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RESUMO

METABOLITOS SECUNDARIOS DE Eriotheca pubescens (Malvaceae):
ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E INIBITORIA DE CATEPSINAS — No presente
trabalho foi realizado o estudo quimico de Eriotheca pubescens com a
finalidade de isolar e identificar estruturalmente metabolitos secundarios
presentes no caule e nas folhas desta espécie. Além disso, foi realizada
avaliagdo do potencial antioxidante através do método de captura dos radicais
livres com DPPH e avaliacdo do potencial de inibicdo frente as catepsinas K, L
e V através de ensaio in vitro utilizando o substrato fluorogénico Z-FR-MCA. O
estudo quimico do extrato etandlico do caule levou ao isolamento e
identificacéo dos triterpenoides a-amirina e B-amirina; dois diterpenoides, &cido
7-oxo-labda-8,13-dien-15-oico e o acido A'*!*-ent-labd-88-0l-15-0ico; quatro
derivados do acido benzoico, o acido p-hidroxibenzoico, o &acido 3,4-
diidroxibenzoico, o &cido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico, o acido 3-metoxi-4-
hidroxibenzoico e o flavonoide quercetina. Do extrato etanolico das folhas
foram isolados e identificados dois triterpenoides, sendo estes a lupenona e o
lupeol. No ensaio de atividade antioxidante o acido 3,4-diidroxibenzoico (ECsg
de 0,34 = 0,0083 mM) e a quercetina (ECso de 0,11 + 0,0057 mM) apresentam
elevado potencial antioxidante. Nos ensaios frente as catepsinas K, L e V, 0s
extratos e a maior parte das fracbes apresentaram atividade inibitoria superior
a 50% e das substancias isoladas e avaliadas o acido p-hidroxibenzoico
mostrou-se um moderado inibidor (ICso de 135,81 £ 17,07 uM) e a quercetina
um potente e seletivo inibidor (ICso de 2,2 =+ 0,2 uM), ambos para catepsina V.
Estes resultados sdo importantes para contribuir com o conhecimento quimico
e biolégico desta espécie, que até o momento ndo possui relatos de estudos

quimicos e biologicos.

Palavras-chave: Eriotheca pubescens, metabdlitos secundarios, antioxidante,

enzimaético.



ABSTRACT

SECUNDARY METABOLITES OF Eriotheca pubescens (Malvaceae):
ANTIOXIDANT ACTIVITIES AND CATHEPSINS INHIBITORY — In the present
work the chemical study of Eriotheca pubescens lead to the isolation and
structural identification of secondary metabolites present in the stems and
leaves of this species. Furthermore, it was evaluated of antioxidant potential by
the capture method of free radicals using DPPH and the study also was lead to
search cathepsins K, L, and V inhibitors through in vitro test using the
fluorogenic substrate Z-FR-MCA. The chemical study of the ethanolic extract
from the stem led to the isolation and identification of triterpenoids a-amyrin and
B-amyrin; two diterpenoids, 7-oxo-labda-8,13-dien-15-oic acid and ent-A™**-
labd-8B-0l-15-oic acid; four derivatives of benzoic acid, p-hydroxybenzoic acid,
3,4-dihydroxybenzoic acid, 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoic acid, 3-methoxy-4-
hydroxybenzoic acid and flavonoid quercetin. From the ethanolic extract of the
leaves, it has been isolated and identified two triterpenoids, lupenona and
lupeol. The compounds 3,4-dihydroxybenzoic acid (ECso 0,34 + 0,0083 mM)
and quercetina (ECso de 0,11 = 0,0057 mM) showed high antioxidant potential
using DPPH assays. The extracts and the major fractions showed above 50%
inhibitory activity against cathepsins K, L and V. The p-hydroxybenzoic acid was
shown to be a moderate inhibitor (ICso 135,81 = 17,07 uM) and quercetin a
potent and selective inhibitor (ICso 2,2 + 0,2 uM), both against cathepsin V.
These results are important to contribute the chemical and biological knowledge

of this species, which so far has no reports of chemical and biological studies.

Keywords:  Eriotheca pubescens, secundary metabolites, antioxidant,

enzymatic.
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1 - INTRODUCAO
1.1 — OS PRODUTOS NATURAIS E O DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

Ao longo dos séculos, os seres humanos tém contado com a
natureza para producdo de alimentos, roupas, fertilizantes, aromas e
fragrancias, medicamentos, entre outros. As plantas constituiram a base da
medicina tradicional, uma vez que existem h& milhares de anos e continuam a
proporcionar a humanidade novas fontes de medicamentos. A terapia com
plantas medicinais € baseada nos resultados empiricos de centenas e milhares
de anos. Os primeiros registros, escritos em tadbuas de argila com escrita
cuneiforme, sdo da Mesopotamia e datam de cerca de 2600 a.C. (GURIB-
FAKIM, 2006).

Apesar da ampla utilizacdo de plantas medicinais pela populagcéo
mundial, a identidade especifica dos produtos quimicos que possuiam efeitos
terapéuticos desejados permaneceu praticamente desconhecida até os séculos
XVIII e XIX. A quimica moderna deu inicio a uma nova era para o estudo e uso
de produtos naturais. A quimica analitica e estrutural forneceu ferramentas
para purificar varios compostos e para determinar suas estruturas, o que por
sua vez, forneceu informacdes sobre a acdo destes compostos no corpo
humano. Em 1805, o farmacéutico alemao Friedrich Wilhelm Sertlrner (1783-
1841) isolou do Opio a morfina, que tornou-se o primeiro medicamento puro de
origem natural e foi comercializado pela Merck em 1826. Assim, a elucidacéo
estrutural de diversos produtos quimicos naturais permitiu sua sintese, em
substituicdo ao isolamento a partir de fontes naturais, diminuindo
significativamente o custo de producdo do medicamento (JI, LI, ZHANG, 2009).

Os produtos naturais tém sido utilizados como fonte e inspiracao
para uma grande fracdo da farmacopeia atual. Embora as estimativas sejam
variaveis, dependendo da definicdo do que é considerado um farmaco derivado
de produto natural, entre 25% e 50% dos medicamentos comercializados
atualmente séo originarios de produtos naturais (KINGSTON, 2011). Segundo
NEWMAN & CRAGG (2012) dos 1355 farmacos aprovados em todo mundo
(até dezembro de 2010), mais de 50% sé&o derivados direta ou indiretamente de
produtos naturais (Figura 1.1, p. 02) e se considerados apenas 0s agentes

anticancerigenos o percentual sobe para mais de 60%.



FIGURA 1.1 — Fontes de drogas aprovadas até 2010.

B: agente biologico; N: produto natural; NB: produto natural “botanico”; ND: derivado
de produto natural; S: totalmente sintético; S/NM: sintético que imita produto natural;
S*: sintese total, mas o farmacoéforo é derivado de produto natural; S*/NM: sintese

total, mas o farmacéforo imita produto natural; V: vacina.

Diversos farmacos clinicamente utilizados sé@o derivados de
produtos naturais provenientes de plantas, dentre eles destaca-se a morfina
(1), vimblastina (2), vincristina (3), quinina (4), artemisinina (5), etoposideo (6),
teniposideo (7), paclitaxel (8), e os derivados de camptotecina (9), topotecano
(10) e irinotecano (11) (Figura 1.2, p. 03 e 04). Farmacos de origem marinha
também estdo contribuindo cada vez mais, como o Yondelis® (trabectidina) um

exemplo de um anticancerigeno de origem marinha (KINGSTON, 2011).



FIGURA 1.2 — Farmacos derivados de plantas usados na terapia do cancer.
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FIGURA 1.2 — Farmacos derivados de plantas usados na terapia do cancer

(continuacéo).

camptotecina (9)
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O interesse na natureza como uma fonte de potenciais agentes
quimioterapéuticos continua a existir. Um total de 38 medicamentos baseados
em produtos naturais foram aprovados e lancados no mercado durante o
periodo de 2000-2010. Um exemplo é galantamina (12) (Figura 1.3, p. 05),
principio ativo presente no medicamento Reminyl® (2002) utilizado para o
tratamento da doenca de Alzheimer e varias outras deficiéncias de memoria.
Galantamina é um alcaloide obtido a partir da planta Galanthus nivalis
(Amaryllidaceae) que tem sido usada tradicionalmente na Bulgaria e Turquia
para tratamento de doencas neurolégicas (BRAHMACHARI, 2011).

