L
foram realizados em colaboracdo com o Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira, na
Universidade Federal de Sao Carlos, Sdo Carlos — SP. As catepsinas K e V
foram cedidas pelo Prof. Dr. Dieter Bromme, da University of British Calumbia,
Vancouver, Canada, e a catepsina L pelo Dr. Marcio Fernando Madureira
Alves, da Universidade Federal de S&o Paulo, Sdo Paulo — SP.

O procedimento utilizado foi descrito por Severino et al, 2011, em
que a atividade enzimatica foi quantificada utilizando um espectrofluorimetro
Molecular Devices SpectraMax M3, onde a fluorescéncia foi detectada com
excitacdo (Aex) em 380 nm e emissdo (Aem) em 460 nm. Os ensaios foram
realizados em uma placa de 96 pocos de coloragcado preta e fundo plano, com
volume final de 300 pL/pogo, a uma temperatura de 27 °C. As enzimas (32 nM)
foram pré-ativadas por 5 minutos com 5 mM de DTE em tampé&o acetato de
sédio 100 mM, 5 mM EDTA e pH 5,5. Posteriormente foram pré-incubadas por
mais 5 minutos com as amostras a serem testadas nas concentracdes
desejadas. Para os extratos e partigdes utilizaram-se duas concentragdes (125
e 50 uyg/mL). Como controle negativo utilizou-se DMSO (solvente utilizado para
dissolver as amostras) e como controle positivo o inibidor E-64, o qual foi
dissolvido em DMSO (10 pM). A determinagcdo da atividade enzimatica foi
realizada através do monitoramento continuo e direto da hidrélise do substrato
fluorogénico Z-FR-MCA durante 300 segundos. A FIGURA 3.1 apresenta um

esquema geral do ensaio realizado.

[125e 50 pg/mL]
Tampado com DTE X

+ Pré-ativada por Pré-incubado por
Enzima 5 min 5 min A=355nm
. A=460
Espectrofluorimetro nm

FIGURA 3.1: Esquema geral do ensaio enzimatico.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1- Substancias Isoladas

a-amirina (1)

Espécie: B. coccolobifolia
Origem: BCRH e BCRA
Massa: =2,0g

Observagao: identificada em
mistura com Il

Isolamento: pg 33 - 37
Identificagao estrutural: pg 49

B-amirina (Il)

Espécie: B. coccolobifolia
Origem: BCRH e BCRA
Massa: =2,0g

Observacgao: identificada em
mistura com |

Isolamento: pg 33 - 37
Identificagao estrutural: pg 49

glochidonol (lll)

Espécie: B. coccolobifolia
Origem: BCRH e BCRA
Massa: 3,0 mg

Isolamento: pg 33 e 34
Identificagao estrutural: pg 55
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campesterol (IV)

Espécie: B. coccolobifolia
Origem: BCRH e BCRA
Massa: 43,0 mg

Observacgao: identificada em
mistura com V e VI
Isolamento: pg 33, 34 e 36
Identificagao estrutural: pg 63

stigmasterol (V)

Espécie: B. coccolobifolia
Origem: BCRH e BCRA
Massa: 43,0 mg

Observacgao: identificada em
mistura com IV e VI
Isolamento: pg 33, 34 e 36
Identificagao estrutural: pg 63

B-sitosterol (VI)

Espécie: B. coccolobifolia
Origem: BCRH e BCRA
Massa: 43,0 mg

Observacao: identificada em
misturacom IV e V
Isolamento: pg 33, 34 e 36
Identificagao estrutural: pg 63

acido oleandlico (VII)

Espécie: B. coccolobifolia
Origem: BCRA

Massa: 2,0 mg

Isolamento: pg 33 e 36
Identificagao estrutural: pg 70
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mearnsetina (VIIl)

Espécie: E. malaccensis
Origem: BCRA

Massa: 12,0 mg

Isolamento: pg 39 e 42
Identificacao estrutural: pg 73

mearnsitrina (IX)

Espécie: E. malaccensis
Origem: BCRA

Massa: 40,0 mg

Isolamento: pg 39, 40 € 42
Identificagao estrutural: pg 76

4.2 - Determinagcao estrutural das substancias isoladas de B.

coccolobifolia
4.2.1 - Mistura dos terpenoides a-amirina (I) e B-amirina (ll)

A mistura de 1,9 g dos terpenoides a-amirina (l) e B-amirina (ll) foi
isolada da espécie B. coccolobifolia, tanto da particio em acetato de etila
quanto da particido em hexano e apresentou-se na forma de cristais brancos.
Em CCD, quando revelada em solucdo acida de vanilina, manchas de
coloracado roxa foram observadas. Esta amostra foi submetida a analise por
CG/EM e RMN de "H.

