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RESUMO 
 

ESTUDO QUÍMICO E AVALIAÇÃO BIOLÓGICA DAS ESPÉCIES Byrsonima 

coccolobifolia Kunth. (MALPIGHIACEAE) E Eugenia malaccensis L. 
(MYRTACEAE) - O estudo descrito neste trabalho contribui para o 

conhecimento químico e biológico das espécies B. coccolobifolia e E. 

malaccensis, conhecidas popularmente como “murici” e “jambo-vermelho”, 

respectivamente. Estas espécies são encontradas em diversas regiões do 

Brasil, principalmente nas áreas do Cerrado, e são largamente apreciadas 

pelos frutos comestíveis. Diversas aplicações na medicina popular estão 

relacionadas a estas espécies, como atividade antibacteriana, antidiarreica, 

anti-inflamatória e no controle de diabetes. O estudo do extrato etanólico das 

raízes de B. coccolobifolia levou à identificação da mistura dos triterpenos α e 

β-amirina, mistura dos esteroides campesterol, estigmasterol e β-sitosterol, 

ácido oleanólico (triterpeno do tipo oleaneno) e glochidonol (triterpeno do tipo 

lupano), relatado pela primeira vez no gênero Byrsonima. Do extrato etanólico 

das folhas de E. malaccensis foi possível isolar dois flavonoides pertencentes à 

classe dos flavonois, mearnsetina e mearnsitrina. As substâncias foram 

identificadas com base nos dados de RMN de 1H, 13C, HSQC, HMBC e/ou 

CG/EM, em comparação com a literatura. Foi também verificado o potencial de 

inibição dos extratos e suas frações, frente às catepsinas K, V e L. Essas 

enzimas são encontradas majoritariamente nos lisossomos e podem participar 

de processos celulares bastante especializados levando ao desenvolvimento 

de diversas patologias como doenças cardiovasculares, osteoporose, 

aterosclerose, tumores malignos, pancreatite, entre outras. Os extratos e a 

maioria das partições mostraram atividade inibitória significativa frente a estas 

enzimas, quando avaliados nas concentrações de 125 e 50 µg/mL, sendo os 

melhores resultados observados para a catepsina V. Os flavonoides 

mearnsetina e mearnsitrina não apresentaram atividade quando avaliados nas 

catepsinas K e V, na concentração de 25 µM. 
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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 α-amiryn and β-amiryn, mixture of steroids campesterol, 

stigmasterol and β-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 µg/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 µM). 
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1 -  INTRODUÇÃO 
 
1.1 - Histórico dos Produtos Naturais 
 

Desde seus primórdios, o homem utiliza recursos naturais para as 

mais diversas finalidades, sejam na forma de alimentos, cosméticos, 

inseticidas, defensivos agrícolas e medicamentos (PALMA & PALMA, 2012), 

sendo a história das plantas medicinais datadas desde a origem da civilização 

humana na terra (MUKHTAR, et al., 2008). 

As plantas têm formado a base da medicina tradicional, sendo 

que  os primeiros registros datam cerca de 2600 a.C., documentando o uso de 

aproximadamente  1000 substâncias derivadas de plantas, incluindo os óleos 

de espécies de Cedrus (cedro), Cupressus sempevirens (cipreste), Glycyrrhiza 

glabra (alcaçuz), espécies de Commiphora (mirra) e Papaver somniferum (suco 

de papoula), sendo que algumas  são utilizadas até os dias de hoje para o 

tratamento de doenças que vão desde tosses e resfriados à infecções 

parasitárias e inflamação (CRAGG & NEWMAN, 2013). 

Diversas substâncias foram isoladas ou desenvolvidas a partir de 

produtos naturais para serem utilizadas no tratamento de diversas doenças, 

podendo relatar como exemplos: a galegine (1) de Galega officinalis L., que foi 

o modelo para a síntese de metformina (2) e outros fármacos antidiabéticos; a 

quinina (3), isolada da casca de espécies Cinchona (por exemplo, C. 

officinalis), a qual formou a base para a síntese dos fármacos antimaláricos 

mais utilizados, cloroquina (4) e mefloquina (5); a efedrina (6), isolada de 

Ephedra sinica, sendo a base para a síntese dos agentes anti-asmáticos 

salbutamol (7) e salmeterol (8); o anticancerígeno, 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 início de uma nova era na medicina, "a Idade do Ouro de 

antibióticos"; e as avermectinas (11), anti-helmínticos e antiparasitários, 

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 fármacos. 
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1.2 -  Aspectos Gerais e a Química das Plantas Medicinais 
 

As plantas medicinais são utilizadas por diferentes populações, 

desempenhando um papel essencial nos cuidados de saúde, principalmente 

nos países mais pobres (ZHANG, et al., 2013), onde a ingestão de ervas e 

folhas na busca pelo alívio e cura de doenças se torna cada vez mais comum 

(VIEGAS-JUNIOR, et al., 2006). A valorização das plantas medicinais 

ocasionou um crescimento na procura de informações comprovadas 

cientificamente sobre a segurança e eficácia terapêutica destas plantas, 

incentivando as pesquisas na área (SILVA, et al., 2010; NIERO, et al., 2003). 

Os produtos naturais têm sido a maior fonte de diversidade 

química para iniciar a condução de descobertas terapêuticas ao longo do último 

século. Historicamente, as companhias farmacêuticas têm utilizado extratos 

brutos de plantas para produzir formulações terapêuticas, porém no século XX, 

com o avanço das técnicas de isolamento e purificação, formulações de 

fármacos com compostos bastante purificados tornaram-se mais típicas 

(TIWARI & MISHRA, 2011). 

De acordo com os dados do FDA (Food and Drug Administration), 

do total de novas substâncias ativas (NAS – New Active Substances, 

conhecidas também por NCEs – New Chemical Entities) registradas nos 

últimos 30 anos (de 01/01/1981 a 31/12/2010), cerca de 6% são produtos 

naturais. Na FIGURA 1.2, é possível observar que os produtos naturais ainda 

são ou estão envolvidos em aproximadamente 50% das NAS aprovadas pelo 

FDA (NEWMAN & CRAGG, 2012). 
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FIGURA 1.2: Fonte de NAS aprovadas pelo FDA (total=1355) 
N: produtos naturais; NB: produtos naturais “botânicos” (no geral estes têm sido 

aprovados recentemente); ND: derivado de um produto natural e é usualmente uma 

modificação semissintética; S: fármaco totalmente sintético, geralmente baseado por 

screening/modificação de um agente existente; S*: criado por síntese total, mas de 

farmacofórico ou imitação 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 terapêutico médico, mostrando assim a importância do incentivo às 

pesquisas para descoberta de novos fármacos (FIGURA 1.3). Embora se tenha 

um grande avanço tecnológico, tem-se também uma maior rigidez nas normas 

e legislações para a aprovação e liberação de um novo fármaco no mercado, 

tornando os atuais números de novos fármacos menores que no passado. 

Entretanto, um ponto motivador para a química de produtos naturais, é 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: Número de novos fármacos aprovados por ano. 
Fonte: (NEWMAN & CRAGG, 2012) 

FIGURA 1.4: (a) Total de Novas Substâncias Ativas (NSAs). (b) Porcentagem 
de N/NB/ND aprovados por ano (período1981 – 2010). 
Fonte: (NEWMAN & CRAGG, 2012) 
 

(b) PORCENTAGEM N/NB/ND 

TOTAL (a) 
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Muitas das atividades biológicas de uma planta estão 

relacionadas aos seus metabólitos constituintes, sendo eles primários e 

secundários. Os metabólitos secundários não estão diretamente envolvidos em 

seu crescimento, desenvolvimento e reprodução, mas têm funções importantes 

na defesa e sinalização da planta, ou servem como pigmentos ou fragrâncias. 

Estes podem variar de espécie para espécie e compreendem um conjunto 

diversificado de estruturas químicas complexas (MARIENHAGEN & BOTT, 

2013). 

Considerando que a diversidade molecular está diretamente 

relacionada a cada espécie vegetal, as plantas podem ser consideradas fontes 

promissoras na busca de novos fármacos mais eficazes e específicos. Como o 

Brasil é um país com uma grande biodiversidade, e poucas das espécies foram 

estudadas, o fortalecimento da pesquisa em química de produtos naturais se 

torna inevitável (NIERO, et al., 2003). 

 

1.3 - A Biodiversidade Brasileira 
 

O Brasil é um país de proporção continental, ocupando quase a 

metade do território da América do Sul, o que equivale a 8,5 milhões km2. 

Apresenta diferentes zonas climáticas, como: trópico úmido no Norte, semi-

árido no Nordeste e áreas temperadas no Sul. Consequentemente, toda essa 

variação climática faz do Brasil um país com grandes variações ecológicas, 

formando distintos biomas (FIGURA 1.5), sendo eles: Floresta Amazônica, 

Pantanal, Cerrado, Caatinga, Pampas e Mata Atlântica. Além disso, o Brasil 

possui uma costa marinha de 3,5 milhões km², que inclui ecossistemas como 

recifes de corais, dunas, manguezais, lagoas, estuários e pântanos 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2013). 
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FIGURA 1.5: Representação geográfica dos biomas brasileiros. 

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

 

Edu Lobo, Augusto Boal e Gianfrancesco Guarnieri, já traduziam 

nos versos da canção “Embolada das dádivas da natureza”, a grande riqueza 

em biodiversidade de nosso país (BERLINCK, 2012): 

 
De toda forma e qualidade tem  

oi tem pindoba, embiriba e sapucaia  

tem titara, catulé, ouricurí  

tem sucupira, sapucais, putumujú  

teu pau-de-santo, tem pau d'arco, tem tatajubá  

sapucarana, canzenzé, maçaranduba  

tem louro paraíba e tem pininga 

Pare meu irmão  

de falar em tanta mata  

com tanta planta eu não sei o que fazer  

mas diga lá se tem bicho pra comer  

se tem bicho pra comer. se tem bicho pra comer 

(...) 

 

O Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta, traduzindo em 

aproximadamente 20% do número total de espécies da Terra (COSTA, et al., 

2012; OLIVEIRA, et al., 2012). Isso se reflete na grande variedade de biomas, 

os quais possuem uma enorme riqueza de fauna e flora, apresentando muitas 

espécies endêmicas e diversas plantas de importância econômica mundial 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2013). 
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1.3.1 - O bioma Cerrado 
 

Representando o segundo maior bioma brasileiro (RIBEIRO, et 

al., 2011), o Cerrado ocupa uma área de aproximadamente 2 milhões de  km2 

(SANTOS, et al., 2012; BATALHA, et al., 2011), cerca de 22% do território 

nacional. A sua área contínua abrange diversos estados brasileiros, como 

Goiás, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, 

Maranhão, Piauí, Rondônia, Paraná, São Paulo e Distrito Federal, além dos 

encraves no Amapá, Roraima e Amazonas (MINISTÉRIO DO MEIO 

AMBIENTE, 2013).  