Segundo BUTLER, ROBERTSON, COOPER (2014), de janeiro de
2008 a dezembro de 2013 um total de 25 medicamentos derivados de produtos

naturais foram aprovados para comercializacdo pela FDA (Food Drug




Administration). Dentre estes o Picato® (2012), mebutato de ingenila (13)
(Figura 1.3), foi aprovado para tratamento topico de ceratose actinica, uma
lesdo pré-maligna que pode se transformar em céncer de pele. Mebutato de
ingenol foi isolado pela primeira vez em 1980 a partir da planta egipcia
Euphorbia paralias (Euphorbiaceae) e mais tarde foi identificado como um dos
principios ativos do E. peplus (Euphorbiaceae), utilizada como remédio caseiro
na Austrélia para o tratamento de cancer de pele e ceratoses solares.

Synribo® (2012), mepesuccinato de omacetaxina (14) (Figura 1.3),
foi aprovado para o tratamento de leucemia mieloide crénica e também esta
sendo avaliado para o tratamento de tumores sélidos e para a leucemia
mieloide aguda. Mepesuccinato de omacetaxina foi isolado a partir das folhas
de Cephalotaxus harringtonia (Cephalotaxaceae) que é utilizada na China
desde 1970 para o tratamento de leucemia mieloide aguda (BUTLER,
ROBERTSON, COOPER, 2014).

FIGURA 1.3 — Farmacos derivados de plantas aprovados de 2000-2013.
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A quimica de produtos naturais tem aplicacdo em diversas areas,
dentre elas produtos farmacéuticos, agrotdxicos, cosméticos, nutracéuticos,
entre outros (MCCHESNEY, VENKATARAMAN, HENRI, 2007). O
desenvolvimento de um novo farmaco € um processo complexo, demorado e
dispendioso, sendo necessario aproximadamente 12 anos desde a descoberta
de um novo medicamento até seu uso clinico. Essencialmente, a descoberta de
novos farmacos envolve a identificacdo de novas entidades quimicas (NCE —
New Chemical Entity), podendo estas serem obtidas através de sintese
quimica ou do isolamento de produtos naturais. Em geral, existem seis classes
de fontes para NCEs, sendo estas fontes botanicas, marinhas, fungos e
bactérias. Além dessas quatro classes, a quimica moderna acrescentou duas
categorias de substancias artificiais: a quimica sintética e a quimica
combinatdria (HARVEY, 2008; KATIYAR et al., 2012).

A importancia dos produtos naturais no desenvolvimento de
medicamentos esta centrada na complexidade e diversidade molecular que
estes apresentam. No entanto, a diversidade estrutural ndo € a Unica razéo
pela qual os produtos naturais sdo de interesse para o desenvolvimento de
farmacos. Uma caracteristica adicional importante € que muitas vezes eles
possuem atividades biologicas altamente seletivas baseadas em mecanismos
de acéo especificos (CRAGG & NEWMAN, 2013).

1.2 - ARIQUEZA DA FLORA BRASILEIRA E O BIOMA CERRADO

O Brasil € um pais com area colossal que possui diversos tipos de
solo e uma grande variedade de climas fornecendo condigBes Unicas de
pressao seletiva as adaptacdes da vida. Neste ambiente de intensa competicdo
as plantas, vivendo sob estresse, desenvolvem mecanismos quimicos para
adaptacdo. Entre os mecanismos de defesa quimica esta a sintese de
moléculas antivirais, antifingicas e inseticidas. A extraordinéria diversidade
guimica encontrada em espécies tropicais transforma os biomas brasileiros em
reservatorios potenciais de novos principios ativos (QUEIROZ, FARO, MELO,
2009).

Dentre os biomas brasileiros, encontra-se o Cerrado que € fonte

de moléculas quimicas com grande potencial medicamentoso e estéa localizado



principalmente no Planalto Central do Brasil. Este bioma ocupa 24% do
territério nacional, aproximadamente 2 milhdes de km?, sendo a segunda maior
formacgéo vegetal brasileira depois da Amazobnia, e € também considerado a
savana tropical mais rica do mundo em biodiversidade. No Cerrado concentra-
se um terco da biodiversidade nacional e 5% da flora e da fauna mundiais
(EMBRAPA, 2007; ESPINDOLA-DARVENE, 2007). No entanto, mesmo com
rica biodiversidade, o Cerrado teve sua cobertura vegetal original reduzida em
cerca de 50% até 2010 (MMA/IBAMA, 2011).

A éarea continua do Cerrado incide sobre os estados de Goias,
Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranhao,
Piaui, Rondbnia, Parana, Sao Paulo e Distrito Federal (Figura 1.4). Além disso,
existem encraves de vegetacao de Cerrado em outros dominios de vegetacéo,
no estado de Roraima, Amapa, Amazonas (Campos de Humaitd), Rondbnia
(Serra dos Pacaas Novos), Pard (Serra do Cachimbo), Bahia (Chapada
Diamantina) e no o sul do estado de Séao Paulo e Parana (MEDEIROS, 2011,
MMA, 2015).

FIGURA 1.4 — Localizacéo do Cerrado no Brasil.

Fonte: CERRATINGA, 2014

O Cerrado abriga mais de 11.000 espécies vegetais, das quais
4.400 sao endémicas, além de uma grande variedade de vertebrados terrestres

e aquaticos e elevado numero de invertebrados. A tipica vegetacédo do Cerrado



se caracteriza pelos troncos tortuosos, baixo porte, ramos retorcidos, cascas
espessas e folhas grossas. E importante ressaltar que a vegetagdo n&o
apresenta essa caracteristica em decorréncia da escassez de agua, ja que o
Cerrado abriga densa rede hidrica, mas devido principalmente ao desequilibrio
no teor de micronutrientes do solo (MEDEIROS, 2011).

As condi¢cdes ambientais do Cerrado, que sofre seis meses ou
mais de seca com solo pobre em nutrientes e rico em aluminio, estimulam a
producdo dos metabolitos secundarios elevando assim sua diversidade
quimica. Considerando essa riqueza quimica € que se buscam novas opc¢des
terapéuticas que possam permitir chegar a medicamentos inovadores para
tratar uma diversidade de patologias, tais como: doencgas infecciosas, cancer,
auxiliar no tratamento do diabetes mellitus e da obesidade, dentre outras
(ESPINDOLA-DARVENE, 2007).

Além dos aspectos ambientais, o Cerrado tem grande importancia
social, sendo mais de 200 espécies usadas na medicina popular e mais de 400
utilizadas na recuperacao de solos degradados. Além disso, diversos tipos de
frutos comestiveis sdo regularmente consumidos pela populacéo local, tais
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 baru (Dipteryx alata). Contudo, inUmeras
espécies de plantas e animais correm risco de extingdo (MMA, 2015).

O Cerrado é uma das 25 areas do mundo consideradas criticas
para a conservacao, devido a riqueza bioldgica e a alta pressao antropica a
qual vem sendo submetido. Devido a esta excepcional riqueza biologica, o
Cerrado, ao lado da Mata Atlantica, é considerado um dos hotspots mundiais,
isto é, um dos biomas mais ricos e ameacados do Planeta. A extensa
transformacdo antropica do Cerrado tem resultado em grandes perdas de
biodiversidade (MMA, 2002). Apesar do reconhecimento de sua importancia
biolégica, de todos os hotspots mundiais, o Cerrado é o que possui a menor
porcentagem de areas sobre protecdo integral, tendo somente 8,21% de seu
territorio legalmente protegido por unidades de conservacédo (MMA, 2015).