Os dados de RMN de 'H (TABELA 4.1; FIGURA 4.1) mostra
informacdes importantes para a identificacdo desta mistura de triterpenos. No
espectro foi observado, a presenca de dois tripletos em & 5,20 (t, J = 3,5 Hz) e
5,15 (t, J = 3,5 Hz), caracteristicos de hidrogénios olefinicos. Em comparagéo
com a literatura, sugere-se que estes sinais 6 5,20 e 5,15 sdo caracteristicos
dos hidrogénios H-12 em urseno (a-amirina) e oleaneno (B-amirina),
respectivamente (VIEIRA-JUNIOR et al., 2005; SOUZA, et al., 2001;
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CARVALHO, et al., 1998). Como um dos carbonos que estdo envolvidos na
dupla ligacdo (C-13) é quaternario, e com isso nao possui hidrogénios
diretamente ligados, pode-se confirmar que estes sinais sdo pertencentes ao
hidrogénio na posigcdo 12. Este hidrogénio acopla com os dois hidrogénios H-
11, resultando em um tripleto para a-amirina e outro para B-amirina, embora
fosse esperada a formagdo de um duplo dubleto, pois os dois hidrogénios C-11
sao diastereotdpicos. Esta diferenca de deslocamento pode ser explicada pelo
efeito exercido sobre H-12, pelo grupamento 19-a-CHs (equatorial), afetando
estericamente o valor de deslocamento deste hidrogénio. Este efeito esta
presente na série dos ursan-12-eno, ao contrario dos olean-12-eno, em que
esta metila encontra-se no C-20, n&o aplicando este efeito a H-12 (ZANON,
2006).

QOutra caracteristica dessa classe de compostos € o sinal
referente a H-3. Segundo dados da literatura, o deslocamento quimico de H-3
pode determinar sua conformagao, ou seja, quando H-3 esta na posi¢ao [, seu
deslocamento ocorre em & 3,40 (m) (SOUZA, et al., 2001; CARVALHO, et al.,
1998). Como o deslocamento observado para H-3 no espectro de RMN de 'H
foi & 3,25, isto sugere que H-3 esteja em a e portanto OH-3 esta na posigao 3,
para os dois isdmeros. A multiplicidade observada para este sinal (dd, J =4,8 e
11,0 Hz) refere-se ao acoplamento com os dois hidrogénios diastereotopicos
na posicao 2.

Na regido mais blindada do espectro de RMN de 'H, entre 5 0,7 e
2,2, pode-se observar sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos, metinicos

e metilénicos de triterpenos pentaciclicos.



TABELA 4.1 - Dados de RMN de 'H da mistura dos terpenoides I e II.
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o

H O (ppm) Oy (ppm) ZANON, 2006
(400 MHz, CDCl;) (400 MHz, CDCI5)

3 3,25 (dd, J=4,8 e 11,0 Hz, 1H) 3,23 (dd, J =6,3 € 9,0 Hz, 1H)
12a 5,15 (t, J = 3,5 Hz, 1H) 5,14 (t, J = 3,2 Hz, 1H)
128 5,20 (t, J = 3,5 Hz, 1H) 5,19 (t, J = 3,2 Hz, 1H)
23 1,15 (s, 3H)* 1,27 (s, 3H)

24 0,99 (s, 3H)* 1,01 (s, 3H)
25 0,89 (s, 3H)* 0,88 (s, 3H)
26 1,02 (s, 3H)* 1,11 (s, 3H)
27 0,96 (s, 3H)* 1,00 (s, 3H)
28 0,89 (s, 3H)* 0,95 (s, 3H)
29 0,85 (s, 3H)* 0,83 (s, 3H)
30 0,81 (s, 3H)* 0,80 (s, 3H)

* Valores intercambiaveis
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No cromatograma da analise por CG/EM foi possivel observar
bandas cromatograficas com tempos de retencédo 30,75 e 31,31 min (FIGURA
4.2). Os espectros de massas obtidos por impacto eletrénico (70 eV)
apresentaram-se muito semelhantes (FIGURA 4.3), ambos com picos m/z 426,
correspondendo ao pico dos ions moleculares de a e B-amirina. Outros picos
semelhantes e de maiores intensidades, foram os que apresentam m/z 218,
203 e 189. Esses picos sao tipicos de olean-12-enos e ursan-12-enos, sendo
originados da fragmentacdo do tipo Retro-Diels-Alder (RDA) no anel C
(RADOSEVICH, et al., 1985). A formagao do pico base com m/z 218 produz um
fragmento dieno, que tem a propriedade de estabilizar melhor a carga por
ressonancia (OGUNKOIA, 1981). A fragmentacao desses triterpenos pode ser
observada na FIGURA 4.4 (ZANON, 2006).

Os dois terpenoides sao isbmeros, portanto apresentam a mesma
férmula molecular C30Hs00 e grau de insaturacao igual a 6. Através dos dados
de RMN de 'H foi possivel observar a presenca de uma insaturacdo,
consequentemente o restante das insaturagdes confirmam ser uma substancia
pentaciclica. Portanto, através do conjunto de dados foi possivel confirmar que
a mistura era constituida pelos terpenoides pentaciclicos a-amirina (I) e B-
amirina (Il).

o

B-amirina (1)

N\

3.5e+07
3e+07
25e+07

2e+07 /

1.5e+07

a-amirina (1)

1e+07

5000000

. _f""de

T T T T T T T e T T e e ]
Time—= 400 600 800 1000 1200 1400 16.00 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600

FIGURA 4.2: Cromatograma obtido para a mistura das substéncias | e Il.
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4.2.2 - Terpenoide glochidonol (lll)

O terpenoide glochidonol ou 1B-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (1ll) foi
isolado da particio em hexano de B. coccolobifolia na forma de cristais
incolores. Quando analisado por CCD e revelado com solugdo acida de
vanilina, apresentou-se como uma mancha azulada. A identificacdo da
estrutura foi baseada nos dados de RMN de 'H e 'C, nas correlacdes
observadas pelos experimentos HSQC e HMBC, e em comparagédo com a
literatura.