Constituído por uma vegetação heterogênea, o Cerrado se divide 

em diferentes fisionomias, variando desde campos (formados por pastagens), 

ao típico cerrado sensu stricto (constituído por gramas, sub-bosque, árvores e 

arbustos com 8 a 10 metros de altura) e ao Cerradão (formação florestal com 

árvores 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 já 

catalogadas e apresentando extrema abundância de espécies endêmicas 

(ABREU, et al., 2011). Além dos aspectos ambientais, o Cerrado tem grande 

importância social, onde muitas comunidades locais sobrevivem de seus 

recursos naturais, especialmente utilizando espécies vegetais com finalidade 

medicinal para tratamento de várias doenças (ALBERNAZ, et al., 2010). 

Muitos de seus frutos são comestíveis, onde alguns são 

regularmente consumidos e comercializados nos centros urbanos, como os 

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 barú (Dipteryx alata) (FIGURA 1.6) (MINISTÉRIO 

DO MEIO AMBIENTE, 2013). 

 



9 
 

 
FIGURA 1.6: Alguns frutos do Cerrado que são 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 extinção para inúmeras 

espécies de plantas e animais. Estima-se que 20% das espécies nativas e 

endêmicas já não ocorram em áreas protegidas. Depois da Mata Atlântica, o 

Cerrado é o bioma brasileiro que mais sofreu alterações com a ocupação 

humana, sendo alvo de desmatamentos, queimadas e exploração ilegal 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2013). 

Apesar do reconhecimento de sua importância biológica, esses 

fatores mencionados anteriormente listam o Cerrado como um hotspot de 

biodiversidade mundial (FIGURA 1.7), ou seja, um reservatório regional 

construído com a intenção de conservar as espécies endêmicas (AID-N, 2013). 

Apenas 2,9% de sua área encontram-se sobre status de proteção integral 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2013), e 48,4% de sua área original já foi 

desmatada (IBGE, 2010). 

 

buriti mangaba cagaita 

bacupari cajuzinho do cerrado araticum baru 

pequi 
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FIGURA 1.7: Áreas consideradas hotspots mundiais. 

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

 

1.4  - Família Malpighiaceae e o Gênero Byrsonima 
 

A família Malpighiaceae é considerada uma das predominantes 

na flora dos cerrados (SOUTO & OLIVEIRA, 2005), compreendendo 71 

gêneros e 1.250 espécies, composta por árvores, arbustos e lianas (VALLILO, 

et al., 2007) e que se distribuem em regiões tropicais e subtropicais. Diversas 

espécies dessa família são utilizadas pelas populações de vários países com 

fins medicinais (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011). 

Como exemplo, as espécies do gênero Banisteriopsis, de ampla 

ocorrência na região amazônica, são bastante utilizadas em rituais indígenas 

devido aos efeitos alucinógenos e narcóticos causados pela presença de 

alcaloides carbolínicos (MENDES, et al., 1999). Outras espécies muito 

utilizadas são aquelas pertencentes ao gênero Malpighia, as quais produzem 

frutos saborosos apreciados pela culinária brasileira, sendo altamente 

consumidos devido ao valor nutricional e riqueza em ácido ascórbico (Vitamina 

C) (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011). 

A constituição química da família Malpighiaceae compreende 

metabólitos que variam entre alcaloides carbolínicos, bases indólicas simples, 

fenilpropanoides, flavonoides, triterpenos e polissacarídeos (SIMPLICIO & 

PEREIRA, 2011).  
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O gênero Byrsonima, pertencente à família Malpighiaceae, é 

amplamente distribuído na América tropical (ORLANDI, et al., 2011), sendo um 

dos maiores e também o mais estudado dentro da família, totalizando 

aproximadamente 150 espécies (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011). No Brasil, 

encontram-se cerca de 50% das espécies distribuídas nas regiões Norte, 

Nordeste, Central, e em áreas de cerrado da região Sudeste do Brasil 

(SIMPLICIO & PEREIRA, 2011; MICHELIN, et al., 2008). 

As espécies do gênero são 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 ocorrência. Assim, são conhecidos 

como “murici branco”, “murici amarelo”, “murici vermelho”, “murici da chapada”, 

“murici do brejo”, “murici da mata”, entre outros. Seus frutos são apreciados 

para o preparo de doces e bebidas e sua madeira é bastante utilizada na 

construção civil,  sendo que já foi muito empregada no tingimento de tecidos 

por apresentar riqueza em taninos (SANNOMIYA, 2005). 

Em diversas regiões do país espécies deste gênero possuem 

utilização popular como medicamento, o que levou a investigações que 

mostraram resultados positivos para ações contra micro-organismos, bactérias, 

protozoários e fungos implicados na etiologia de doenças gastrointestinais e de 

pele (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011; MICHELIN, et al.., 2008; SANNOMIYA, et 

al., 2007; SANNOMIYA, et al., 2005). Há relatos de outras atividades biológicas 

como antiespasmogênica, imunoestimuladora, antiinflamatoria, anti-

hemorrágica, antiglicemiante, anti-hiperlipidêmica, antidiarreica e antioxidante 

(SIMPLICIO & PEREIRA, 2011; MICHELIN, et al., 2008). 

A investigação química de espécies pertencentes a este gênero 

resultou no isolamento de esteroides, triterpenos, sulfonoglicolipídios 

(MICHELIN, et al., 2008; SANNOMIYA, et al., 2007), flavonoides, destacando 

seus heterosídeos, flavanonas, biflavonoides, catequinas, epicatequinas, 

proantocianidinas, além de derivados do ácido gálico e ácido quínico, e 

aminoácidos (SIMPLICIO & PEREIRA, 2011). O artigo de revisão de Simplicio 

e Pereira (2011), mostra um panorama das substâncias isoladas em espécies 

do gênero Byrsonima (TABELA 1.1 – FIGURAS 1.8, 1.9 e 1.10). 
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TABELA 1.1: Substâncias isoladas em espécies do gênero Byrsonima. 

Espécie Substâncias isoladas 

B. coccolobifolia*

quercetina (12), quercetina-3-O-α-L-ramnopiranosídeo (13), quercetina-3-O-α-L-ramnopiranosil-(1→6)-β-D-

galactopiranosídeo (14), quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (guaijaverina) (15), kaempferol (16), 
kaempferol-3-O-α-L-ramnopiranosídeo (17), (+)-catequina (18), (-)-epicatequina (19),  ácido gálico (20), galato 

de metila (21), 2,7-diidroxixantona (22). 

B. basibola quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (guaijaverina) (15), (+)-catequina (18). 

B. crassa 

quercetina (12), quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (guaijaverina) (15), (+)-catequina (18), galato de (-)-

epigalocatequina (23), friedelina (24), ácido 3-O-galoil-quínico (25), ácido 3,4-O-digaloil-quínico (26), ácido 

1,3,4,5-O-tetragaloil-quínico (27). 

B. crassifolia 

quercetina (12), quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (guaijaverina) (15), (+)-catequina (18), 3-O-galoil-(+)-

epicatequina (28), (+)-epicatequina-[4α→8]-(+)-epicatequina (29), 3-O-galoil-(+)-epicatequina-[4α→8]-3-O-

galoil-(+)-epicatequina-[4α→8]-(+)-epicatequina (30), (+)-epicatequina-[4α→6]-(+)-epicatequina (31), 
ursanaldeído (32), ácido 2-α-hidroxi-oleanólico (33), 2-β-hidroxi-lupeol (34), betulina (35), β-sitosterol (36), 1,2-

di-O-tetradecanoil-3-O-(6-sulfo-α-D-quinovopiranosil)-glicerol (37), 1,2-di-O-(8-hexadecenoil)-3-O-(β-D-

glicopiranosil)-glicerol (38). 

B. intermedia 

quercetina (12), quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (guaijaverina) (15), ácido gálico (20), amentoflavona 

(39), 1,2-benzenodiol (catecol, pirocatecol, pirocatequina) (40), ácido (3R,7R)-3,7-diacetoxi-docosanoico (ácido 

birsônico) (41). 
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B. verbascifolia 
quercetina (12), quercetina-3-O-α-L-arabinopiranosídeo (guaijaverina) (15), friedelina (24), β-sitosterol (36), 
ácido ursólico (42), ácido 3-O-acetil-oleanólico (43). 

B. microphylla 

quercetina (12), betulina (35), (2S,3S)-3’-hidroxi-5,7,4’-trimetoxi-flavan-3-ol (44), ∆¹-lupenona (45), estearato de 

24-hidroxi-urs-12-enila (46), estearato de 24-hidroxi-olean-12-enila (47), ácido 3β,2α-di-hidroxi-urs-12-en-28-

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*,10αR*)-2,8-di-hidroxi-6-metoxi-1,1,7-trimetil-2,3,10,10α-

tetra-hidro-1-H-fenatreno-9-ona (51). 

B. variabilis 3-O-β-D-glucopiranosil-3’,4’,5,7 – tetra-hidroxiflavanona (52), 3’,4’,5,7-tetra-hidroxiflavanona (53). 

B. fagifolia 
ácido gálico (20), ácido 3-O-galoil-quínico (25), ácido 3,4-O-digaloil-quínico (26), ácido 1,3,4,5-O-tetragaloil-

quínico (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 gênero Byrsonima. 
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FIGURA 1.9: Terpenoides e esteroide isolados do gênero Byrsonima. 
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FIGURA 1.10: Derivados do ácido gálico e ácido quínico, e outras substâncias 

isoladas do gênero Byrsonima. 
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A espécie Byrsonima coccolobifolia Kunth. (FIGURA 1.11) ocorre 

frequentemente em áreas de vegetação aberta da América do Sul, havendo 

registros de sua ocorrência na Bolívia, Venezuela,  República Cooperativa da 

Guiana e em diversas regiões 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 biológicas como antibacteriana frente à Bacillus cereus, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, e atividade moluscicida 

frente à Biomphalaria glabrata (ALVES, et al., 2000). Há também registros de 

seu uso no tratamento de diarreia. Do ponto de vista químico, são encontrados 

nessa espécie, metabólitos da classe dos flavonoides, terpenoides, cumarinas, 

saponinas e taninos (TABELA 1.1) (CECÍLIO, et al., 2012).  