1.3 — A FAMILIA MALVACEAE

Na diversidade de espécies da flora do Cerrado encontram-se
espécies da familia Malvaceae que possui aproximadamente 250 géneros e
4.200 espécies, sendo abundante na regido tropical da América do Sul. No
Brasil ocorrem cerca de 80 géneros e 400 espécies (CARVALHO & GAIAD,
2014; STEVENS, 2012). Espécies pertencentes a familia Malvaceae sé&o
conhecidas por serem importantes fontes de fibras naturais, fornecendo plantas
com finalidade téxtil, tendo destaque o algodao obtido de diferentes espécies
do género Gossypium. Além disso, espécies desta familia também s&o fontes
de alimentos, bebidas, madeira, e sdo também utilizadas na medicina popular e
na horticultura (HINSLEY, 2008).

Produtos naturais extraidos de plantas que pertencem a familia
Malvaceae sédo utilizados no tratamento de muitas doencas, entre elas picadas
de cobra, asma, disturbios gastrointestinais e reumatismo, como diurético,
entre outros (GOMES et al., 2011; MAGANHA et al., 2010). Estudo quimico
realizado com espécies pertencentes a esta familia descreve o isolamento de
acidos graxos, 0leos essenciais, sesquiterpenoides do tipo cadineno (para as
quais tem sido atribuida atividade inseticida), lactonas sesquiterpénicas,
triterpenoides, flavonoides, entre outros compostos (Tabela 1.1, p. 11 e Figura
1.5, p. 12 e 13) (COSTA et al., 2009).

OLIVEIRA et al. (2012) realizaram estudo de atividade
antioxidante e determinacdo do teor de compostos fenodlicos presentes na
fracdo acetato de etila proveniente de extracdo liquido-liquido de extrato
etandlico de quatro espécies de plantas da familia Malvaceae (Sidastrum
micranthum, Wissadula periplocifolia, Sida rhombifolia e Herissantia crispa). Os
resultados obtidos demonstraram que espécies desta familia possuem alto teor
de compostos fendlicos e boa atividade antioxidante e consequentemente
podem ser utilizadas no tratamento de doencgas relacionadas ao aumento na
producao de radicais livres.

PIEME et al. (2010) realizaram estudo de atividades
antiproliferativa e antioxidante com extrato metanolico de cinco espécies de
plantas medicinais da familia Malvaceae, sendo os testes realizados in vitro em

células de hepatoma humano (HepG-2). Os resultados obtidos demonstraram



gue os extratos de duas espécies, Sida acuta e Urena lobata, apresentaram
atividades antiproliferativa e antioxidante significativas. Estes potenciais efeitos
encontrados podem ser atribuidos a compostos presentes nos extratos de S.

acuta e U. lobata, tais como os flavonoides kaempferol e quercetina.
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TABELA 1.1 — Metabolitos secundarios isolados de espécies pertencentes a familia Malvaceae.

Espécie Nome popular Metabdlitos secundarios Uso terapéutico g}g{gﬂggg Referéncia
escopoletina (15) L
o ] _ antipirético,
Hibiscus cleomiscosina C (16) ) . o (MAGANHA
_ rosa de sharon ) _ anti-helmintico, e antioxidante
syriacus cleomiscosina D (17) o et al., 2010)
_ _ antifangica
syriacusin A (18)
quercetina (19)
Sidastrum acacetina (20) bronquite, tosse e (GOMES et
_ malva preta . _ _ _ -
micranthum 5,8-dihidroxi-7,4'-dimetoxiflavona (21) asma al., 2011)
tilirosideo (22)
hepatite,
Melochia walteriona C (23) hipercolesterolemia, anti-HIV, (ERWIN et
umbellata cleomiscosina A (24) diabetes e antileucemica al., 2014)
hipertenséo
sitosterol (25)
estigmasterol (26)
Sida sitosterol-3-O-B-D-glucopiranosideo (27) hipertenséo, diabetes (CHAVES et
o guanxuma vasorelaxante
rhombifolia estigmasterol-3-O-B3-D-glucopiranosideo (28) e gota al., 2013)

criptolepinona (29)
criptolepina (30)
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FIGURA 1.5 — Estruturas de alguns produtos naturais isolados de espécies da familia Malvaceae.
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FIGURA 1.5 — Estruturas de alguns produtos naturais isolados de espécies da familia Malvaceae (continuacao).
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1.4 — O GENERO Eriotheca

Eriotheca Schott & Endl é um género de arvores neotropicais da
familia Malvaceae, com centro de diversidade na floresta tropical amazonica, e
com duas espécies comuns no Cerrado, Eriotheca pubescens e Eriotheca
gracilipes (MARINHO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 1992).

O género Eriotheca compreende 24 espécies distribuidas na
Ameérica do Sul, sendo no Brasil representado por 16 espécies distribuidas da
regido norte até o estado de S&o Paulo. Esse género ocorre na Mata Atlantica,
na floresta Amazoénica e no Cerrado (Figura 1.6) (DUARTE & ESTEVES, 2012).
Das 16 espécies de Eriotheca ocorrentes no Brasil, 7 espécies possuem
distribuicdo extra brasileira. As demais espécies ocorrem exclusivamente no
Brasil, e dentre estas, somente E. candolleana e E. macrophylla estdo
amplamente distribuidas no pais, ocorrendo em varios estados, enquanto as
outras espécies tém distribuicdo restrita (em poucos estados) ou muito restrita
(poucas localidades de um estado) (DUARTE, 2010).

FIGURA 1.6 — Mapa da area de concentracdo de espécies de Eriotheca no

Brasil.
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1.5 — A ESPECIE Eriotheca pubescens

A espécie Eriotheca pubescens (Mart. Ex. Zucc.) Schott & Endler.,
de nomes populares paineira do cerrado (DF) ou colher de vaqueiro (SP)
(Figura 1.7), pertence a familia Malvaceae e ocorre em areas do cerrado
sentido restrito, cerraddo e nas bordas das matas de galeria, sendo uma

espécie nativa e ndo endémica do Brasil (BARBOSA, 2008).

FIGURA 1.7 — A) Foto de E. pubescens; B) Flores e folhas e C) Frutos.

Fonte: LORENZI, 2002
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E. pubescens esta presente nas regides Centro-Oeste e Sudeste,
nos estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo
Paulo e no Distrito Federal (Figura 1.8). E caracterizada como arvore melifera,
semidecidua que possui periodo de floracdo de julho a setembro e suas flores
hermafroditas sdo polinizadas por abelhas. Possui periodo de frutificacdo de
agosto a novembro e os frutos produzem uma paina usada para confecgéao de
tecidos e preenchimento de travesseiros (JBRJ, 2015; LORENZI, 2002).

As arvores desta espécie podem atingir de 6 a 10 metros de
altura, possuindo tronco retilineo a tortuoso com 20-30 cm de diametro e ramos
espessos (DUARTE, 2010). A madeira é leve e pouco duravel, tem uso
regional, sendo considerada de boa qualidade para a producdo de papel.
Possui potencial para o paisagismo, pela floracdo e folhagem, e € utilizada para
a recuperacao de areas degradadas, por atrair aves e outros animais que se
alimentam de suas sementes (SILVA JUNIOR, 2006).

FIGURA 1.8 — Mapa de distribuicdo geografica de E. pubescens no Brasil.

{i

Fonte: JBRJ, 2015

1.6 — ENSAIO ANTIOXIDANTE

A origem de antioxidantes remonta a antiguidade. Os antigos
egipcios demonstraram um conhecimento técnico notavel, preservando
cadaveres com plantas cujos extratos sdo ricos em compostos fendlicos. Por
volta de 1940, as reacOes de oxidacdo de radicais livres foram elucidadas e
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varios antioxidantes foram identificados. No final dos anos 1950, foi
demonstrado que as reacdes de oxidagao estao envolvidas no envelhecimento
e na progressdao de vérias doencas e foi proposto que as moléculas
antioxidantes podem retardar o processo de envelhecimento, a progressao de
doencas e prolongar o tempo de vida (NDHLALA, MOYO, VAN STADEN,
2010).