A andlise do espectro de RMN de "H (TABELA 4.2; FIGURA 4.5)
mostrou sinais caracteristicos de esqueletos lupanos, sendo possivel observar
um dubleto largo em & 4,69 (dl, J = 2,4 Hz) e um duplo dubleto largo em & 4,57
(ddl, J = 1,3 e 2,4 Hz) referentes aos hidrogénios olefinicos (H-29) da ligagao
dupla terminal do esqueleto lupano. A presenca de dois duplos dubletos em &
3,00 (dd, J =8,1e 14,4 Hz) e 6 2,23 (dd, J = 3,6 e 14,4 Hz) foi atribuida aos H-
2 diastereotépicos. Um duplo duplo dubleto 6 2,39 (ddd, J = 5,8, 10,9 e 10,9
Hz) foi atribuido a H-19, sendo referente ao acoplamento com H-18 e aos H-21
diastereotopicos.

Em & 1,68 foi possivel observar a presenca de um singleto largo
(H-30), integrando para 3 hidrogénios, sendo esta caracteristica de derivados
do lup-20(29)-eno (CARPENTER, et al., 1980; HUI & LI, 1976). Entre & 0,8 —
1,06 foi possivel observar outros 5 singletos intensos, onde um integra para 6
hidrogénios, totalizando as 7 metilas presentes na substancia Ill (FIGURA 4.6).

Ao analisar o espectro de RMN de '°C (TABELA 4.2; FIGURA
4.7), verificou-se em & 215,7 um deslocamento caracteristico de grupamento
carbonila, além dos sinais em & 150,7 e 109,5 referentes aos deslocamentos
de carbonos hidrizados sp?, e também em & 79,6 um deslocamento tipico de
carbono carbindlico . Na regidao de & 11,7 — 51,4 observaram-se sinais com
deslocamentos de carbonos metilicos, metinicos e metilénicos.

Pelo mapa de contorno de HSQC (TABELA 4.3; FIGURA 4.8) foi
possivel correlacionar hidrogénios e carbonos diretamente ligados ('Jcp). Desta
forma observou-se a correlagdo dos H-29 com o carbono em & 109,48
atribuindo este sinal ao C-29. Outro sinal referente a Csp? foi atribuido ao C-20,

que por ser quaternario ndo obteve nenhuma correlacédo no HSQC. O sinal em
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0 215,69 foi atribuido ao C-3, sugerindo a presenca de uma hidroxila em C-1.
Também foi possivel verificar que os sinais referentes aos H-2 n&do fazem
correlacao direta com o carbono em & 215,69 e que ha correlagdo de 6 3,90
(m, H-1) com & 79,62, referente a C-1.

No experimento de HMBC (TABELA 4.3; FIGURA 4.9), onde as
correlagdes H-C podem ser observadas a uma distancia maior de ligagao (2JCH,
3Jch ou até *Jen), os hidrogénios olefinicos & 4,69 e 4,57 (H-29) mostraram
correlagdo com o sinal da Me-30 (6 19,26) e com C-19 (6 47,92). Os H-2a e H-
2b (6 3,00 e 2,23) correlacionaram com C-2 (& 45,13), C-1 (679,62), e H-2b (&
2,23) com C-4 (& 41,12). O sinal em & 1,68 (H-30) mostrou correlagcdo com &
48,25 (C-18), 6 150,73 (C-20) e 6 109,48 (C-29).

FIGURA 4.5: Esquema de algumas correlagbes observadas no mapa de
contorno de HMBC.

Portanto, as andlises conjuntas dos espectros de RMN de 'H e
3C, dos mapas de contorno de HSQC e HMBC, em comparagdo com dados da
literatura (PUAPAIRQOJ, et al., 2005), permitiram definir a substancia Ill como

sendo a do terpenoide glochinonol.



TABELA 4.2: Dados de RMN de 'H e "*C para a substancia IIl.
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(500 e 125 MHz, CDCl,)

PUAPAIROJ, 2005
(300 e 75 MHz, CDCls)

HIC Bn 5. 5n 5.
(ppm) (pPm) (ppm) (ppm)
1 3,90 (m) 7962 3,91(dd, J=81,34Hz 1H) 79,58
2a  300(dd,J=100,180Hz H) ..o  301(dd J=144,81Hz 1H) . -
% 2,23 (dd, J = 4,5, 18,0 Hz, 1H) : 2,22 (dd, J= 3,5, 14,4 Hz, 1H) :
3 215,69 215,99
4 47,12 47,11
5 51,37 51,26
6 19,84 19,58
7 32,92 32,85
8 47,92 42,86
9 50,69 50,63
10 42,95 42,90
11 23,04 22,96
12 25,15 25,08
13 37,97 37,90
14 41,14 41,08
15 27,49 27,44
16 35,51 35,46
17 42,92 42,86
18 48,25 48.18
19 2,39 (ddd, J=5,8, 10,9, 10,9 Hz, 1H) 47,92 2,39 47,89