 

1.5 - Família Myrtaceae e o Gênero Eugenia 
 

A família Myrtaceae encontra-se distribuída em regiões tropicais e 

subtropicais (STEFANELLO, et al., 2011), sendo divididas em duas 

subfamílias: Myrtoidea, de ampla ocorrência na América tropical, que inclui 

gêneros como Myrtus (murta), Psidium (goiaba), Pimenta (malagueta), Eugenia 

(cagaita, jambo), Pseudocaryophyllus, Campomanesia (guabiroba), Syzygium 

(cravo-da-Índia), entre outros; e Leptospermoideae, que ocorre principalmente 

na Austrália, Malásia e Polinésia, abrangendo gêneros 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 família possui cerca de 140 gêneros 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).  É uma das mais 

importantes famílias, produzindo frutos com aromas agradáveis e sabores 

raros, como exemplos goiaba, araçá, guabiroba, pitanga e jabuticaba. 

Vários membros dessa família são utilizados na medicina popular 

no tratamento de diarreia e outras desordens intestinais (STEFANELLO, et al., 

2011), infecções estomacais e na garganta (ISHIKAWA, et al., 2008), e 

diabetes (HU, et al., 2012). Há relatos de outras atividades como 

antimicrobiana, antioxidante, antirreumática e anti-inflamatória. Quanto à 

composição química descreve-se a presença de terpenoides, flavonoides, 

taninos, derivados fenólicos e óleos essenciais (LAGO, et al., 2011). 

O gênero Eugenia, um dos mais importantes da família 

Myrtaceae, abrange cerca de 500 espécies, das quais 400 encontram-se 

distribuídas pelo Brasil (OLIVEIRA, et al., 2005). Está difundido pela América 

do Sul e Central, desempenhando importantes papéis ecológicos em florestas 

tropicais. (NAKAMURA, et al., 2010). É um gênero rico em óleos essenciais, os 

quais apresentam diversas atividades biológicas, como atividade 

antibacteriana, antifúngica, anti-inflamatória e citotóxica. Os óleos apresentam 

majoritariamente compostos das classes dos sesquiterpenos, monoterpenos e 

fenilpropanoides (LAGO, et al., 2011). 

No geral, as espécies do gênero Eugenia apresentam atividade 

hipoglicemiante, anti-hiperlipidêmica (QI, et al., 2010; SHARMA, et al., 2006; 

PEPATO, et al., 2005), antibacteriana, antiviral, anti-inflamatória, analgésica, 

antipirética e antifúngica. São utilizadas no tratamento de úlcera (SINGH, et al., 

2012), artrite (COLLA, et al., 2012) e reumatismo (KALA, et al., 2012). Algumas 

espécies também são empregadas no tratamento dentário como antisséptico e 

analgésico, onde o óleo é aplicado sobre a gengiva para tratar dores de dentes 

(HALDER, et al., 2012). 

Menos de 10 % das espécies desse gênero foram estudadas 

quimicamente e biologicamente (GILIOLI, et al., 2010), sendo que os 

compostos que mais se destacam nas espécies são flavonoides, terpenoides, 
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ácidos fenólicos e elagiotaninos (REYNERTSON, et al., 2008). A TABELA 1.2 e 

as FIGURA 1.12, 1.13 e 1.14 mostram algumas substâncias isoladas de 

espécies do gênero Eugenia. 
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TABELA 1.2: Substâncias isoladas de espécies do gênero Eugenia. 

Espécie Substâncias isoladas Referências 

E. axillaris 

E. choapamensis

E. papillosa 

E. uniflora 

miricetina (56), quercetina (57), kaempferol (58), isoramnetina (59). HARON, et al., 1992 

E. caryophyllata 

ramnetina (60), eugenina (61), eugenitina (62), isobiflorina (63), biflorina (64), 
ácido oleanólico (65), ácido ursólico (66), stigmasterol (67), campesterol (68), 
ácido betulínico (69), ácido galotânico (70). 

SINGH, et al., 2012 

AISHA, et al., 2012 

ZHANG & CHEN, 1997 

E. brasiliensis kaempferol (58), cianidina 3-glucosideo (71), delfinidina 3-glucosideo (72). REYNERTSON, et al., 2008 

E. jambos 

miricetina (56), mearnsetina (73), mearnsitrina (74), miricitrina (75), quercetina-3-

O-β-D-xilopiranosil (76), miricetina-3-O-β-D-xilopiranosil (77), ácido gálico (78), 1-

O-galoil castalagina (79), casuarinina (80), rutina (81), ácido cinâmico (82). 

SHODH GANGA, 2013 

YANG et al., 2000 

GILIOLI, 2010 

REYNERTSON, et al., 2008 

E. jambolana 

miricetina (56), quercetina (57), kaempferol (58),  miricitrina (75), ácido oleanólico 

(65), ácido gálico (78), antocianina (83), petunidina (84), malvidina (85), 
delfinidina (86), β-amirina (87), ácido cafeico (88), ácido ferúlico (89), ácido 

elágico (90). 

BALIGA, et al., 2011 

E. aquea 
cianidina-3-glucosideo (72), miricitrina (75), europetin-3-O-α-L-ramnosideo (91), 
4-hidroxibenzaldeido (92), floretina (93), mirigalona-G (94), mirigalona-B (95). 

MANAHARAN, et al., 2013 

LOWRY, 1976 
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E. sandwicensis 

ácido betulínico (69), ácido 3β-cis-p-cumaroiloxi-2α,23-diidroxiolean-12-en-28-

óico (96), ácido 3β-trans-p-coumaroiloxi-2α,23-diidroxiolean-12-en-28-óico (97), 
ácido 23-trans-p-cumaroiloxi-2α,3β-diidroxiolean-12-en-28-óico (98), 
hederagenina (99), ácido maslínico (100), ácido alfitólico (101), ácido 2α,3α-

diidroxilup-20(29)-en-28-óico (102), ácido 3β,23-diidroxilup-20(29)-en-28-óico 

(103), β-sitosteril 3-O-β-D-glucopiranosídeo (104). 

GU et al., 2001 

E. umbelliflora 

ácido betulínico (69), cianidina-3-glucosideo (71), delfinidina-3-O-β-

glucopiranosídeo (72), beta-amirina (87), petunidina-3-O-β-glucopiranosídeo 

(105), pelargonidina-3-O-β-glucopiranosídeo (106), peonidina-3-O-β-

glucopiranosídeo (107), malvidina-3-O-β-glucopiranosídeo (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), 
ácido gálico (78), ácido elágico (90), malvidina-3,5-diglucosideo (112), quercitrina 

(quercetina 3-ramnosideo) (113), (+)-catequina (114), ácido 3-acetil ursólico 

(115),  ácido 3-O-metilelagico (116), ácido 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 aromáticos isolados em espécies do gênero Eugenia. 
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FIGURA 1.13: Taninos e outros derivados aromáticos isolados em espécies do gênero Eugenia. 



24 
 

R4

R3

R1
R

R5

2  

65: R1 = OH; R2 = R3 = CH3; R4 = COOH; R5 = H 
87: R1 = OH; R2 = R3 = R4 = CH3; R5 = H 
96: R1 = trans-p-cumaroiloxi; R2 = CH3; R3 = CH2OH; R4 = COOH; R5 = OH 
97: R1 = cis-p-cumaroiloxi; R2 = CH3; R3 = CH2OH; R4 = COOH; R5 = OH 
98: R1 = R5 = OH; R2 = CH3; R3 = trans-p-cumaroiloxi; R4 = COOH 
99: R1 = OH; R2 = CH3; R3 = CH2OH; R4 = COOH; R5 = H 
100: R1 = R5 = OH; R2 = CH3; R3 = CH2OH; R4 = COOH 

HO

O

O

 
trans-p-cumaroiloxi 

HO

O
O

 
cis-p-cumaroiloxi 

 

R4

R3

R1
R2

RO

H

H H

22

23

 

R4

R1O
R R3

R5

2

66: R1 = OH; R2 = R3 = CH3; R4 = COOH 
109: R1 = OH; R2 = R3 = R4 = CH3 

115: R1 = OCOCH3; R2 = R3 = CH3; R4 = COOH 

67: R = H; ∆22,23 
68: R = H; 22,23-diidro 
104: R = O-glucose; 22,23-diidro 

69: R1 = R5 = H; R2 = R3 = CH3; R4 = COOH 
101: R1 = H; R2 = R3 = CH3; R4 = COOH; R5 = OH 
102: R1 = H(β); R2 = R3 = CH3; R4 = COOH; R5 = OH 
103: R1 = R5 = H; R2 = CH3; R3 = CH2OH; R4 = COOH 
110: R1 = R5 = H; R2 = R3= CH3; R4 = CH2OH 
111: R1 = H(α); R2 = R3= CH3; R4 = COOH; R5 = OH 

 
FIGURA 1.14: Terpenoides e esteroides isolados em espécies do gênero Eugenia.
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Eugenia malaccensis L. (Myrtaceae) é uma espécie de origem 

sudeste asiática e apresenta diversas sinonímias (LORENZI, 2003), sendo a 

mais utilizada: Syzygium malaccense Merr. & Perry (TABELA 1.3 - FIGURA 

1.15). É conhecida popularmente no Brasil como “jambo vermelho”, “jambo 

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

FIGURA 1.15: Árvore, flores e frutos da espécie E. malaccensis.  
(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: Relação de sinonímias para a espécie E. malaccensis. 

Espécie Sinonímias 

Eugenia malaccensis L. 

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

 

 Esta espécie é utilizada como planta medicinal, principalmente 

por populações carentes em diversos países (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 são empregadas no 

tratamento de processos inflamatórios, febre, coceira, diabetes, catarro no 
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pulmão, dores de cabeça, 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, furúnculos, feridas, úlceras de pele e infecções da boca e 

garganta (DUNSTAN, et al., 1997), doenças venéreas, tuberculose, doenças do 

aparelho digestivo (LOCHER, et al., 1995), banho em bebês como forma de 

imunidade (RUYSSCHAERT, et al., 2009), ciguatera (BRADACS, et al., 2011; 

BOURDY, et al., 1992), doença respiratória (ABBOTT, et al., 1985) e contra o 

vírus HIV-1 (LOCHER, et al., 1996). 

Estudos químicos de E. malaccensis relatam o isolamento 

terpenoides, flavonoides, derivados do ácido gálico, ácido elágico, 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 Terapêuticos 
 

Com os grandes avanços tecnológicos e científicos em cultura de 

células, técnicas de extração e identificação estrutural, processos de triagem, 

genética, bioquímica de proteínas, biologia estrutural e química sintética, há 

uma convergência para se criar um futuro promissor entre química e o 

desenvolvimento de novos fármacos. A descoberta de novos agentes 

terapêuticos inicia-se pela busca de uma molécula que apresente uma 

propriedade biológica: composto bioativo. O uso de receptores específicos 

como enzimas alvo, através de ensaios bioquímicos, representa uma ótima 

estratégia na identificação de substâncias bioativas, como inibidores 

enzimáticos (ROUHI, 2003).  