Os radicais livres sdo conhecidos também por participarem da
peroxidacao lipidica em alimentos, a qual € responsavel por odores e sabores
rancosos, que diminuem a qualidade nutricional. Os antioxidantes sintéticos
tais como 2-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA), 2,6-di-terc-butil-4-hidroxitolueno
(BHT) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) sdo amplamente utilizados na industria
alimentar como potenciais inibidores da peroxidacdo lipidica. No entanto, o
BHA e BHT podem acumular-se no corpo e resultar em danos no figado e
carcinogénese. O interesse em fontes naturais de moléculas antioxidantes para
uso em alimentos, bebidas e cosméticos resultou em crescente niamero de
investigacdo nos ultimos anos. E bem conhecido que os antioxidantes naturais
extraidos de ervas e especiarias tém uma elevada atividade antioxidante e sé&o
usados em muitas aplicacoes alimentares (SCHERER & GODOQY, 2009).

O uso de plantas como alimentos e remédios medicinais desde
tempos antigos é parcialmente atribuida a eficaz atividade antioxidante de
metabdlitos secundarios, tais como os compostos fendlicos, as vitaminas C e
E, e os carotenoides (NDHLALA, MOYO, VAN STADEN, 2010). Os compostos
fendlicos estdo presentes em diversas classes de vegetais e sdo metabolitos
secundarios caracterizados por um anel aromatico e um ou mais grupos
hidroxila, possuindo a capacidade de sequestrar os radicais livres por
transferéncia de um elétron (DAl & MUMPER, 2010; SCHERER & GODOY,
2009).

Os compostos fenolicos possuem estrutura quimica ideal para
atuarem como redutores de radicais livres, por possuirem: (1) grupos hidroxila
fendlicos que sdo propensos a doar um radical hidrogénio ou um elétron para
um radical livre; (2) sistema aromatico conjugado que permite a deslocalizagcéo
de um elétron ndo emparelhado (DAl & MUMPER, 2010).

Existem varios métodos para a avaliacdo de eficiéncia

antioxidante de compostos puros e extratos vegetais, tais como Capacidade de
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Absorcdo dos Radicais de Oxigénio - ORAC (oxygen radical absorbance
capacity), Poder Antioxidante Redutor do Ferro - FRAP (ferric reducing
antioxidante power), Capacidade Antioxidante Redutora do Cobre - CUPRAC
(cupric reducing antioxidant capacity), o ensaio com cation radicalar 2,2-azino-
bis(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS™) e o ensaio com o radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH’). Os ensaios mais comuns sdo aqueles que
envolvem os compostos cromogénios de natureza radicalar, que desaparecem
na presenca de um antioxidante. Esta reacdo pode ser facilmente monitorada
por deteccdo espectrofotométrica comum (PYRZYNSKA & PEKAL, 2013).

O método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € um dos métodos
mais populares e frequentemente utilizados para testar a capacidade de
compostos atuarem como captadores de radicais livres ou doadores de
hidrogénio. O radical DPPH’ é um composto organico estavel com nitrogénio
radicalar e cor puarpura. Encontra-se disponivel comercialmente, né&o
necessitando ser gerado antes do ensaio como em outros ensaios de
eliminagdo. Quando uma solugdo de DPPH' radical é misturada com um
composto antioxidante/redutor, sua cor muda de purpura para amarelo da
hidrazina correspondente (Figura 1.9). A capacidade de reduzir antioxidantes
frente ao DPPH’ pode ser avaliada pela observacdo da diminuicdo de sua
absorbancia a 517 nm, uma vez que a hidrazina formada (DPPH;) produz uma
solugao amarela (PYRZYNSKA & PEKAL, 2013).

FIGURA 1.9 — Estrutura quimica do radical DPPH’ e sua reacdo com um

antioxidante indicado por RH.

O2N O:N
)
N—N NO; + RH —> N—N NO; + Re
2,2-difenil-1-picril-hidrazil 2,2-difenil-1-picril-hidrazina
(cor parpura) (cor amarela)

Fonte: PYRZYNSKA & PEKAL, 2013
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1.7 — ENSAIO ENZIMATICO

As proteases sdao um grande grupo de enzimas que catalisam a
clivagem de ligacbes peptidicas em proteinas (LANKELMA et al., 2010) e nos
seres humanos, representam mais de 10% de todas as enzimas conhecidas.
Com 11 membros, as cisteino proteases sdo semelhantes a papaina (papain-
like) e sdo responsaveis por apenas uma pequena fracao do total de proteases
humanas (NOVINEC & LENARCIC, 2013).

O interesse no estudo envolvendo proteases esta aumentando
devido a uma melhor compreensdo de seu papel em varios processos
fisiologicos e patologicos. Um desequilibrio na regulacdo da atividade
proteolitica pode levar a uma ampla gama de doencas humanas, incluindo
cancer, artrite reumatoide, osteoartrite, osteoporose, periodontite,
aterosclerose, transtornos neuroldgicos, dentre outros. Além disso, mutagdes
nos genes de catepsinas podem resultar em doengas hereditarias humanas,
tais como picnodistose, no caso de mutacdes na catepsina K, e sindromes de
Papillon-Lefevre e Hain-Munk, causadas por mutacfes na catepsina C (TURK
& TURK, 2008).

Grande progresso tem sido observado no conhecimento do papel
das cisteino proteases em patologias. No entanto, apenas as catepsinas K e S
foram claramente validadas como alvos terapéuticos no tratamento da
osteoporose (catepsina K) e doengas do sistema imunolégico (catepsina S no
tratamento de asma brbénquica, artrite reumatoide, psoriase, entre outras). Além
disso, a catepsina K também demostrou ser um alvo apropriado para o
tratamento de artrite reumatoide e osteoartrite (VASILJIEVA et al., 2007).

O nome catepsina deriva do grego kathepsein que significa digerir
(TURK et al., 2012). Mais de 20 enzimas tém sido denominadas catepsinas,
independente da sua classificacdo. Todas as cisteino proteases lisossomais
sdo conhecidas como catepsinas, mas nem todas as catepsinas sdo cisteino
proteases lisossomais (LECAILLE, BROMME, LALMANACH, 2008). O nome
catepsina é aplicado para serino proteases, catepsinas A e G; aspartil
proteases, catepsina D e E; e cisteino proteases lisossomais, catepsinas B, C,
F,H K L, O,S,V, XeW. A maioria das catepsinas esta expressa em tecidos

humanos, tais como as catepsinas B, H, L, C, X, F, S e V. O perfil de expressao
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indica que estas enzimas estdo envolvidas na degradacdo das proteinas
celulares. Por outro lado, as catepsinas K, W e S sdo expressas em células
restritas ou em tecidos especificos, indicando papéis mais especificos (TURK
et al., 2012).

O desenvolvimento de inibidores de catepsinas seguiu 0 processo
tradicional normalmente utilizado para os inibidores de proteases: isto €,
grandes bibliotecas de produtos naturais ou compostos sintéticos séo
rastreadas quanto a inibicdo da atividade das catepsinas in vitro; estes
rastreios iniciais podem ser seguidos por alteracdo da estrutura quimica para
conseguir melhor inibigéo do alvo (PALERMO & JOYCE, 2007).

Um dos primeiros inibidores de amplo espectro de catepsina a ser
estudado foi o inibidor irreversivel e de ligacdo covalente E-64, originalmente
isolado a partir de Aspergillus japonicus. Experimentos demonstraram que o E-
64 pode inibir eficazmente as catepsinas, sendo um inibidor néo-seletivo de
todas as catepsinas, com a excecédo de catepsina C, que é apenas fracamente
inibida. Um éster etilico de E-64 foi testado em ensaios clinicos em individuos
japoneses com distrofia muscular, mas os ensaios pararam na fase Il de
desenvolvimento devido ao desempenho abaixo do ideal (PALERMO &
JOYCE, 2007; TURK et al., 2012).