(ddd, J=5,8, 11,0, 11,0 Hz, 1H)
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20 150,73 150,73
21 29,78 29,72
22 39,96 39,93
23 1,06 (s, 3H) 27,91 1,04 (s, 3H) 27,94
24 1,04 (s, 3H) 19,61 1,06 (s, 3H) 19,58
25 0,83 (s, 3H) 11,78 0,83 (s, 3H) 11,81
26 1,06 (s, 3H) 15,94 1,06 (s, 3H) 15,90
27 0,98 (s, 3H) 14,44 0,98 (s, 3H) 14,00
28 0,81 (s, 3H) 18,02 0,80 (s, 3H) 18,00
29 4,5‘;'?(?(1(35 1650 He Hy 10948 4,53’?d8df(ﬂ’:J2=,22 S 14 Hy 10947
30 1,68 (s, 3H) 19,26 1,68 (s, 3H) 19,24

TABELA 4.3: Correlagdes observadas entre atomos de C e H nos

experimentos de HSQC e HMBC para a substancia lll.

L 5. Correlacoes
Posigio 500 MHz, 125 MHz,
CDCl, cocl, HSQC HMBC
1 3,90 79,62 C-1 ]
2 g:gg 45,13 C-2 C-1, C-4, C-10
19 2,39 47,92 Cc-19 C-13, C-18, C-20, C-21, C-29, C-30
23 1,06 27,91 c-23 C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-10, C-14
24 1,04 19,61 C-24 C-4, C-5, C-23
25 0,83 11,78 c-25 C-1, C-5, C-8, C-9, C-10
26 1,06 15,94 Cc-26 C-6, C-7, C-8, C-10, C-14
27 0,98 14,44 c-27 C-8, C-13, C-14, C-15
28 0,81 18,02 c-28 C-16, C-17, C-18, C-22
0 jzgg 109,48 Cc-29 C-19, C-30

30 1,68 19,26 C-30 C-18, C-20, C-29
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4.2.3 - Mistura dos esteroides campesterol (IV), estigmasterol (V) e B-

sitosterol (VI)

A mistura das substancias campesterol (IV), estigmasterol (V) e B-
sitosterol (VI) foi isolada das particbes em hexano e acetato de etila de B.
coccolobifolia. A mistura apresentou-se em cristais na forma de agulhas e em
CCD, quando revelada em solugdo acida de vanilina, mostrou uma mancha
azulada. A identificagdo das substancias foi baseada na analise dos dados de
RMN de 'H e CG/EM.

De acordo com dados ja conhecidos na literatura (ANDRADE,
2003; GARG & NES, 1984) e com a analise do espectro de RMN 'H (FIGURA
4.10), confirmou-se que se tratava de uma mistura de esteroides. Estes séo
marcados pela presencga dos sinais em 6 5,36 (d, J = 5,1 Hz) de hidrogénio
olefinico (H-6), caracteristica comum para os trés compostos, e em & 3,52 (m)
referente ao hidrogénio ligado a um carbono carbindlico (H-3). Pelo fato de C-3
estar ligado a um oxigénio, H-3 sofre um efeito de desblindagem, aumentando
assim o seu deslocamento. Além disso, acopla com quatro hidrogénios
diastereotopicos, H-2 (H-2a e H-2b) e H-4 (H-4a e H-4b), resultando seu sinal
em um multipleto. Os sinais entre © 0,7 — 2,0 s&o atribuidos aos hidrogénios
metinicos, metilénicos e metilicos presentes no esqueleto esteroidal. Como as
estruturas dos trés compostos sao semelhantes, os sinais resultantes sao
coincidentes. Um diferencial entre os esqueletos é que no estigmasterol ha
uma ligacdo dupla entre C-22 e C-23, gerando sinais em & 5,02 (dd, J = 8,6 e
15,2 Hz) e & 5,16 (dd, J = 8,6 e 15,2 Hz), caracteristicos de hidrogénios
olefinicos. Por RMN 'H ndo é possivel diferenciar a cadeia lateral do
campesterol e B-sitosterol. Alguns dados de RMN de 'H referentes a esta
mistura estao descritos na TABELA 4.4.

A mistura dos esteroides foi submetida a CG/EM para confirmar
as substancias presentes. O cromatograma obtido mostra a presenga dos trés
componentes da mistura com tempos de retencdo 23,69, 24,39 e 25,77 min
(FIGURA 4.11). Os espectros de massas (FIGURAS 4.12, 413 e 4.14)
apresentam como picos dos ions moleculares com m/z 400, 412 e 414,
correspondentes as formulas moleculares esperadas CogHssO, CogHusO e

Co9H500, confirmando respectivamente a presenca de campesterol (IV),
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estigmasterol (V) e B-sitosterol (VI) (JACOME, et al., 2004). A FIGURA 4.15
traz uma proposta de fragmentag&o para a substancia VI, sendo similar para os

esteroides IV e V.