As enzimas são alvos biológicos extremamente importantes para 

o planejamento de novos fármacos, devido principalmente ao seu papel 

essencial em inúmeras vias bioquímicas associadas a desordens e doenças 

em humanos. Outros atrativos são a sua fácil obtenção, adequação para 

ensaios biológicos e versatilidade na elaboração de coleções dirigida de 

compostos (COPELAND, 2005).  
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Completado o genoma humano, 11 catepsinas foram descritas e 

estão relativamente bem caracterizadas: B, H, L, S, C, K, O, F, V, X e W 

(TURK, et al., 2012). Além da função normal de degradar aleatoriamente 

proteínas dentro do lisossomo, estas enzimas estão envolvidas em processos 

seletivamente controlados e foram associadas a diferentes processos 

patológicos, despertando grande interesse das indústrias farmacêuticas 

(KUESTER et al., 2008; COLBERT, et al., 2009). Ficou demonstrado que 

muitas destas enzimas não são estritamente encontradas nos lisossomos, 

podendo acumular-se em diferentes organelas e participar de processos 

celulares mais especializados levando a processos patológicos como, 

progressão de tumores malignos (SLOANE et al., 1994; KOS & LAH, 1998; 

REPNIK, et al., 2012; KIM, et al., 2013), distrofia muscular (KOMINAMI et al., 

1997), doença de Alzheimer (CATALDO & NIXON, 1990), osteoporose 

(YASUDA et al., 2005), processos inflamatórios, como periodontia, 

aterosclerose, artrite reumatóide, pancreatite e gastrite (KUESTER et al., 2008; 

NOVINEC, et al., 2012). 

As catepsinas K e V apresentam uma potente atividade 

elastolítica (YASUDA et al., 2004) estando associadas a formação de placas 

ateroscleróticas (SEVERINO, et al., 2011; QIN, et al., 2011; LAFARGE, et al., 

2010; LUTGENS et al., 2007). Em articulações com artrite reumatoide é 

observado na maioria das células epiteliais e nos fibroblastos sinoviais uma alta 

expressão de catepsina K (TURK, et al., 2012). Por apresentar uma função 

específica na reabsorção óssea, foi demonstrado que a deficiência da 

catepsina K leva a picnodisostose, uma displasia óssea caracterizada pelo 

endurecimento e fragilidade dos ossos (BRIX, et al., 2008; LUTGENS et al., 

2007; GELB et al., 1996). Outros estudos revelaram aumento da expressão da 

catepsina L em diferentes tipos de câncer humano, incluindo melanoma e 

carcinomas de pulmão, cólon, próstata e mama (KUESTER, et al., 2008). 

Estudos in vivo sugerem que devido à catepsina L estar ligada a manutenção 

do sistema nervoso central, sua distribuição anormal e autofagia, podem ser 

responsáveis pela ativação de uma cascata de eventos patógenos levando 

assim ao desenvolvimento da doença 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 biológico para a 

possível identificação de inibidores isolados de plantas. 
 

2 - OBJETIVOS 
 

Esse trabalho tem como objetivo o estudo químico de alguns 

extratos de Byrsonima coccolobifolia Kunth. (Malpighiaceae) e Eugenia 

malaccensis L. (Myrtaceae), visando à avaliação biológica das espécies 

estudadas frente à catepsinas. Como objetivos específicos: 

 

• Realizar o estudo químico dos extratos etanólicos de B. coccolobifolia 

(raízes) e E. malaccensis (folhas); 

 

• Isolar e identificar metabólitos secundários presentes nos extratos 

vegetais; 

 

• Avaliar o potencial de inibição enzimática dos extratos etanólicos e 

partições de E. malaccensis e B. coccolobifolia frente as catepsinas K, V 

e L; 

 

• Avaliar alguns dos metabólitos isolados frente às catepsinas K, V e L. 
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
 

3.1 – Materiais 
 

3.1.1 - 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: clorofórmio, metanol e acetona, marcas Sigma Aldrich e 

Merck. 

 

3.1.2 - Suporte para cromatografia 

 

• Cromatografia em Coluna (CC): Sephadex LH-20, marca Sigma e 

sílica gel (70-230 mesh e 230-400 mesh, denominadas respectivamente 

sílica comum e sílica flash), marca Macherey-Nagel.  

• Cromatografia em camada delgada (CCD): sílica gel com F245, φ = 

0,2 mm em folhas de alumínio (20 x 20 cm), das marcas Whatman e 

Fluka. 

 

3.1.3 - Reveladores empregados 
 

• Solução de vanilina em ácido sulfúrico preparada a partir de 3,0 g de 

vanilina dissolvidas em solução contendo 135 mL de H2O destilada, 135 

mL de MeOH e 30 mL de H2SO4 (concentrado); 

• Câmara de luz ultravioleta com irradiação de luz no comprimento de 

onda de 254 e 365 nm. 

 

3.2 - Equipamentos 
 

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

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

 
3.2.2 - Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência 
 

• Sistema Analítico: Equipamento da marca Agilent, modelo 1260 Infinity, 

bomba quaternária, com detector de arranjo de diodos (DAD), equipado 

com coluna LUNA C-18 (100 Å e 10 µm – 150 x 4,6 mm), injetor manual 

e software EZChrom Edition. 

• Sistema Preparativo/Semi-Preparativo: Equipamento da marca 

Agilent, modelo 1260 Infinity, bomba preparativa com extensão 

gradiente, com detector de múltiplos comprimentos de onda (MWD), 

equipado com coluna LUNA C-18 (100 Å e 10 µm – 250 x 7,0 mm), 

injetor manual e software Chem Station. 

 

3.2.3 - Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear 
 

• Bruker, DRX 400: Experimentos realizados em colaboração com o Prof. 

Dr. Antônio Gilberto Ferreira, Departamento de Química, UFSCar, São 

Carlos – SP. 

• Bruker, Avance III 500: Experimentos realizados em colaboração com o 

Prof. Dr. Luciano Morais Lião, Instituto de Química, Universidade Federal 

de Goiás, Goiânia – GO. 
 

3.2.4 - Cromatógrafo Gasoso acoplado ao Espectrômetro de Massas 
 

• Agilent, modelo 7820 A – Series MSD 5975, equipado com coluna HP-5 

MS (30 m x 250 µm e filme 0,25 µm) e ionização por impacto eletrônico 

(70 eV). 
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3.3 - Coleta e Identificação dos Materiais Vegetais 
 

A espécie B. coccolobifolia foi coletada no Cerrado do centro-

oeste brasileiro, na região do Distrito Federal (DF 480, lote 01, SMA – 

Gama/DF) no dia 14 de dezembro de 2010. A espécie E. malaccensis foi 

coletada nas dependências da Universidade Federal de Goiás, Campus 

Catalão (UFG/CAC), no município de Catalão – GO (S18°09'14.5"; 

W47°55'47.4"), em 20 de novembro de 2011. Os dados de localização 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 Ciências Biológicas – UFG/CAC, o qual realizou a identificação e a 

catalogação das espécies. A exsicata de B. coccolobifolia foi depositada no 

Herbário da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN), sob o 

número BW 6029 e E. malaccensis no Herbário do Instituto de Ciências 

Biológicas da UFG, sob o número 47918. 

 

3.4 - Preparação dos extratos vegetais e partições 
 

As diversas partes dos vegetais (raiz, folha, caule e flor) foram 

secas em estufa de circulação a 40 °C por 4 dias, posteriormente  trituradas em 

moinho e submetidas separadamente à percolação com etanol, durante três 

dias. Passados os três dias, o material foi filtrado e novamente percolado com 

etanol por mais três dias. Esse processo foi repetido três vezes. Em seguida, o 

solvente foi evaporado em evaporador rotativo de baixa pressão obtendo-se o 

extrato etanólico bruto de cada parte do vegetal. As massas das partes 

vegetais e dos extratos obtidos estão descritas na TABELA 3.1. 

Depois de preparados, cada extrato vegetal foi solubilizado em 

MeOH/H2O (3:7) e submetido a extração líquido-líquido com hexano e acetato 

de etila, repetindo o processo por três vezes. Os solventes foram evaporados 

em evaporador rotativo de baixa pressão, obtendo-se as partições em hexano, 

acetato de etila e hidroalcóolica. A TABELA 3.2 mostra as massas de cada 

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

Espécie Parte 
vegetal 

Código do 
extrato 

Massa material 
seco (g) 

Massa extrato 
bruto (g) 

Rendimento
(%) 

B. 
coccolobifolia 

Raiz BCR 650 65 10 

Caule BCC 950 88 9 

Folhas BCF 1.600 215 13 

E. 
malaccensis 

Folhas EMF 2.000 282 14 

Flores EML 2.200 68 3 

Caule EMC 1.400 50 4 

 

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

Espécie Parte vegetal Partição Código Massa partição 
(g) 

B. coccolobifolia 

Raiz 

Hex BCRH 2,45 

AcEOt BCRA 24,10 

MeOH/H2O BCRW congelado* 

Caule 

Hex BCCH 4,0* 

AcOEt BCCA 5,8* 

MeOH/H2O BCCW congelado* 

Folhas 

Hex BCFH 3,7* 

AcOEt BCFA 6,2* 

MeOH/H2O BCFW congelado* 

E. malaccensis 

Folhas 

Hex EMFH 43,00 

AcEOt EMFA 100,25 

MeOH/H2O EMFW congelado* 

Flores 

Hex EMLH 2,30 

AcEOt EMLA 11,80 

MeOH/H2O EMLW congelado* 

Caule 

Hex EMCH 6,50* 

AcEOt EMCA 7,95* 

MeOH/H2O EMCW congelado* 

* extração líquido-líquido feita com parte do extrato para realização de ensaios 

de avaliação biológica. 
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3.5 - Metodologia do estudo de B. coccolobifolia 
 

Neste trabalho foi realizado o estudo químico do extrato etanólico 

das raízes de B. coccolobifolia, através do estudo das partições líquido-líquido 

em hexano e acetato de etila. 