Estudos realizados nos ultimos anos demonstram que diferentes
classes de produtos naturais podem atuar como inibidores de cisteino
proteases. Alguns exemplos de inibidores de catepsinas s&o o alcaloide
citibrasina (31) (Figura 1.10, p. 21), isolado de Swinglea glutinosa (Bl.) Merr.
(Rutaceae); o flavonoide miricetina (32) (Figura 1.10, p. 21), isolado de Myrcia
lingua Berg. (Myrtaceae); gallinamida A (33) (Figura 1.10, p. 21), isolada de
cianobactéria marinha Schizothrix sp. (MILLER et al., 2014; RAMALHO et al.,
2015; SEVERINO et al., 2011).
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FIGURA 1.10 — Estruturas de alguns produtos naturais inibidores de

catepsinas.

O OH

‘ ‘ O
N o~
S

OH

N
citibrasina (31)
CatV - ICso: 1,2 UM

OH O

miricetina (32)
CatB -ICs0: 4,9 uM

gallinamida A (33)
CatlL - ICsp: 5,0 nM

Catepsina K esta presente predominantemente em osteoclastos,
mas também é expressa em niveis mais baixos, no ovario humano, coragéo,
muasculo esquelético, pulméao, placenta, testiculo, intestino delgado e coélon
(YASUDA, KALETA, BROMME, 2005). As empresas farmacéuticas comecgaram
a se interessar em estudos com catepsina K, devido ao fato de que sua inibigéo
seletiva pode ser a chave para um tratamento eficaz de doencgas relacionadas
a reabsorcdo Ossea, como a osteoporose. Varios indicios apontam que a
catepsina K também esta relacionada a doenca de Paget, uma vez que 0s
osteoclastos, em locais de grande perda de o0sso, continham concentracdes
elevadas de catepsina K. Estudos indicam que a catepsina K humana esta
associada também a progressao de cancer de prostata, carcinoma de tiroide,
adenocarcinoma de pulmao, carcinoma de mama, e varias linhagens celulares
de cancer de mama (LECAILLE, BROMME, LALMANACH, 2008).
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Catepsina L € uma cisteino protease lisossomal ubiquamente
expressa e a principal responsavel pela degradacdo de proteina intracelular.
Além de seu papel tradicional na degradacdo de proteinas, também é
responsavel por muitas funcdes especificas que fazem dela um alvo
interessante para a descoberta de farmacos. Estudos tém demonstrado que a
catepsina L desempenha um papel importante na formacdo do cabelo e da
pele, bem como na selecdo de células T (MILLER et al., 2014; TANG et al.,
2009). Esta catepsina € regulada em varios tipos de células de cancer e
estudos demostraram reducdo significativa na capacidade de invasdo e
metéstase tumoral pelo tratamento com inibidores seletivos da catepsina L
(LANKELMA et al., 2010).

Catepsina V (também conhecida como catepsina L2) possui
semelhanca estrutural de 80% com a catepsina L, porém sua expressao é
limitada ao timo, testiculos e epitélio da cornea (YASUDA et al., 2004). Em
condi¢cbes patoldgicas, catepsina V tem sido considerada um marcador
potencial no diagnostico de tumores de célon. Esta enzima também é expressa
em carcinomas da mama, mas ndao em colon ou tecido mamario normais. Além
disso, a catepsina V em conjunto com as catepsinas lisossomais L, K e S, tem
sido associada a aterosclerose (SEVERINO et al., 2011).
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2 — OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral realizar o estudo
quimico das folhas e do caule da espécie E. pubescens (Malvaceae), bem

como avaliar o potencial bioldgico dos extratos, fracdes e substancias isoladas.

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar o estudo quimico, por meio de técnicas cromatograficas, do
extrato etandlico do caule e das folhas de E. pubescens, a fim de isolar,

purificar e caracterizar os metabolitos secundarios;

* Investigar, por meio de teste in vitro, a capacidade antioxidante de
substancias isoladas, através do método de captura dos radicais livres
com DPPH,;

* Avaliar, por meio de teste in vitro, a atividade dos extratos, fracdes e,
guando possivel, das substancias isoladas, em busca de inibidores

seletivos das catepsinas K, L e V.
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3 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 - MATERIAIS E METODOS

3.1.1 — Reagentes

= Reveladores
- solucéo de vanilina (3,0 g de vanilina, 135 mL de agua destilada, 135 mL
de metanol e 30 mL de &cido sulfarico concentrado).

- solugéo de Dragendorff (1 mL de solugdo estoque do reagente, 2 mL de

acido aceético glacial e 10 mL de agua destilada).

= Reagentes utilizados nos ensaios antioxidante:
- DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) adquirido da empresa Sigma-Aldrich.

- quercetina padréo adquirido da empresa Sigma-Aldrich.

= Reagentes utilizados nos ensaios enzimaticos:

- Inibidor irreversivel especifico de cisteino protease E-64 [L-3-carboxi-trans-
2,3-epoxipropionil-leucilamido(4-guanino)butano] e DTE (ditioeritreitol)
obtidos da Sigma-Aldrich.

- Substrato fluorogénico Z-FR-MCA (Cbz-Phe-Arg-MCA ou carbobenzoxi-
fenilalanina-arginina-7-amino-4-metilcumarina ou benziloxicarbonil-
fenilalanina-arginina-4-metil-7-coumarilamida) adquiridos das empresas

Bachem Inc e Sigma-Aldrich.

» Enzimas estudadas (recombinantes humanas):

- As catepsinas K e V foram cedidas pelo Prof. Dr. Dieter Bréomme, da
University of British Columbia, Vancouver, Canada, e a catepsina L pelo Dr.
Marcio Fernando Madureira Alves, da Universidade Federal de Sao Paulo,
S&o Paulo — SP.
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3.1.2 — Solventes

- Solventes grau P.A.: hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, e

metanol, de diversas marcas.

- Solventes grau CLAE: isopropanol, metanol e acetonitrila, marcas

Panreac, Tedia J.T.Baker.

- Solventes deuterados para RMN: cloroformio e metanol, marcas Sigma-
Aldrich e Merck.

3.1.3 — Fases Estacionarias

= Cromatografia de adsorcéo em coluna aberta (CC):
- Silica gel (70-230 mesh) e silica gel (230-400 mesh), ambas Macherey-
Nagel.

= Cromatografia de exclusédo em coluna aberta (CE):
- Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich.

= Cromatografia em camada delgada (CCD):
- Fase estacionaria: silica gel 60 com F254 (¢ = 0,2 mm), em folhas de

aluminio, Fluka.

» Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):
- Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 ym, 150 x 4,6 mm).

3.1.4 — Equipamentos

= Evaporador Rotativo marca IKA, modelo RV 05 Basic, com banho de
aquecimento IKA HB 05.06 CN e bomba de hidrovacuo da marca
Quimis®.

= Agitador Vortex marca IKA, modelo Genius 3.
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Camara de luz ultravioleta com irradiacdo de luz nos comprimentos de

onda 254 e 365 nm, marca Espectroline, modelo CM-26 UV.

Cromatégrafo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas (CG-EM)
da marca Agilent, modelo 7820 A — Series MSD 5975, equipado com
coluna HP- 5 MS (30 m x 250 ym e filme 0,25 um).

Espectrofotdmetro UV-Vis marca Varian, modelo Cary 50 CONC.

Espectrofluorimetro com leitor de placa de ELISA Molecular Devices,
modelo SpectraMax M3. Experimentos realizados em colaboracdo com
o Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira, Departamento de Quimica, UFSCar, Sao
Carlos — SP.

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) - Sistema Analitico:
Equipamento da marca Agilent, modelo 1260 Infinity, bomba quaternaria,
com detector de arranjo de diodos (DAD), injetor manual e software
EZChrom Edition.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN):

- Equipamento da marca Bruker, modelo Avance Il — 9,4 Tesla (400
MHz para 'H e 100 MHz para **C). Experimentos realizados em
colaboragédo com o Prof. Dr. Antonio Gilberto Ferreira, Departamento de
Quimica, UFSCar, Sao Carlos — SP.