TABELA 4.4: Dados de RMN de 'H para a mistura das substancias IV, V e VI.
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5y (ppm)

(CDCl;, 400 MHz) S+ (ppm)

H

” - " (360 MHz, CDCls) (200 MHz, CDCl,)

GARG & NES, 1984 ANDRADE, 2003

3 3,52 (m) 3,52 (m) 3,52 (m) 3,50 (m) 3,52 (m)
6 5,36 (d, J = 5,3 Hz) 5,36 (d, J = 5,1 Hz) 5,36 (d, J = 5,1 Hz) 5,30 (s) 5,35 (d, J = 5,04 Hz)
22 - 5,16 (dd, J = 8,6 e 15,1 Hz) - 5,15 (d, 7,5 Hz) 5,01 (dd, J = 8,1 e 15,2 Hz)
23 - 5,02 (dd, J = 8,6 e 15,1 Hz) - 5,01 (d, J = 7,5 Hz) 5,16 (dd, J = 8,1 e 15,2 Hz)
18 0,68-0,69*
19 0,69* 0,85* 0,70-0,80*
21 0,70 0,92* 0,79-0,81* ]
26 0,81* 1,01* 0,83-0,85*
27 0,83 1,03* 0,91-1,02*
29 1,02

* Valores intercambiaveis
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4.2.4 - Terpenoide acido oleandlico (VIl)

O &cido oleandlico ou acido 3B-hidréxi-olea-12-en-28-6ico (VII), foi
isolado da particido acetato de etila da espécie B. coccolobifolia, na forma de
sélido branco e amorfo. Quando analisado por CCD e revelada em solugao
acida de vanilina, apresentou uma mancha de coloragao azulada. A substancia
foi identificada com base nos dados de RMN de "H em comparagéo com dados
da literatura (VANDRESEN, 2005).

Os dados de RMN de 'H (TABELA 4.5; FIGURA 4.16) mostram
um tripleto em & 5,24 (t, J = 3,8 Hz) referente a H-12. Como C-13 é quaternario,
este sinal foi atribuido a H-12, sendo caracteristica dos esqueletos dos olean-
12-eno (VIEIRA-JUNIOR et al., 2005; SOUZA, et al., 2001). Para H-3 tem-se
um multipleto em & 3,14 (m) que confirma a posigdo a para o hidrogénio e 3
para a hidroxila ligada ao C-3, pois quando H-3 estd na posicao B, seu
deslocamento ocorre em & 3,40 (m) (SOUZA, et al., 2001, CARVALHO, et al.,
1998). Um duplo dubleto foi observado em & 2,86 (dd, J = 4,3 e 14,0 Hz)
referente a H-18, que é vizinho a dois hidrogénios diastereotdpicos (H-19a e H-
19b), portanto acopla com os mesmos resultando em um duplo dubleto. Entre &
0,7 — 1,6 tém-se os sinais referentes aos hidrogénios metinicos, metilénicos e
metilicos. Dentre os 6 sinais mais intensos, foi possivel observar um deles que
integra para 6 hidrogénios, totalizando assim as 7 metilas presentes na

estrutura do acido oleandlico (VII).



TABELA 4.5: Dados de RMN de "H para a substancia VII.
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Sy (Ppm)

H 300 MHz, CDCI
(400 MHz, CD;0OD) V(ANDRESEN, 20335

3 3,14 (m, 1H) 3,22 (dd, J = 4,5 e 10,2 Hz, 1H)

12 5,24 (t, J = 3,6 Hz, 1H) 5,30 (t, J = 3,6 Hz, 1H)

18 2,85 (dd, J = 4,3 e 14,0 Hz, 1H) 2,82 (dd, J = 3,9 e 12,9 Hz, 1H)

23 0,97(s, 3H) 0,99 (s, 3H)
24 0,81(s, 3H) 0,78 (s, 3H)
25 0,91(s, 3H) 0,90 (s, 3H)
26 0,77 (s, 3H) 0,77 (s, 3H)
27 1,16 (s, 3H) 1,14 (s, 3H)
29 0,94 (s, 3H) 0,93 (s, 3H)
30 0,94 (s, 3H) 0,91 (s, 3H)
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FIGURA 4.16: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) para a substancia VII.
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4.3 - Elucidagao estrutural das substancias isoladas de E. malaccensis
4.3.1 - Flavonoide mearnsetina (VIII)

Da particdo acetato de etila de E. malaccensis foi isolado o
flavonoide mearnsetina ou 5,7,3',5-tetra-hidroxi-4’-metoxiflavonol (VIIl), que
apresentou-se como um soélido amorfo e amarelo. Quando analisado em CCD e
revelado em solugcdo acida de vanilina, mostrou uma macha amarela. A
identificagdo foi feita com base nos dados de RMN de 'H (TABELA 4.6) e em
comparagao com a literatura (ABBAS, et al., 2007; OLIVEIRA, et al., 2006).

Analisando o espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.17), observou-
se a existéncia de sinais proximos a 7 ppm, sugerindo que os hidrogénios
estivessem presentes em um sistema aromatico. Esse comportamento se deve
a fato dos hidrogénios do anel aromatico ficarem fora da chamada “corrente de
anel”’, deixando-os desblindados (SILVERSTEIN, 2007; PAVIA, 2001).