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

As partições BCRH e BCRA foram fracionadas em CC utilizando 

diferentes fases estacionárias e sistemas de eluentes variados. Após cada 

coluna, as frações foram submetidas à CCD e posteriormente foram agrupadas 

de acordo com a semelhança do perfil químico apresentado (FLUXOGRAMAS 

3.1, 3.2 e 3.3; TABELAS 3.3 e 3.4). Após a realização de sucessivos 

fracionamentos, as amostras que apresentaram maior grau de pureza foram 

analisadas e caracterizadas por RMN de 1H, sendo que nestas partições foi 

possível caracterizar algumas substâncias ainda em mistura (I-VI). Para 

confirmar a identificação das substâncias, as misturas foram submetidas a 

CG/EM, utilizando as seguintes condições: (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 injeção: 10 µL, 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 injeção: 10 µL, modo: split (20:1), fluxo: 1mL/min. 
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4
0,03 g

1
0,26 g

2
1,6 g

3
0,09g

5
0,03 g

BCRH
2,45 g

38-51
80,7 mg

1-7
240,2 mg

8-15
778, 3 mg

16-27
133,5 mg

27-37
65,5 mg

13-28
101,4 mg

1-2
76,1 mg

8-12
50,0 mg

3-7
141,5 mg

23-241-9 10-15 20-22
3,0 mg

16-19
5,0 mg

Substâncias I e II

Substâncias
IV, V e VI

Substância III

A

B

C

D

 
FLUXOGRAMA 3.1: Esquema de fracionamento de BCRH. 

 

TABELA 3.3: Condições cromatográficas utilizadas no estudo da partição 

BCRH. 

Condição F. E. 
h 

(cm) 
φ 

(cm) 
Sistema eluente 

A 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
11,0 5,5 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%; 

AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100% 

B 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
12,0 5,0 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (1:1); 

AcOEt 100%; MeOH 100% 

C 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
23,0 2,5 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8:2), (6:4), (1:1), (4:6), (2:8); 

AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100% 

D 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
30,0 1,7 Gradiente: Hex 100%; Hex/Dic (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (4:6), (2:8); 

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

   Legenda: F.E. = fase estacionária; h = altura da F.E.; φ = diâmetro da coluna cromatográfica.
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2-3
0,28 g

1
1,73 g

37-40
67,7 mg

6-15
42,6 mg

1-2
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Substância VII

K

17-36
186,8 mg

1-9
421,4 mg

37-40
67,7 mg

10-16
915,2 mg

6-8
11,5 mg

1-3
31,3 mg

4-5
18,0 mg

9-17
26,0 mg

15-29
32,8 mg

2-6
53,8 mg

7-14
22,4 mg

1
77,8 mg

H

1
6,0 mg

2
9,7 mg

 

FLUXOGRAMA 3.2: Esquema de fracionamento da partição BCRA.
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1
38,7 mg

16-20
11,4 mg
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4
7,0 g

1
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3
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2
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1,96 g

1-3
370 mg

4-5
2, 61 g
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E

L

M

 
FLUXOGRAMA 3.3: Continuação do esquema de fracionamento da partição BCRA. 
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TABELA 3.4: Condições cromatográficas utilizadas no estudo da partição BCRA para as frações 1 e 2. 

Condição F. E. h (cm)
φ 

(cm) 
Eluição 

E 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
15,0 5,5 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100% 

F 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
9,0 5,5 Gradiente: Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100% 

G 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
12,0 5,5 Gradiente: Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (6:4), (1:1); AcOEt 100%; MeOH 100% 

H 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
24,5 2,5 

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

AcOEt/MeOH (8:2), (1:1); MeOH 100% 

I 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
21,0 2,5 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (1:1); AcOEt 100%; MeOH 100% 

J 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
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% 

K 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
21,0 1,5 Gradiente: Hex 100%, Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (7:3), (1:1); AcOEt 100%; MeOH 100% 

L Sephadex LH-20 23,0 4,0 Isocrática: MeOH 100% 

M 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
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% 

Legenda: F.E. = fase estacionária; h = altura da F.E.; φ = diâmetro da coluna cromatográfica.
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3.6 - Metodologia do estudo de E. malaccensis 
 

Realizou-se o estudo fitoquímico do extrato etanólico das folhas 

de E. malaccensis  pelo fracionamento das partição líquido-líquido em hexano 

(EMFH) e acetato de etila (EMFA), porém da partição EMFH não foi possível 

isolar nenhuma substância. 

 

3.6.1 - Fracionamento da partição EMFA 
 

A partição EMFA foi fracionada em CC utilizando sílica gel (70 – 230 mesh) 

como fase estacionária e uma eluição gradiente com hexano, acetato de etila e 

metanol. Após análise por CCD as frações 4 e 5 foram refracionadas em CC 

utilizando-se diferentes fases móveis e estacionárias. As frações resultantes 

foram analisadas em CCD e posteriormente agrupadas de acordo com as 

semelhanças dos perfis químicos apresentados.  Para as frações polares que 

apresentaram misturas complexas, utilizou-se a técnica de CLAE para 

separação das substâncias (FLUXOGRAMA 3.4 e 3.5; TABELAS 3.5 e 3.6). 

Após análise de RMN de 1H, as frações que possuíam a substância IX foram 

reunidas para purificação em CLAE, utilizando o método descrito por Chen et 

al., 2001: (i) Sistema de eluentes: A = H2O/ácido 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. Detecção feita em 254 e 365 nm. 
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FLUXOGRAMA 3.4:  Esquema de fracionamento da partição EMFA. 
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TABELA 3.5: Condições cromatográficas utilizadas no estudo da partição EMFA. 

Condição F. E. h (cm) φ (cm) Eluição 

A’ 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
15,0 5,5 

Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%; 

AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100% 

B’ 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
10,0 5,0 

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

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

C’ 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
11,5 5,0 

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

100% 

D’ 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
9,0 4,5 

Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (7:3), (4:6); AcOEt 100%; 

AcOEt/MeOH (7:3); MeOH 100% 

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

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

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

Legenda: F.E. = fase estacionária; h = altura da F.E.; φ = diâmetro da coluna cromatográfica. 
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FLUXOGRAMA 3.5: continuação do esquema de fracionamento da fração EMFA.
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TABELA 3.6: Condições cromatográficas utilizadas no estudo da partição EMFA. 

Condição F. E. h (cm) φ (cm) Eluição 

H’ 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
12,0 5,5 

Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8:2), (1:1), (3:7); AcOEt 

100%; AcOEt/MeOH (9:1), (7:3), (1:1); MeOH 100% 

I’ 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
50,0 2,5 Isocrática: AcOEt/MeOH (2:8) 

J’ 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
27,0 2,5 

Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%; 

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

K’ 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
10,0 5,0 

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

100% 

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

M’ Sephadex LH-20 26,0 2,5 Isocrática: MeOH 100% 

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

O’ Sephadex LH-20 34,0 1,5 Isocrática: MeOH 100% 
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P’ Sephadex LH-20 30,0 2,5 Isocrática: Dic/MeOH (4:6) 

Q’ 
Sílica gel 

(70 – 230 mesh) 
10,0 5,0 

Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (1:1); AcOEt 100%; 

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

R’ 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
16,0 3,5 

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% 

S’ 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
12,0 3,0 

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

(4:6); MeOH 100% 

T’ 
Sílica gel 

 (230 – 400 mesh) 
12,0 3,0 

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

(8:2) 

U’ Sephadex LH-20 26,0 1,5 Isocrática: MeOH 100% 

Legenda: F.E. = fase estacionária; h = altura da F.E.; φ = diâmetro da coluna cromatográfica. 
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3.7 - Metodologia para os ensaios de inibição enzimática (Catepsinas K, 
V e L) 

 
Os ensaios de inibição enzimática frente às catepsinas K, V e L 

foram realizados em colaboração com o Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira, na 

Universidade Federal de São Carlos, São Carlos – SP. As catepsinas K e V 

foram cedidas pelo Prof. Dr. Dieter Brömme, da University of British Calumbia, 

Vancouver, Canadá, e a catepsina L pelo Dr. Marcio Fernando Madureira 

Alves, da Universidade Federal de São Paulo, São Paulo – SP. 

O procedimento utilizado foi descrito por Severino et al, 2011, em 

que a atividade enzimática foi quantificada utilizando um espectrofluorímetro 

Molecular Devices SpectraMax M3, onde a fluorescência foi detectada com 

excitação (λex) em 380 nm e emissão (λem) em 460 nm. Os ensaios foram 

realizados em uma placa de 96 poços de coloração preta e fundo plano, com 

volume final de 300 µL/poço, a uma temperatura de 27 °C. As enzimas (32 nM) 

foram pré-ativadas por 5 minutos com 5 mM de DTE em tampão acetato de 

sódio 100 mM, 5 mM EDTA e pH 5,5. Posteriormente foram pré-incubadas por 

mais 5 minutos com as amostras a serem testadas nas concentrações 

desejadas. Para os extratos e partições utilizaram-se duas concentrações (125 

e 50 µg/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 µM). A determinação da atividade enzimática foi 

realizada através do monitoramento contínuo e direto da hidrólise do substrato 

fluorogênico Z-FR-MCA durante 300 segundos. A FIGURA 3.1 apresenta um 

esquema geral do ensaio realizado.  

 

 
 
FIGURA 3.1: Esquema geral do ensaio enzimático. 
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1 - Substâncias Isoladas 
 

HO

α-amirina (I) 
 
Espécie: B. coccolobifolia 
Origem: BCRH e BCRA 
Massa: ≈ 2,0 g 
Observação: identificada em 
mistura com II 
Isolamento: pg 33 - 37 
Identificação estrutural: pg 49 

   

HO

β-amirina (II) 
 
Espécie: B. coccolobifolia 
Origem: BCRH e BCRA 
Massa: ≈ 2,0 g 
Observação: identificada em 
mistura com I  
Isolamento: pg 33 - 37 
Identificação estrutural: pg 49 

   

O

OH

glochidonol (III) 
 
Espécie: B. coccolobifolia 
Origem: BCRH e BCRA 
Massa: 3,0 mg  
Isolamento: pg 33 e 34 
Identificação estrutural: pg 55 
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H

H H
HO

campesterol (IV) 
 
Espécie: B. coccolobifolia 
Origem: BCRH e BCRA 
Massa: 43,0 mg 
Observação: identificada em 
mistura com V e VI 
Isolamento: pg 33, 34 e 36 
Identificação estrutural: pg 63 

   

H

H H
HO

stigmasterol (V) 
 
Espécie: B. coccolobifolia 
Origem: BCRH e BCRA 
Massa: 43,0 mg 
Observação: identificada em 
mistura com IV e VI 
Isolamento: pg 33, 34 e 36 
Identificação estrutural: pg 63 

   

H

H H
HO

β-sitosterol (VI) 
 
Espécie: B. coccolobifolia 
Origem: BCRH e BCRA 
Massa: 43,0 mg 
Observação: identificada em 
mistura com IV e V 
Isolamento: pg 33, 34 e 36 
Identificação estrutural: pg 63 

HO

COOH

ácido oleanólico (VII) 
 
Espécie: B. coccolobifolia 
Origem: BCRA 
Massa: 2,0 mg 
Isolamento: pg 33 e 36 
Identificação estrutural: pg 70 
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OHO

OH

OH

OCH3

OH

O

OH

mearnsetina (VIII) 
 
Espécie: E. malaccensis 
Origem: BCRA 
Massa: 12,0 mg 
Isolamento: pg 39 e 42 
Identificação estrutural: pg 73 

   

OHO

OH

OH

OCH3

OH

O

O O

OH
OH

OH

mearnsitrina (IX) 
 
Espécie: E. malaccensis 
Origem: BCRA 
Massa: 40,0 mg 
Isolamento: pg 39, 40 e 42 
Identificação estrutural: pg 76 

 
 
4.2 - Determinação estrutural das substâncias isoladas de B. 

coccolobifolia 
 
4.2.1 - Mistura dos terpenoides α-amirina (I) e β-amirina (II) 
 

A mistura de 1,9 g dos terpenoides α-amirina (I) e β-amirina (II) foi 

isolada da espécie B. coccolobifolia, tanto da partição em acetato de etila 

quanto da partição em hexano e apresentou-se na forma de cristais brancos. 