- Equipamento da marca Bruker, modelo Avance Il - 11,7 Tesla (500
MHz para 'H e 125 MHz para **C). Experimentos realizados em
colaboracdo com o Prof. Dr. Luciano Morais Lido, Instituto de Quimica,

Universidade Federal de Goias, Goiania — GO.
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3.2-METODOLOGIA

3.2.1 — Coleta do material vegetal

A espécie E. pubescens foi coletada aleatoriamente nas
dependéncias da Universidade Federal de Goias — Regional Catalédo
(UFG/RC), no municipio de Cataldo - GO em 20 de maio de 2010. Os dados e
as coordenadas do GPS (S18°09'16.4"; W47°55'43.2") foram armazenados
para coletas futuras. Esta parte do trabalho foi auxiliada pelo Prof. Dr. Hélder
Nagai Consolaro (Departamento de Ciéncias Biologicas — UFG/RC), o qual
realizou a identificacdo do material vegetal. O material coletado para
identificacdo se encontra no Laboratorio Integrado de Zoologia, Ecologia e
Botanica (LIZEB) da Universidade Federal de Goias - Regional Cataldo
(UFG/RC), no qual se encontra em processo de envio para incorporacao no

herbario do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFG (Goiania).

3.2.2 — Obtencédo dos extratos etandlicos de E. pubescens e extragdo liquido-
liquido

O material vegetal (caule e folhas) foi seco a temperatura
ambiente e moido em moinho de facas. Posteriormente, foi submetido a
maceragao com etanol a temperatura ambiente, sendo realizadas trés
extracOes de sete dias cada. ApOs cada extracdo, o material foi filtrado e o
solvente evaporado em evaporador rotativo a baixa pressdo, obtendo-se o0s
extratos etanodlicos do caule e das folhas de E. pubescens que foram
denominados EPC e EPF, respectivamente. Aliquotas dos extratos foram
enviadas para avaliacédo bioldgica em enzimas (cisteino proteases).

Para avaliacdo de atividade enzimatica das fracdes, 1,12 g do
extrato do caule (EPC) foi solubilizado em 100 mL de MeOH/H,O (3:7) e
submetido a extracdo liquido-liquido com hexano (30 mL) e acetato de etila (30
mL), sendo cada uma das extracdes realizada em triplicata. Os solventes foram
evaporados, obtendo-se as fracbes hexano (H), acetato de etila (A) e
hidroalc6olica (W). O extrato etandlico das folhas (50,49 g) também foi
submetido a extragdo liquido-liquido seguindo o mesmo procedimento. As
massas das partes vegetais, dos extratos e das fracdes estdo descritas na
Tabela 3.1 (p. 28).
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TABELA 3.1 — Massa do material vegetal seco, dos extratos e fracbes obtidas

apos extracado liquido-liquido.

Parte Material Extrato Rendimento Frac&o obtida (g)
vegetal seco (9) etandlico (g) (%) H A W

caule 308,20 54,90 17,81 0,02* | 0,43* | 0,69*

folha 1400,0 55,38 3,96 22,31 | 3,60 | 5,04**

H: hexano; A: acetato de etila; W: metanol:agua

*extracdo liquido-liquido realizada com 1,12 g do extrato etandlico do caule **massa
obtida a partir da secagem de parte da fracdo metanol:dgua do extrato etandlico das
folhas.

3.2.3 — Fracionamento cromatografico do extrato etanolico do caule de E.

pubescens (EPC)

O extrato EPC (49,35 g) foi fracionado por cromatografia em
coluna (CC) (¢ x h = 5,0 x 10,0 cm), utilizando-se silica gel (70-230 mesh)
como fase estaciondria e eluicdo em ordem crescente de polaridade com o0s
seguintes solventes: Hex, Dic, AcCOEt e MeOH (Tabela 3.2, p. 29). Apos
fracionamento, as amostras foram analisadas por cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando trés diferentes sistemas de eluente: a) Hex/AcOEt
(9:1); b) Hex/AcOEt (3:2); c) AcOEt 100%, e reveladas com solugdo 4cida de
vanilina e reagente de Dragendorff. O resultado do fracionamento esta

representado no Fluxograma 3.1.

FLUXOGRAMA 3.1 — Fracionamento cromatografico do extrato etanélico do

caule (EPC).
EPC
49,359
EPC1 EPC 2 EPC3 EPC 4
0,31 g 6,949 13,25 ¢ 0,819
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TABELA 3.2 — Sistemas de eluentes utilizados no fracionamento do extrato
EPC.

Fracbes Sistema de eluente Proporcéo
EPC 1 Hex/Dic (1:2)
EPC 2 Dic/AcOEt (1:1)
EPC 3 AcOEt/MeOH (1:1)
EPC4 MeOH 100%

Selecionou-se a fragéo 2 para ser estudada baseado nos valores
de Rf observados por CCD das fragOes resultantes do fracionamento de EPC.
A fracdo EPC 2 (6,94 g) foi fracionada utilizando cromatografia em coluna com
diferentes condi¢cdes cromatograficas, representadas na Tabela 3.3 (p. 31). As
fracOes obtidas em cada fracionamento foram reunidas de acordo com o0s
valores de Rf observados nas placas de CCD. Os sucessivos fracionamentos
desta fracdo resultaram no isolamento das substancias | e Il (em mistura), lll,
IV, V e VI (Fluxograma 3.2, p. 30).

A fracdo EPC 3 (13,25 g) foi fracionada utilizando diversas
técnicas e condi¢cbes cromatograficas, representadas na Tabela 3.4 (p. 33). As
fracbes obtidas em cada fracionamento foram reunidas de acordo com os
valores de Rf observados nas placas de CCD. Os sucessivos fracionamentos
desta fracdo resultaram no isolamento das substancias VII, VIl e IX
(Fluxograma 3.3, p. 32).

Para confirmar a identificacdo estrutural da substancia IX, a
amostra e um padrao foram submetidos a CLAE, sistema analitico nas
seguintes condic¢des: coluna Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 ym, 150 x 4,6
mm). Loop: 20 yL. Vazéo constante: 1,0 mL/min. Fase movel: H,O (Solvente A)
e CH3CN (Solvente B). Gradiente: 0 min - 10% de B; 3 min - 10% de B; 10 min
- 30% de B; 15 min - 50% de B; 20 min - 80% de B; 25 min - 100% de B; 30 min
- 100% de B.
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FLUXOGRAMA 3.2 — Fracionamento da fragdo EPC 2.

EPC 2
6,94 g

(A1)

1-2
3,39¢
T

(A2)

1
288,1 mg

2
1,68 ¢
(A3)

1
73,1 mg

2 3
86,8 mg 117,1 mg
(1) e (l1)

I
5-6 I
25,9 mg
|

1 2
94,7 mg ||| 596,7 mg
(V)

7-8
78,8 mg

1-2 3-4
502,0 mg 28,9 mg

(A7)

1-2
38,8 mg

380

(A8)

3
,1 mg

4-6
28,7 mg

3-4 5 6
694,2 mg 42,5 mg 98,7 mg
(A9)
1-4 5-7
233,5mg 312,5mg
T
(A10)
1 2 3-5 6-7
28,1 mg 148,3 mg 29,6 mg 20,5 mg
(V1)

1 2 3 4-5
30,7 mg 217,1 mg 73,4 mg 43&”19

1,9 mg
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TABELA 3.3 — Condi¢des cromatograficas utilizadas no fracionamento da fragdo EPC 2 descritas no FLUXOGRAMA 3.2.