Os hidrogénios com deslocamento em 6 6,38 (d, J = 2,0 Hz) e &
6,18 (d, J = 2,0 Hz) indicam acoplamento meta de um anel aromatico, sendo
referentes a H-8 e H-6, os quais correspondem ao anel A do flavonoide do tipo
5,7-diidroxilados (ISIDORO, et al.,, 2012; LOPES, et al.,, 2012; KALEGARI,
2009; FONSECA, et al., 2007; MANGURO, et al., 2005; ZHANG, et al., 2005).
O singleto observado em & 3,88 (s), integrando para trés hidrogénios, refere-se
a hidrogénios de metoxila (LOPES, et al., 2012; LI, et al., 2012; MAGURO, et
al., 2005; MOREIRA, et al., 2003) e o singleto em & 7,31 (s) integrando para
dois hidrogénios, sao caracteristicos de substituicdes no anel B (FONSECA et
al., 2007). Como o sinal em & 7,31 é referente a dois hidrogénio, sugere-se que
a molécula tenha uma simetria neste anel (B), logo estes sinais sao atribuidos
a H-2’ e H-6', e a metoxila encontra-se ligada a C-4’. A auséncia de um singleto
entre © 6,39 e 6,94, caracteristico de H-3 de 5,7-diidroxiflavonas confirmou o
padrdao de substituicdo de um flavonol (SILVA, et al., 2005), sendo esta

substancia identificada como mearnsetina (VIII).
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TABELA 4.6: Dados de RMN de 'H para a substancia VIII.

vill
Su (ppm) Su (ppm)
H . ?\xlflgpg‘l)) o (400 MHz, CDCls) (500 MHz, CD;0D)
» CDs OLIVEIRA, 2006 ABBAS, 2007
6 6,18 (d, J=2,0Hz, 1H) 6,37 (d, J=2,0Hz, 1H) 6,17 (d, J = 2,5 Hz)
8 6,38 (d, J= 2,0 Hz, 1H) 6,56 (d, J=2,0 Hz, 1H) 6,36 (d, J = 2,5 Hz)
2 e 6 7,31 (s, 2H) 7,49 (s, 2H) 7,30 (s)

4’-OCHj, 3,88 (s, 3H) 4,05 (s, 3H) 3,87 (s)
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4.3.2 - Flavonoide mearnsitrina (I1X)

A substancia mearnsitrina ou mearnsetina 3-ramnosideo (IX) foi
isolada da particao acetato de etila de E. malaccensis como um solido amorfo e
amarelo. Em CCD apresentou uma mancha amarela quando revelada em
solugdo de vanilina. A identificagdo desta substancia foi baseada nos dados de
RMN de 'H (TABELA 4.7) em comparagdo com a literatura (SINGAB, et al.,
2011; GLUCHOFF-FIASSON, et al., 2001; BRACA, et al., 2001; NOREEN, et
al., 1998; NAIR et al., 1999).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.18) da substancia (IX)
apresentou sinais semelhantes aos da substancia (VIIl), porém com alguns
sinais na regido ® 3,5 — 4,0 caracteristicos de flavonoides com residuo de
monossacarideo (VALENTAO, 2002). A presenca de um dubleto em & 5,31 (d,
J = 1,6 Hz), referente ao hidrogénio anomérico, € um dubleto em & 0,95 (d, J =
5,5 Hz) sugerem a ligacdo de um heterosideo do tipo ramnose (FONSECA, et
al., 2007; MOREIRA, et al., 2003). Estes sinais, juntamente com dois duplos
dubletos em & 3,75 (dd, J = 3,3 e 9,0 Hz) e 4,23 (dd, J = 1,6 e 3,3 Hz),
comparados com dados da literatura, destacam a presenga de uma ramnose
ligada ao flavonoide (NOREEN, et al., 1998; NAIR et al., 1999). A posicéo da
ligacédo pode ser confirmada pelo valor dos carbonos anoméricos e metilico da
ramnose. Valores acima de & 1,20 para hidrogénios metilicos e entre 6 5,22 —
5,75 para hidrogénios ligados a carbono anomérico, indicam ligagado na posi¢ao
7, enquanto que valores proximos de © 0,90 e entre & 4,96 — 5,36 para
referidos hidrogénios, indicam ligagdo na posigao 3 (SILVA, et al, 2005). Logo,
conclui-se que a ramnose esta ligada em C-3.

Os sinais em & 6,36 (d, J = 1,5 Hz) e 6 6,21 (d, J = 1,5 Hz) sdo
referentes ao acoplamento meta de H-8 e H-6, os quais correspondem ao anel
A do flavonoide do tipo 5,7-diidroxilados (ISIDORO, et al, 2012; LOPES, et al.,
2012). O singleto observado em & 3,88 (s) foi atribuido a metoxila em C-4’ (LI,
et al., 2012) e o singleto em & 6,88 (s), integrando para dois hidrogénios, a H-2’
e H-6". A comparacdo dos dados de RMN de 'H com a literatura confirmam a

identificac&o da substancia como sendo o flavonol glicosilado mearnsitrina (1X).
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TABELA 4.7: Dados de RMN de "H para a substancia IX.