Em CCD, quando revelada em solução ácida de vanilina, manchas de 

coloração roxa foram observadas. Esta amostra foi submetida à análise  por 

CG/EM e RMN de 1H. 

Os dados de RMN de 1H (TABELA 4.1; FIGURA 4.1) mostra 

informações importantes para a identificação desta mistura de triterpenos. No 

espectro foi observado, a presença de dois tripletos em δ 5,20 (t, J = 3,5 Hz) e 

5,15 (t, J = 3,5 Hz), característicos de hidrogênios olefínicos. Em comparação 

com a literatura, sugere-se que estes sinais δ 5,20 e 5,15 são característicos 

dos hidrogênios H-12 em urseno (α-amirina) e oleaneno (β-amirina), 

respectivamente (VIEIRA-JUNIOR et al., 2005; SOUZA, et al., 2001; 
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CARVALHO, et al., 1998). Como um dos carbonos que estão envolvidos na 

dupla ligação (C-13) é quaternário, e com isso não possui hidrogênios 

diretamente ligados, pode-se confirmar que estes sinais são pertencentes ao 

hidrogênio na posição 12. Este hidrogênio acopla com os dois hidrogênios H-

11, resultando em um tripleto para α-amirina e outro para β-amirina, embora 

fosse esperada a formação de um duplo dubleto, pois os dois hidrogênios C-11 

são diastereotópicos. Esta diferença de deslocamento pode ser explicada pelo 

efeito exercido sobre H-12, pelo grupamento 19-α-CH3 (equatorial), afetando 

estericamente o valor de deslocamento deste hidrogênio. Este efeito está 

presente na série dos ursan-12-eno, ao contrário dos olean-12-eno, em que 

esta metila encontra-se no C-20, não aplicando este efeito a H-12 (ZANON, 

2006). 

Outra característica dessa classe de compostos é o sinal 

referente a H-3. Segundo dados da literatura, o deslocamento químico de H-3 

pode determinar sua conformação, ou seja,  quando H-3 está na posição β, seu 

deslocamento ocorre em δ 3,40 (m) (SOUZA, et al., 2001; CARVALHO, et al., 

1998). Como o deslocamento observado para H-3 no espectro de RMN de 1H 

foi δ 3,25, isto sugere que H-3 esteja em α e portanto OH-3 está na posição β, 

para os dois isômeros. A multiplicidade observada para este sinal (dd, J = 4,8 e 

11,0 Hz) refere-se ao acoplamento com os dois hidrogênios diastereotópicos 

na posição 2. 

Na região mais blindada do espectro de RMN de 1H, entre δ 0,7 e 

2,2, pode-se observar sinais característicos de hidrogênios metílicos, metínicos 

e metilênicos de triterpenos pentacíclicos. 
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TABELA 4.1 - Dados de RMN de 1H da mistura dos terpenoides I e II. 

HO

1
2

3
4

6

7

11
12

13

14

15

16

17

18

19 20 21

22

23 24

25 26

27

28

29 30

HO

1
2

3
4

6

7

11
12

13

14

15

16

17

18

19
20

21

22

23 24

25 26

27

28

29

30

 
                                     I                                                                  II 

H δH (ppm) 
 (400 MHz, CDCl3)

δH (ppm) ZANON, 2006 
(400 MHz, CDCl3) 

3 3,25 (dd, J = 4,8 e 11,0 Hz, 1H) 3,23 (dd, J = 6,3 e 9,0 Hz, 1H) 

12α 5,15 (t, J = 3,5 Hz, 1H) 5,14 (t, J = 3,2 Hz, 1H) 

12β 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 intercambiáveis 
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FIGURA 4.1: Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 400 MHz) da mistura das substâncias I e II.
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No cromatograma da análise por CG/EM foi possível observar 

bandas cromatográficas com tempos de retenção 30,75 e 31,31 min (FIGURA 

4.2). Os espectros de massas obtidos por impacto eletrônico (70 eV) 

apresentaram-se muito semelhantes (FIGURA 4.3), ambos com picos m/z 426, 

correspondendo ao pico dos íons moleculares de α e β-amirina. Outros picos 

semelhantes e de maiores intensidades, foram os que apresentam m/z 218, 

203 e 189. Esses picos são típicos de olean-12-enos e ursan-12-enos, sendo 

originados da fragmentação do tipo Retro-Diels-Alder (RDA) no anel C 

(RADOSEVICH, et al., 1985). A formação do pico base com m/z 218 produz um 

fragmento dieno, que tem a propriedade de estabilizar melhor a carga por 

ressonância (OGUNKOIA, 1981). A fragmentação desses triterpenos pode ser 

observada na FIGURA 4.4 (ZANON, 2006). 

Os dois terpenoides são isômeros, portanto apresentam a mesma 

fórmula molecular C30H50O e grau de insaturação igual a 6. Através dos dados 

de RMN de 1H foi possível observar a presença de uma insaturação, 

consequentemente o restante das insaturações confirmam ser uma substância 

pentacíclica.  Portanto, através do conjunto de dados foi possível confirmar que 

a mistura era constituída pelos terpenoides pentacíclicos α-amirina (I) e β-

amirina (II).  
 

 
FIGURA 4.2: Cromatograma obtido para a mistura das substâncias I e II. 

β‐amirina (II) 

α‐amirina (I) 
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FIGURA 4.3: Espectros de massas (70 eV) para as substâncias II e I. 
 

HO
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HO
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R3

m/z 203

- CH3- H2O

 

FIGURA 4.4: Proposta de fragmentação para as substâncias I e II. 
Para I: R1 e R4 = CH3 e R2, R3 = H; para II: R1,R2 = H e R3, R4 = CH3. 

189.2 

189.2 

HO
α‐amirina (I)
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4.2.2 - Terpenoide glochidonol (III) 
 

O terpenoide glochidonol ou 1β-hidroxilup-20(29)-en-3-ona (III) foi 

isolado da partição em hexano de B. coccolobifolia na forma de cristais 

incolores. Quando analisado por CCD e revelado com solução ácida de 

vanilina, apresentou-se como uma mancha azulada. A identificação da 

estrutura foi baseada nos dados de RMN de 1H e 13C, nas correlações 

observadas pelos experimentos HSQC e HMBC, e em comparação com a 

literatura. 
A análise do espectro de RMN de 1H (TABELA 4.2; FIGURA 4.5) 

mostrou sinais característicos de esqueletos lupanos, sendo possível observar 

um dubleto largo em δ 4,69 (dl, J = 2,4 Hz) e um duplo dubleto largo em δ 4,57 

(ddl, J = 1,3 e 2,4 Hz) referentes aos hidrogênios olefínicos (H-29) da ligação 

dupla terminal do esqueleto lupano. A presença de dois duplos dubletos em δ 

3,00 (dd, J = 8,1 e 14,4 Hz) e δ 2,23 (dd, J = 3,6 e 14,4 Hz) foi atribuída aos H-

2 diastereotópicos. Um duplo duplo dubleto δ 2,39 (ddd, J = 5,8, 10,9 e 10,9 

Hz) foi atribuído a H-19, sendo referente ao acoplamento com H-18 e aos H-21 

diastereotópicos. 

Em δ 1,68 foi possível observar a presença de um singleto largo 

(H-30), integrando para 3 hidrogênios, sendo esta característica  de derivados 

do lup-20(29)-eno (CARPENTER, et al., 1980; HUI & LI, 1976). Entre δ 0,8 – 

1,06  foi possível observar outros 5 singletos intensos, onde um integra para 6 

hidrogênios, totalizando as 7 metilas presentes na substância III (FIGURA 4.6). 

Ao analisar o espectro de RMN de 13C (TABELA 4.2; FIGURA 

4.7), verificou-se em δ 215,7 um deslocamento característico de grupamento 

carbonila, além dos sinais em δ 150,7 e 109,5 referentes aos deslocamentos 

de carbonos hidrizados sp2, e também em δ 79,6 um deslocamento típico de 

carbono carbinólico . Na região de δ 11,7 – 51,4 observaram-se sinais com 

deslocamentos de carbonos metílicos, metínicos e metilênicos. 

Pelo mapa de contorno de HSQC (TABELA 4.3; FIGURA 4.8) foi 

possível correlacionar hidrogênios e carbonos diretamente ligados (1JCH). Desta 

forma observou-se a correlação dos H-29 com o carbono em δ 109,48 

atribuindo este sinal ao C-29. Outro sinal referente à Csp2 foi atribuído ao C-20, 

que por ser quaternário não obteve nenhuma correlação no HSQC. O sinal em 
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δ 215,69 foi atribuído ao C-3, sugerindo a presença de uma hidroxila em C-1. 

Também foi possível verificar que os sinais referentes aos H-2 não fazem 

correlação direta com o carbono em δ 215,69 e que há correlação de δ 3,90 

(m, H-1) com δ 79,62, referente à C-1. 

No experimento de HMBC (TABELA 4.3; FIGURA 4.9), onde as 

correlações H-C podem ser observadas a uma distância maior de ligação (2JCH, 
3JCH ou até 4JCH), os hidrogênios olefínicos δ 4,69 e 4,57 (H-29) mostraram 

correlação com o sinal da Me-30 (δ 19,26) e com C-19 (δ 47,92). Os H-2a e H-

2b (δ 3,00 e 2,23) correlacionaram com C-2 (δ 45,13), C-1 (δ79,62), e H-2b (δ 

2,23) com C-4 (δ 41,12). O sinal em δ 1,68 (H-30) mostrou correlação com δ 

48,25 (C-18), δ 150,73 (C-20) e δ 109,48 (C-29).  