Condicdo F. E. h (cm) @ (cm) Sistema Eluente

Al Silica gel 140 55 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9,5:0,5), (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7), (1,5:8,5);
(70-230 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (9,5:0,5), (1:1); MeOH 100%

A2 Silica gel 150 30 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (7:3), (1:1); AcOEt 100%;
(70-230 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (7:3), (1:1); MeOH 100%

A3 Silica gel 170 30 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;
(230-400 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (7:3), (1:1), (3:7); MeOH 100%

Ad Silica gel 220 30 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;
(230-400 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (7:3), (1:1), (3:7); MeOH 100%

A5 Silica gel 185 30 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (1:1), (4:6), (3:7); AcOEt
(230-400 mesh) ' ' 100%; AcOEt/MeOH (8:2), (6:4), (1:1), (3:7); MeOH 100%

AG Silica gel 185 25 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (7:3),
(230-400 mesh) ' ' (1:1), (3:7); MeOH 100%

A7 Silica gel 185 25 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;
(230-400 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (7:3), (1:1), (3:7); MeOH 100%

A8 Sephadex LH-20 36,0 2,5 Isocratica: MeOH 100%

A9 Silica gel 140 30 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (1,5:8,5), (3:7); AcOEt 100%;
(70-230 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (7:3), (1:1); MeOH 100%

1 M . 0 . . . - . . 0 .
AL0 Silica gel 20.0 25 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;

(230-400 mesh)

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

F.E. = fase estacionaria; h = altura da F.E.; ¢ = didametro da coluna cromatografica.
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FLUXOGRAMA 3.3 — Fracionamento da fragdo EPC 3.

(B1)

1-3
1,43 g

(B2)

I I
| 1 I 2 I | 3 I
316,9 mg 131,5 mg 115,2 mg
I

I I |
| 4-5 I | 6-7 I | 8-9 I
328,9 mg 219,2 mg 97,6 mg
|

(B3)
1-2 2-3 4
22,8 mg 242,7 mg 20,2 mg
(B4)

(B5)

1-4
53,3 mg
L

I I |
62,5 mg 107,1 mg 6,4 mg 4,1 mg
|

I I
Lo | o ]
4,1 mg 34,3 mg

S
8,1 mg
(v

4-6
5,1 mg
(WID)

4-6

1,40 g
T—

(B6)

783 g

I

(B7)

1
61,2 mg
T—

I
| 2-3 I 4-5
567,6 mg 565,6 mg
|

1 2 3-4
31,0 mg 23,7 mg 4,5 mg

(B8)

1
7,7 mg

5,8 mg

2,9 mg

2,1 mg

5-6

1,9 mg

k]

2,1 mg

(1X)

6-7
130,7 mg
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TABELA 3.4 — Condi¢Bes cromatograficas utilizadas no fracionamento da fragdo EPC 3 descritas no FLUXOGRAMA 3.3.

Condicéo F. E. h (cm) @ (cm) Sistema Eluente

B1 Silica gel 135 55 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9,5:0,5), (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7), (1,5:8,5);
(70-230 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (9,5:0,5), (1:1), (3:7); MeOH 100%

B2 Silica gel 210 30 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;
(230-400 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (7:3), (1:1), (3:7); MeOH 100%

B3 Silica gel 210 25 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;
(230-400 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (7:3), (1:1), (3:7); MeOH 100%

B4 Sephadex LH-20 36,0 2,5 Isocratica: MeOH 100%

B5 Sephadex LH-20 31,0 0,9 Isocréatica: MeOH 100%

B6 Silica gel 210 30 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;
(230-400 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (7:3), (1:1), (3:7); MeOH 100%

87 Silica gel 265 17 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (8,5:1,5), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;
(230-400 mesh) ' ' AcOEt/MeOH (7:3), (1:1), (3:7); MeOH 100%

B8 Sephadex LH-20 57,0 1,7 Isocratica: MeOH 100%

F.E. = fase estacionaria; h = altura da F.E.; ¢ = diametro da coluna cromatografica.
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3.2.4 — Fracionamento Cromatografico da fracdo EPFH

ApoOs extracdo liquido-liquido do extrato etanodlico das folhas (EPF), a
fracdo hexano EPFH (22,31 g), foi fracionada por CC (¢ x h = 5,0 x 13,5 cm),
utilizando-se silica gel (70-230 mesh) como fase estacionéaria e eluentes em ordem
crescente de polaridade: Hex, AcCOEt e MeOH (Tabela 3.5). Apos fracionamento, as
amostras foram analisadas por CCD, utilizando quatro diferentes sistemas de
eluente: a) Hex/AcOEt (4:1); b) Hex/AcOEt (1:4); c) AcOEt/MeOH (7:3) e d)
AcOEt/MeOH (3:7) sendo reveladas com solugédo &acida de vanilina e sob radiacédo
UV nos comprimentos de onda 254 e 365 nm. O resultado do fracionamento esta

representado no Fluxograma 3.4.

FLUXOGRAMA 3.4 — Fracionamento da fracdo EPFH.

EPFH

22,31 g
EPFH 1 EPFH 2 EPFH 3 EPEH 4 EPFH 5
0,46 g 9,71¢g 1,40 g 6,719 1,909

TABELA 3.5 — Sistemas de eluentes utilizadas no fracionamento da fracdo EPFH.

Fracdes Sistema de eluente Proporgéo
EPFH 1 Hex 100%
EPFH 2 Hex/AcOEt (1:1)
EPFH 3 AcOEt 100%
EPFH 4 AcOEt/MeOH (1:1)
EPFH 5 MeOH 100%

De acordo com os valores de Rf observados por CCD das fracdes
resultantes do fracionamento de EPFH, selecionou-se a fracdo 2 para ser
fracionada. A fracdo EPFH 2 (9,71 g) foi fracionada utilizando cromatografia em
coluna com diferentes condi¢cdes cromatograficas, representadas na Tabela 3.6 (p.

37). As fracdes obtidas em cada fracionamento foram reunidas de acordo com 0s
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valores de Rf observados nas placas de CCD. Os sucessivos fracionamentos desta
fracdo resultaram no isolamento das substancias X e XI (Fluxograma 3.5, p. 36).

Para confirmar a identificacdo estrutural, as substancias X e Xl foram
analisadas via CG-EM com sistema operando em impacto eletronico (70 eV)
equipado com injetor split. Foi utilizada coluna capilar cromatografica de silica
fundida HP-5MS (5% fenil e 95% de metilsiloxano) e hélio como gas de arraste. A
vazao foi constante de 1 mL/min, sendo realizado aquecimento com programacao de
temperatura de 150 °C por 1 min, 150 a 250 °C (10 °C/min); 250 °C por 4 min; 250 a
280 °C (10 °C/min); 280 °C por 20 min.
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FLUXOGRAMA 3.5 — Fracionamento da fragcdo EPFH 2.

EPFH 2
9,719
(Cy)
1-2 3 4-6 7
3,809 2,669 3,38¢ 0,349
(C2) (C5)
1 2 3-5 1 2 3-5 6
0,309 2,58¢ 0,08¢g 0,369 1,439 0,09 g 0,679
(X1
(C3)
1-2 3 4 5-7
0,03¢g 2,279 0,17g 0,059

(¢4

1 2 3 4 5 6 7 8-9
001g 0,06 g 194¢g 011lg 003g 0,029 0,02g 0,05g
)
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TABELA 3.6 — Condi¢Bes cromatograficas utilizadas no fracionamento da fragdo EPFH 2 descritas no FLUXOGRAMA 3.5.