IX
» 5 (ppm) (500 MHZ, DMSO) (500 MHz, DMSO)
(400 MHz, CD,0D) GLUCHOFF-FIASSON, 2001 SINGAB, 2011
6 6,36 (d, J = 1,5 Hz, 1H) 6,23 (d, J = 1,9 Hz) 6,10 (d, J = 2,5 Hz, 1H)
8 6,21 (d, J = 1,5 Hz, 1H) 6,40 (d, J = 1,9 Hz) 6,30 (d, J = 2,5 Hz, 1H)
2e@ 6,88 (s, 2H) 6,80 (d, J = 0,9 Hz) 6,80 (s, 2H)
4 3,88 (s, 3H) 3,74 (s) 3,90 (s, 3H)
17 5,31 (d, J = 1,5 Hz, 1H) 5,10 (d, J = 1,0 Hz) 5,10 (d, J = 1,6 Hz, 1H)
27 423 (dd, J=1,5 e 3,1 Hz, 1H) 4,05 (dl) 3,1-3,7 (m, 4H)
3” 3,75 (dd, J = 3,1 € 9,0 Hz, 1H) 3,76 (dd, J =32 € 9,7 Hz) 3,1-3,7 (m, 4H)
— . 3,70 (dd, J = 9,7 ¢ 9.8 Hz) 3,1-3,7 (m, 4H)
CTEE S80Iy 2] 330 (dd. J = 6.1 e 9.8 Hz) 3.1-3.7 (m. 4H)
6” 0,95 (d, J = 5,5 Hz, 3H) 0,80 (d, J = 6,1 Hz) 0,79 (d, J = 6,0 Hz, 3H)

*sinal coincidente com o sinal solvente



76

MF58.ESP
< 0 0 O~ < N~ CTON T MO — D ® o
© W~ ~ © N DN o N OW® ®» ©
s) © © — O - — DONN ©OBE OO O <
@ M 0NN M M NN NN ©NNMNINOO® @ 9
© © © © © ToJTy) < SRR R R ) oo
LR & TITT TG IT Y ]
H_6”
4’-0OCH;
]
H-2’ e H-6' '
|
H-1" H-2" H-4”
H8  H-6 ] H-5”
A1 ”
. il | H-3
/[L v \II T
M 0.95
Il
6,35 6.2 53 4.25 4.2C 3.75 3.3
| ! i
N J } qu{ N
/ AN
2.21 1.06 1.01 1.00 111 3.32 1.11 3.38
U b u U u u (W u
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0

Chemical Shift (ppm)
FIGURA 4.18: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3;0D) para a substancia IX.



77

4.4 - Resultados Biolégicos de inibigao das Catepsinas K,V e L

Na busca por potentes inibidores das catepsinas, recentes
avancos foram feitos chegando a inibidores bem caracterizados
farmacologicamente in vitro e in vivo, e que avangaram para ensaios clinicos
no tratamento da osteoporose, osteoartrite, doencas metastaticas associadas
com a mama e prostata. Nos ultimos anos o interesse das empresas
farmacéuticas evoluiu na concepcdo e desenvolvimento de eficientes
compostos seletivos e seguros, com avangos significativos para potentes
inibidores peptidicos frente a catepsina K (BROMME & LECAILLE, 2011).

A maioria dos inibidores descritos na literatura interage com as
cisteino peptidases através de residuos de aminoacidos em subsitios
especificos que facilitam a agcdo dos grupos funcionais reativos com o centro
ativo das enzimas. Baseado nesse mecanismo de agao, inumeros inibidores
peptidicos e nao peptidicos estdo sendo investigados na tentativa de inibir
seletivamente a acdo dessas enzimas (CHEN, et al.,, 2012; EHMKE, et al.,
2012; BROMME & LECAILLE, 2011; SEVERINO, et al., 2011; ALVIM, et al.,
2010; YASUDA, et al., 2005; SCHIRMEISTER & KAEPPLER, 2003; BROMME
& KALETA, 2002).

Estudos baseados em produtos naturais mostram que alcaldides
acridénicos isolados de Swinglea glutinosa (Rutaceae) sao potentes inibidores
da catepsina V, com valores de ICsy no intervalo de 1,2 - 3,9 uM, sendo o
alcaldéide citibrasine um inibidor do tipo competitivo com K; de 0,2 uM
(SEVERINO, et al. 2011). Colecbes combinatdrias de chalconas e flavonas,
assim como acridonas e 4-quinolinonas sintéticas foram avaliadas como
inibidores das catepsinas L e V, apresentando diferentes mecanismos de
inibicdo (MARQUES, et al, 2012; ALVIM et al., 2010). Recentemente relatou-se
que icariine, um flavonol glicosilado isolado de Herba epimedii (erva utilizada
na medicinal tradicional chinesa no tratamento de artrite), inibiu in vitro a
atividade da catpesina K e mostrou-se eficiente no tratamento de modelos de
camundongos com artrite, sugerindo que este metabdlito pode ser promissor
no tratamento de pacientes com artrite reumatoide (SUN, et al., 2013).