 

 
FIGURA 4.5: Esquema de algumas correlações observadas no mapa de 

contorno de HMBC. 

 

Portanto, as análises conjuntas dos espectros de RMN de 1H e 
13C, dos mapas de contorno de HSQC e HMBC, em comparação com dados da 

literatura (PUAPAIROJ, et al., 2005), permitiram definir a substância III como 

sendo a do terpenoide glochinonol.  
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TABELA 4.2: Dados de RMN de 1H e 13C para a substância III. 

O

OH

H
H

1

3 5 7

9

12
11

14

17
18

1920

21

22

23 24

25 26

27

28

29

30

 
III 

H/C 
(500 e 125 MHz, CDCl3) 

PUAPAIROJ, 2005 
(300 e 75 MHz, CDCl3) 

δH 
(ppm) 

δc 
(ppm) 

δH 
(ppm) 

δc 
(ppm) 

1 3,90 (m) 79,62 3,91 (dd, J = 8,1, 3,4 Hz, 1H) 79,58 

2a 
2b 

3,00 (dd, J = 10,0, 18,0 Hz, 1H) 
2,23 (dd, J = 4,5, 18,0 Hz, 1H) 45,13 3,01 (dd, J = 14,4, 8,1 Hz, 1H) 

2,22 (dd, J= 3,5, 14,4 Hz, 1H) 45,07 

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 
(ddd, J = 5,8, 11,0, 11,0 Hz, 1H) 47,89 



56 
 

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 

29a 
29b 

4,69 (dl, J = 3,0 Hz, 1H) 
4,57 (ddl, J = 1,6, 3,0 Hz, 1H) 109,48 4,68 (dl, J = 2,2 Hz, 1H) 

4,56 (dd, J = 2,2 e 1,4 Hz, 1H) 109,47 

30 1,68 (s, 3H) 19,26 1,68 (s, 3H) 19,24 

 
 

TABELA 4.3: Correlações observadas entre átomos de C e H nos 

experimentos de HSQC e HMBC para a substância III. 

Posição 
δH 

500 MHz, 
CDCl3 

δc 
125 MHz, 

CDCl3 

Correlações 

HSQC HMBC 

1 3,90 79,62 C-1 - 

2a 
2b 

3,00 
2,23 45,13 C-2 C-1, C-4, C-10 

19 2,39 47,92 C-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 C-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 

29a 
29b 

4,69 
4,57 109,48 C-29 C-19, C-30 

30 1,68 19,26 C-30 C-18, C-20, C-29 
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FIGURA 4.6: Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) para a substância III.  
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FIGURA 4.7: Espectro de RMN de 13C (CDCl3, 125 MHz) para a substância III. 
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FIGURA 4.8: Mapa de contorno HSQC para a substância III. 
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FIGURA 4.9: Mapa de contorno HMBC para a substância III. 
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4.2.3 - Mistura dos esteroides campesterol (IV), estigmasterol (V) e β-
sitosterol (VI) 
 

A mistura das substâncias campesterol (IV), estigmasterol (V) e β-

sitosterol (VI) foi isolada das partições 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 solução ácida de vanilina, mostrou uma mancha 

azulada. A identificação das substâncias foi baseada na análise dos dados de 

RMN de 1H e CG/EM. 

De acordo com dados já conhecidos na literatura (ANDRADE, 

2003; GARG & NES, 1984) e com a análise do espectro de RMN 1H (FIGURA 

4.10), confirmou-se que se tratava de uma mistura de esteroides. Estes são 

marcados pela presença dos sinais em δ 5,36 (d, J = 5,1 Hz) de hidrogênio 

olefínico (H-6), característica comum para os três compostos, e em δ 3,52 (m) 

referente ao hidrogênio ligado a um carbono carbinólico (H-3). Pelo fato de C-3 

estar ligado a um oxigênio, H-3 sofre um efeito de desblindagem, aumentando 

assim o seu deslocamento. Além disso, acopla com quatro hidrogênios 

diastereotópicos, H-2 (H-2a e H-2b) e H-4 (H-4a e H-4b), resultando seu sinal 

em um multipleto. Os sinais entre δ 0,7 – 2,0 são atribuídos aos hidrogênios 

metínicos, metilênicos e metílicos presentes no esqueleto esteroidal. Como as 

estruturas dos três compostos são semelhantes, os sinais resultantes são 

coincidentes. Um diferencial entre os esqueletos é que no estigmasterol há 

uma ligação dupla entre C-22 e C-23, gerando sinais em δ 5,02 (dd, J = 8,6 e 

15,2 Hz) e δ 5,16 (dd, J = 8,6 e 15,2 Hz), característicos de hidrogênios 

olefínicos. Por RMN 1H não é possível diferenciar a cadeia lateral do 

campesterol e β-sitosterol. Alguns dados de RMN de 1H referentes a esta 

mistura estão descritos na TABELA 4.4. 

A mistura dos esteroides foi submetida a CG/EM para confirmar 

as substâncias presentes. O cromatograma obtido mostra a presença dos três 

componentes da mistura com tempos de retenção 23,69, 24,39 e 25,77 min 

(FIGURA 4.11). Os espectros de massas (FIGURAS 4.12, 4.13 e 4.14) 

apresentam como picos dos íons moleculares com m/z 400, 412 e 414, 

correspondentes às fórmulas moleculares esperadas C28H48O, C29H48O e 

C29H50O, confirmando respectivamente a presença de campesterol (IV), 
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estigmasterol (V) e β-sitosterol (VI) (JÁCOME, et al., 2004). A FIGURA 4.15 

traz uma proposta de fragmentação para a substância VI, sendo similar para os 

esteroides IV e V.  
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TABELA 4.4: Dados de RMN de 1H para a mistura das substâncias IV, V e VI. 

H

H H
HO

H

H H
HO

H

H H

HO

1

73 5

9

11
12

15

17

16

18

19

20

21
22

23
24

26

27

28

1

73 5

9

11
12

15

17

16

18

19

20

21
22

23
24

26

27

28

1

73 5

9

11
12

15

17

16

18

19

20

21
22

23
24

26

27

2829 29

 
                                            IV                                                                                            V                                                                                           VI 

H 

δH (ppm) 
(CDCl3, 400 MHz) δH (ppm)  

IV V VI 
(360 MHz, CDCl3) 

GARG & NES, 1984 
(200 MHz, CDCl3) 
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 
19 
21 
26 
27 
29 

0,69* 
0,70* 
0,81* 
0,83* 

0,85* 
0,92* 
1,01* 
1,03* 

0,68-0,69* 
0,70-0,80* 
0,79-0,81* 
0,83-0,85* 
0,91-1,02* 

1,02 

- 

* Valores intercambiáveis
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FIGURA 4.10: Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 400 MHz) para a mistura das substâncias IV, V e VI.
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FIGURA 4.11: Cromatograma obtido para a mistura das substâncias IV, V e VI. 
 

 

 

 
FIGURA 4.12: Espectro de massa (70 eV) da substância IV. 
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FIGURA 4.13: Espectro de massas (70 eV) da substância V. 

 

 

 

 

FIGURA 4.14: Espectro de massas (70 eV) da substância VI. 
 

 

 

H

H H

HO

H

H H
HO



67 
 

H

HO

H H

H

HO

H H

m/z 329 m/z 414

H

HO

H H

m/z 273

H2OH

H H

m/z 255

H2O H

H H

m/z 396

CH3

H

H H

m/z 381

 

 

 
 
FIGURA 4.15: Proposta de fragmentação para o esteroide VI. 
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4.2.4 - Terpenoide ácido oleanólico (VII) 
 

O ácido oleanólico ou ácido 3β-hidróxi-olea-12-en-28-óico (VII), foi 

isolado da partição acetato de etila da espécie B. coccolobifolia, na forma de 

sólido branco e amorfo. Quando analisado por CCD e revelada em solução 

ácida de vanilina, apresentou uma mancha de coloração azulada. A substância 

foi identificada com base nos dados de RMN de 1H em comparação com dados 

da literatura (VANDRESEN, 2005). 

Os dados de RMN de 1H (TABELA 4.5; FIGURA 4.16) mostram 

um tripleto em δ 5,24 (t, J = 3,8 Hz) referente a H-12. Como C-13 é quaternário, 

este sinal foi atribuído a H-12, sendo característica dos esqueletos dos olean-

12-eno (VIEIRA-JUNIOR et al., 2005; SOUZA, et al., 2001). Para H-3 tem-se 

um multipleto em δ 3,14 (m) que confirma a posição α para o hidrogênio e β 

para a hidroxila ligada ao C-3, pois quando H-3 está na posição β, seu 

deslocamento ocorre em δ 3,40 (m) (SOUZA, et al., 2001, CARVALHO, et al., 

1998). Um duplo dubleto foi observado em δ 2,86 (dd, J = 4,3 e 14,0 Hz) 

referente à H-18, que é vizinho a dois hidrogênios diastereotópicos (H-19a e H-

19b), portanto acopla com os mesmos resultando em um duplo dubleto. Entre δ 

0,7 – 1,6 têm-se os sinais referentes aos hidrogênios metínicos, metilênicos e 

metílicos. Dentre os 6 sinais mais intensos, foi possível observar um deles que 

integra para 6 hidrogênios, totalizando assim as 7 metilas presentes na 

estrutura do ácido oleanólico (VII). 
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TABELA 4.5: Dados de RMN de 1H para a substância VII. 

HO

COOH1
2

3
4

6

7

11

12

13

14

15

16

17

18

19 20 21

22

23 24

25 26

27

28

29 30

 
VII 

H δH (ppm) 
 (400 MHz, CD3OD) 

δH (ppm)  
(300 MHz, CDCl3) 

VANDRESEN, 2005 

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 1H (400 MHz, CDCl3) para a substância VII.
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4.3 - Elucidação estrutural das substâncias isoladas de E. malaccensis 
 
4.3.1 - Flavonoide mearnsetina (VIII) 
 

Da partição acetato de etila de E. malaccensis foi isolado o 

flavonoide mearnsetina ou 5,7,3’,5’-tetra-hidroxi-4’-metoxiflavonol (VIII), que 

apresentou-se como um sólido amorfo e amarelo. Quando analisado em CCD e 

revelado em solução ácida de vanilina, mostrou uma macha amarela. A 

identificação foi feita com base nos dados de RMN de 1H (TABELA 4.6) e em 

comparação com a literatura (ABBAS, et al., 2007; OLIVEIRA, et al., 2006).  

 Analisando o espectro de RMN de 1H (FIGURA 4.17), observou-

se a existência de sinais próximos a 7 ppm, sugerindo que os hidrogênios 

estivessem presentes em um sistema aromático. Esse comportamento se deve 

a fato dos hidrogênios do anel aromático ficarem fora da chamada “corrente de 

anel”, deixando-os desblindados (SILVERSTEIN, 2007; PAVIA, 2001). 

Os hidrogênios com deslocamento em δ 6,38 (d, J = 2,0 Hz) e δ 

6,18 (d, J = 2,0 Hz) indicam acoplamento meta de um anel aromático, 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 δ 3,88 (s), integrando para três hidrogênios, refere-se 

a hidrogênios de metoxila (LOPES, et al., 2012; LI, et al., 2012; MAGURO, et 

al., 2005; MOREIRA, et al., 2003) e o singleto em δ 7,31 (s) integrando para 

dois hidrogênios, são característicos de substituições no anel B (FONSECA et 

al., 2007). Como o sinal em δ 7,31 é referente a dois hidrogênio, sugere-se que 

a molécula tenha uma simetria neste anel (B), logo estes sinais são atribuídos 

a H-2’ e H-6’, e a metoxila encontra-se ligada a C-4’. A ausência de um singleto 

entre δ 6,39 e 6,94, característico de H-3 de 5,7-diidroxiflavonas confirmou o 

padrão de substituição de um flavonol (SILVA, et al., 2005), sendo esta 

substância identificada como mearnsetina (VIII). 
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TABELA 4.6: Dados de RMN de 1H para a substância VIII. 

OHO

OH

OH

OCH3

OH

O

OH

2

36

8

2'

6'

4'

 
VIII 

H δH (ppm) 
 (400 MHz, CD3OD) 

δH (ppm) 
 (400 MHz, CDCl3) 
OLIVEIRA, 2006 

δH (ppm) 
 (500 MHz, CD3OD) 

ABBAS, 2007 

6 6,18 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 6,37 (d, J = 2,0 Hz, 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’-OCH3 3,88 (s, 3H) 4,05 (s, 3H) 3,87 (s) 
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FIGURA 4.17: Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) para a substância VIII. 

H‐6 H‐8

4’‐OCH3

H‐2’ e H‐6’



74 
 

4.3.2 - Flavonoide mearnsitrina (IX) 
 

A substância mearnsitrina ou mearnsetina 3-ramnosídeo (IX) foi 

isolada da partição acetato de etila de E. malaccensis como um sólido amorfo e 

amarelo. Em CCD apresentou uma mancha amarela quando revelada em 

solução de vanilina. A identificação desta substância foi baseada nos dados de 

RMN de 1H (TABELA 4.7) em comparação 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 1H (FIGURA 4.18) da substância (IX) 

apresentou sinais semelhantes aos da substância (VIII), porém com alguns 

sinais na região δ 3,5 – 4,0 característicos de flavonoides com resíduo de 

monossacarídeo (VALENTÃO, 2002). A presença de um dubleto em δ 5,31 (d, 

J = 1,6 Hz), referente ao hidrogênio anomérico, e um dubleto em δ 0,95 (d, J = 

5,5 Hz) sugerem a ligação de um heterosídeo do tipo ramnose (FONSECA, et 

al., 2007; MOREIRA, et al., 2003). Estes sinais, juntamente com dois duplos 

dubletos em δ 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 presença de uma ramnose 

ligada ao flavonoide (NOREEN, et al., 1998; NAIR et al., 1999). A posição da 

ligação pode ser confirmada pelo valor dos carbonos anoméricos e metílico da 

ramnose. Valores acima de δ 1,20 para hidrogênios metílicos e entre δ 5,22 – 

5,75 para hidrogênios ligados a carbono anomérico, indicam ligação na posição 

7, enquanto que valores próximos de δ 0,90 e entre δ 4,96 – 5,36 para 

referidos hidrogênios, indicam ligação na posição 3 (SILVA, et al, 2005). Logo, 

conclui-se que a ramnose está ligada em C-3. 

Os sinais em δ 6,36 (d, J = 1,5 Hz) e δ 6,21 (d, J = 1,5 Hz) são 

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 δ 3,88 (s) foi atribuído a metoxila em C-4’ (LI, 

et al., 2012) e o singleto em δ 6,88 (s), integrando para dois hidrogênios, a H-2’ 

e H-6’. A comparação dos dados de RMN de 1H com a literatura confirmam a 

identificação da substância como sendo o flavonol glicosilado mearnsitrina (IX).  
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TABELA 4.7: Dados de RMN de 1H para a substância IX. 

OHO

OH

OH

OCH3

OH

O

O O

OH
OH

OH

2

36

8

2'

6'

4'

1"

2" 3" 4"

5"

6"

 
IX 

H δ (ppm) 
(400 MHz, CD3OD) 

 (500 MHZ, DMSO) 
GLUCHOFF-FIASSON, 2001 

 (500 MHz, DMSO) 
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) 

2’ e 6’ 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) 

1” 5,31 (d, J = 1,5 Hz, 1H) 5,10 (d, J = 1,0 Hz) 5,10 (d, J = 1,6 Hz, 1H) 

2’’ 4,23 (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 e 9,0 Hz, 1H) 3,76 (dd, J = 3,2 e 9,7 Hz) 3,1-3,7 (m, 4H) 

4” e 5” 3,34 (m, 2H)* 3,70 (dd, J = 9,7 e 9,8 Hz) 
3,30 (dd, J = 6,1 e 9,8 Hz) 

3,1-3,7 (m, 4H) 
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 
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FIGURA 4.18: Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) para a substância IX. 
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4.4 - Resultados Biológicos de inibição das Catepsinas K, V e L 
 

Na busca por potentes inibidores das catepsinas, recentes 

avanços foram feitos chegando a inibidores bem caracterizados 

farmacologicamente in vitro e in vivo, e que avançaram para ensaios clínicos 

no tratamento da osteoporose, osteoartrite, doenças metastáticas associadas 

com a mama e próstata. Nos últimos anos o interesse das empresas 

farmacêuticas evoluiu na concepção e desenvolvimento de eficientes 

compostos seletivos e seguros, com avanços significativos para potentes 

inibidores peptídicos frente à catepsina K (BRÖMME & LECAILLE, 2011). 

A maioria dos inibidores descritos na literatura interage com as 

cisteíno peptidases através de resíduos de aminoácidos em subsítios 

específicos que facilitam a ação dos grupos funcionais reativos com o centro 

ativo das enzimas. Baseado nesse mecanismo de ação, inúmeros inibidores 

peptídicos e não peptídicos estão sendo investigados na tentativa de inibir 

seletivamente a ação dessas enzimas (CHEN, et al., 2012; EHMKE, et al., 

2012; BRÖMME & LECAILLE, 2011; SEVERINO, et al., 2011; ALVIM, et al., 

2010; YASUDA, et al., 2005; SCHIRMEISTER & KAEPPLER, 2003; BRÖMME 

& KALETA, 2002). 

Estudos baseados em produtos naturais mostram que alcalóides 

acridônicos isolados de Swinglea glutinosa (Rutaceae) são potentes inibidores 

da catepsina V, com valores de IC50 no intervalo de 1,2 - 3,9 µM, sendo o 

alcalóide citibrasine um inibidor do tipo competitivo com Ki de 0,2 µM 

(SEVERINO, et al. 2011). Coleções combinatórias de chalconas e flavonas, 

assim como acridonas e 4-quinolinonas sintéticas foram avaliadas como 

inibidores das catepsinas L e V, apresentando diferentes mecanismos de 

inibição (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 metabólito 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 etanólicos e partições de B. 

coccolobifolia e E. malaccensis foram avaliados in vitro frente às catepsinas V, 

K e L, nas concentrações de 125 e 50 µg/mL, mostrando inibição superior a 

50% na maioria dos testes (TABELA 4.8). No caso de B. coccolobifolia apenas 

a partição BCFH (50 µg/mL) mostrou baixa inibição para as catepsinas K e L. 

Já E. malaccensis mostrou resultados mais heterogêneos, apresentando 

atividade inibitória mais expressiva para a catepsina V. Das substâncias 

isoladas apenas as substâncias VIII e IX puderam ser ensaiadas frente às 

catepsinas K e V, não apresentando resultado biológico significativo na 

concentração de 25 µM (TABELA 4.9). 
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TABELA 4.8: Resultados dos ensaios de inibição enzimática frente às 

catepsinas V, K e L. 

Amostras 

% DE INIBIÇÃO 

Catepsina V Catepsina K Catepsina L 

125 µg/mL 50 µg/mL 125 µg/mL 50 µg/mL 125 µg/mL 50 µg/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 

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

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

hidroalcoólica. 

 

TABELA 4.9: Resultados dos ensaios de inibição enzimática frente às 

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

Amostras 
% DE INIBIÇÃO (25 µg/mL) 

Catepsina V Catepsina K Catepsina L 

Substância VIII 20 0 16 

Substância IX 18 0 12 
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5 - CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o 

conhecimento químico 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 possível identificar sete substâncias 

do extrato etanólico das raízes de B. coccolobifolia, todas pertencentes à 

classe dos terpenoides. Os compostos majoritários isolados deste extrato 

foram os triterpenos α-amirina (I) e β-amirina (II), identificados em mistura 

(cerca de 2 g). Além disso, pode-se identificar a mistura dos esteroides 

campesterol (III), estigmasterol (IV) e β-sitosterol (V), metabólitos secundários 

de grande abundância no reino vegetal. Também foram isolados dois 

triterpenos pentacíclicos, sendo o ácido oleanólico (VI) do tipo oleaneno e 

glochidonol (VII) do tipo lupano, este último relatado pela primeira vez no 

gênero Byrsonima. 

Da espécie E. malaccensis, foram isolados e identificados dois 

flavonoides do tipo flavonol, sendo estes mearnsetina (VIII) e mearnsitrina (IX), 

ambos já 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 avaliação biológica dos extratos e frações (125 e 50 µg/mL) 

frente às catepsinas K, V e L mostraram resultados promissores, pois em todos 

os casos observou-se inibição superior a 50%, o que motivou o estudo químico 

dessas duas espécies. De um modo geral os extratos das folhas, flores e caule 

da espécie E. malaccensis mostraram-se mais ativos frente à catepsina V. Já 

os extratos etanólicos e as partições de B. coccolobifolia mostraram resultados 

significativos frente as três catepsinas, com exceção da partição em hexano do 

extrato das folhas que teve um decréscimo significativo de inibição para a 

catepsina L a 50 µg/mL. 

Embora não foi possível obter nenhuma substância ativa frente ao 

modelo biológico utilizado, os resultados obtidos com os extratos e frações 

mostram que estas duas espécies podem ser promissoras na busca por 

inibidores de catepsinas. 
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