Diante do panorama apresentado, torna-se evidente a

necessidade e o desafio que representa a busca por inibidores de catepsinas,
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podendo as plantas ser consideradas promissoras na busca de um potencial
inibidor para essas enzimas.

Neste contexto os extratos etandlicos e particoes de B.
coccolobifolia e E. malaccensis foram avaliados in vitro frente as catepsinas V,
K e L, nas concentragbes de 125 e 50 ug/mL, mostrando inibicdo superior a
50% na maioria dos testes (TABELA 4.8). No caso de B. coccolobifolia apenas
a partigdo BCFH (50 pg/mL) mostrou baixa inibicdo para as catepsinas K e L.
Ja E. malaccensis mostrou resultados mais heterogéneos, apresentando
atividade inibitéria mais expressiva para a catepsina V. Das substancias
isoladas apenas as substancias VIIl e IX puderam ser ensaiadas frente as
catepsinas K e V, ndo apresentando resultado biologico significativo na
concentracéo de 25 yM (TABELA 4.9).
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TABELA 4.8: Resultados dos ensaios de inibicdo enzimatica frente as

catepsinas V, K e

L.

% DE INIBIGAO
Amostras Catepsina V Catepsina K Catepsina L
125 pg/mL 50 pg/mL 125 pg/mL 50 pg/mL 125 ug/mL 50 pg/mL

EMF 96 96 83 56 93 93
EMFH 95 82 41 41 0 0
EMFA 99 94 82 35 37 4
EMFW 95 95 80 74 94 94

EML 97 97 97 95 98 98
EMLH 92 87 100 91 98 98
EMLA 97 97 97 80 96 80
EMLW 94 94 63 37 60 53

EMC 95 93 56 6 46 43
EMCH 100 90 55 19 38 24
EMCA 97 94 62 13 62 52
EMCW 96 93 43 22 48 43

BCC 99 97 91 90 97 96
BCCH * * * * * *
BCCA * * * * * *
BCCW * * * * * *

BCF 99 99 92 90 100 98
BCFH 99 89 92 22 83 35
BCFA 100 98 98 68 98 90
BCFW * * * * * *

BCR 99 99 93 92 99 97
BCRH 92 98 92 63 98 86
BCRA 99 100 98 92 99 99
BCRW 99 98 95 88 98 98

* Nao realizados. Legenda: BC = B. coccolobifolia; EM = E. malaccensis; F = folha; C = caule; L

= flores; R = raiz; H = particdo em hexano; A = particdo em acetato de etila; W = partigéo

hidroalcodlica.

TABELA 4.9: Resultados dos ensaios de inibicdo enzimatica frente as

catepsinas V, K e L, para os flavonoides isolados Vil e IX.

% DE INIBIGAO (25 pg/mL)

Amostras
Catepsina V Catepsina K Catepsina L
Substancia VIII 20 0 16
Substancia IX 18 0 12
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5 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o
conhecimento quimico das espécies B. coccolobifolia (Malpighiaceae) e E.
malaccensis (Myrtaceae) e deixa evidente o potencial dessas plantas na busca
por inibidores de catepsinas.

Até o presente momento foi possivel identificar sete substancias
do extrato etandlico das raizes de B. coccolobifolia, todas pertencentes a
classe dos terpenoides. Os compostos majoritarios isolados deste extrato
foram os triterpenos a-amirina (I) e B-amirina (ll), identificados em mistura
(cerca de 2 g). Além disso, pode-se identificar a mistura dos esteroides
campesterol (lll), estigmasterol (IV) e B-sitosterol (V), metabdlitos secundarios
de grande abundancia no reino vegetal. Também foram isolados dois
triterpenos pentaciclicos, sendo o acido oleandlico (VI) do tipo oleaneno e
glochidonol (VIl) do tipo lupano, este ultimo relatado pela primeira vez no
género Byrsonima.

Da espécie E. malaccensis, foram isolados e identificados dois
flavonoides do tipo flavonol, sendo estes mearnsetina (VIII) e mearnsitrina (1X),
ambos ja relatados para esta espécie (SINGAB, 2011; ABBAS, 2007;
OLIVEIRA, et al.,, 2006; GLUCHOFF-FIASSON, 2001; BRACA, et al., 2001;
NAIR, et al., 1999; NOREEN, et al., 1998).

A avaliagao biolégica dos extratos e fracbes (125 e 50 pg/mL)
frente as catepsinas K, V e L mostraram resultados promissores, pois em todos
0s casos observou-se inibicdo superior a 50%, o que motivou o estudo quimico
dessas duas espécies. De um modo geral os extratos das folhas, flores e caule
da espécie E. malaccensis mostraram-se mais ativos frente a catepsina V. Ja
os extratos etandlicos e as particbes de B. coccolobifolia mostraram resultados
significativos frente as trés catepsinas, com excegao da particdo em hexano do
extrato das folhas que teve um decréscimo significativo de inibicdo para a
catepsina L a 50 pug/mL.

Embora nao foi possivel obter nenhuma substancia ativa frente ao
modelo bioldgico utilizado, os resultados obtidos com os extratos e fragbes
mostram que estas duas espécies podem ser promissoras na busca por

inibidores de catepsinas.
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