Condicéo F. E. h(cm) | ¢ (cm) Sistema Eluente

c1 Silica gel 135 50 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;
(70-230 mesh) ’ ’ AcOEt/MeOH (7:3), (3:7); MeOH 100%

c2 Silica gel 135 50 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9,5:0,5), (9:1), (8,5:1,5), (8:2), (7:3), (1:1), (3:7);
(70-230 mesh) ' ' AcOEt 100%; AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100%

c3 Slica gel 11,0 5,0 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9,5:0,5), (9:1), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt 100%
(230-400 mesh) ' ' ' . 22 A ) A2 R ’

ca Silica gel 6.0 50 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9,5:0,5), (9:1), (8:2), (7:3), (1:1), (3:7); AcOEt
(230-400 mesh) ' ' 100%; AcOEt/MeOH (1:1); MeOH 100%

cs Silica gel 125 45 Gradiente: Hex 100%; Hex/AcOEt (9:1), (8:2), (7:3), (6:4), (1:1), (3:7); AcOEt 100%;

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

(70-230 mesh)

F.E. = fase estacionaria; h = altura da F.E.; ¢ = diametro da coluna cromatografica.
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3.2.5 — Metodologia do Ensaio Antioxidante

Este ensaio baseia-se na reducéo do radical DPPH’, de coloracéo
violeta e maximo de absorbancia a 517 nm, que ao aceitar um elétron ou um H’
torna-se uma molécula estavel de coloragdo amarela consequentemente
diminuindo a absorbéancia. Para a determinacdo da atividade antioxidante, as
amostras foram solubilizadas em metanol na concentracdo de 1 mg/mL e a
partir da solucéo inicial foram realizadas sucessivas diluicbes de concentracdes
(500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63 e 7,81 pg/mL). Como controle positivo foi
utilizada solugdo de quercetina padrdao (LU et al., 2014) nas mesmas
concentracbes. Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio, onde
adicionou-se 150 pL da solucdo de amostra em diferentes concentracdes e
2850 pL da solugdo metandlica 0,1 mM de DPPH. Em seguida, os tubos de
ensaio foram agitados em agitador vortex para homogeneizacdo e incubados
ao abrigo de luz por 30 minutos a temperatura ambiente. Ap0Os incubacéo,
foram realizadas leituras em espectrofotometro de UV-Vis a 517 nm. Todas as
determinacdes foram realizadas em triplicata e acompanhadas da leitura do
controle negativo. A porcentagem de reducdo do radical DPPH’ foi calculada

segundo a Equacéo 3.1:

% redugéo dO DPPH. = [(AbScontro|e - AbSamostra)/ AbSContro|e] X 100 (Equagao
3.1)

Onde:
Absamoestra = @absorbéancia da amostra com a solucdo de DPPH
AbScontrole = @bsorbancia da solu¢do metandlica de DPPH (controle negativo)

A atividade sequestrante do radical DPPH" foi expressa em
termos de ECsp (concentracdo minima necessaria para o antioxidante reduzir
em 50% a concentracgéo inicial do DPPH), sendo esta determinada através do
calculo da atividade antioxidante em diferentes concentracdes de forma a
tracar uma curva entre a capacidade antioxidante da amostra e sua
concentracdo (MISHRA, OJHA, CHAUDHURY, 2012).

38



3.2.6 — Metodologia dos Ensaios Enzimaticos

Os ensaios de inibicdo enzimatica frente as catepsinas K, V e L
foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira, na
Universidade Federal de S&o Carlos, S&éo Carlos — SP.

O procedimento realizado, descrito por SEVERINO et al., 2011,
consiste na determinacdo da inibicdo enzimatica através da deteccdo do
aumento da fluorescéncia que ocorre com a hidrdlise do substrato fluorogénico
Z-FR-MCA, o qual foi detectado em espectrofluorimetro com fenda de
excitacao ajustada para Aex= 380 nm e emissao Aem= 460 nm. Os ensaios foram
realizados em triplicatas, nos quais as amostras foram diluidas em DMSO,
obtendo-se concentracao final dos extratos e fracdes de 125 e 50 pyg/mL.

Um volume de 5 pL dos possiveis inibidores foi adicionado em
cada poco das placas de ELISA (96 pocos) e posteriormente adicionou-se as
enzimas (1-5 nM) em tampéo (acetato de sodio 100 mM com 5 mM de EDTA e
pH de 5,5) pré-ativadas com ditioeritritol DTE (5,0 mM) a 27 °C por 5 minutos.
As enzimas foram incubadas por 5 minutos com os analitos e posteriormente
foram adicionados 10 uM de substrato fluorogénico Z-FR-MCA. Imediatamente
iniciou-se a leitura da hidrolise do substrato que foi monitorada por 300
segundos. Como controle negativo utilizou-se DMSO e como controle positivo o
inibidor E-64 (Figura 3.1) dissolvido em DMSO (10 yM). A metodologia utilizada

no ensaio esta representada na Figura 3.2 (p.40).

FIGURA 3.1 — Estrutura do [L-3-carboxi-trans-2,3-epoxipropionil-leucilamido(4-
guanino)butano] (E-64).

T
%
;:
Ir=z
\
O

O NH

Fonte: BARRETT et al., 1982
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FIGURA 3.2 — Esquema geral dos ensaios enzimaticos com o substrato

Tampao com DTE
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5 minutos
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\
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e
J
l CHj
Alta fluorescéncia

Fonte: SEVERINO, 2008
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo resultou no isolamento de dez metabdlitos
secundarios de E. pubescens, sendo quatro triterpenoides (substancias I, II, X
e Xl), dois diterpenoides (substancia Ill e 1V), quatro acidos carboxilicos
aromaticos (substancias V, VI, VIl e VIII) e um flavonoide (substancia IX).

4.1 — SUBSTANCIAS ISOLADAS

a-amirina (1)
Origem: extrato etandlico do caule (EPC)
Isolamento: p. 28-31

Identificagao estrutural: p. 44-46

B-amirina (11)
Origem: extrato etandlico do caule (EPC)
Isolamento: p. 28-31

Identificacdo estrutural: p. 44-46

acido 7-oxo-labda-8,13-dien-15-oico (lll)
Origem: extrato etandlico do caule (EPC)
Isolamento: p. 28-31

Identificagéo estrutural: p. 47-53
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HO

acido A™**-ent-labd-8 B-ol-15-oico (IV)
Origem: extrato etandlico do caule (EPC)
Isolamento: p. 28-31

Identificagao estrutural: p. 54-60

acido p-hidroxibenzoico (V)

Origem: extrato etandlico do caule (EPC)
Isolamento: p. 28-31

Identificagéo estrutural: p. 61-65

acido 3,4-diidroxibenzoico (VI)
Origem: extrato etandlico do caule (EPC)
Isolamento: p. 28-31

Identificagéo estrutural: p. 66-70

acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico (VII)
Origem: extrato etandlico do caule (EPC)
Isolamento: p. 28 e 29, 32 e 33

Identificacao estrutural: p. 71-74
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HO

OH

acido 3-metoxi-4-hidroxibenzoico (VIII)
Origem: extrato etandlico do caule (EPC)
Isolamento: p. 28 e 29, 32 e 33
Identificagéo estrutural: p. 75-78

quercetina (IX)

Origem: extrato etandlico do caule (EPC)
Isolamento: p. 28 e 29, 32 e 33
Identificagao estrutural: p. 79-82

lupenona (X)
Origem: extrato etandlico das folhas (EPF)
Isolamento: p. 34-37

Identificagéo estrutural: p. 83-87

lupeol (XI)

Origem: extrato etandlico das folhas (EPF)
Isolamento: p. 34-37

Identificagao estrutural: p. 87-92
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4.2 — IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBTANCIAS ISOLADAS DE E.

pubescens

4.2.1 — Identificacdo estrutural das substancias | e Il

A mistura das substéancias | e |l foi obtida na forma de um soélido
amarelado (117,1 mg), a partir de cromatografia em coluna da fragdo EPC 2,
resultante do fracionamento do extrato etandlico do caule de E. pubescens. A
amostra, quando analisada por CCD e revelada com solucéo acida de vanilina
apresentou-se como uma mancha de coloracdo violeta. A identificacéo
estrutural foi feita utilizando a técnica espectroscopica de RMN de 'H, em
comparacao com dados da literatura (MAGINA, 2008; MATOS, 2006).

No espectro de RMN de *H (Figura 4.1, p. 46) da mistura de | e Il
verificou-se a presenca de singletos entre &y 0,7 a 1,5 tipicos de hidrogénios
metilicos de triterpenoides pentaciclicos. Também verificou-se um duplo
dubleto em &y 3,23 (J = 10,5 e 4,3 Hz, 1H), que corresponde a um CH
oxigenado, atribuido ao H-3. A constante de acoplamento de 10,5 Hz indicou
que H-3 estd em axial e acopla com H-2B. Na regido proxima de 5 ppm,
observou-se a presenca de dois tripletos em &y 5,26 (J = 7,1 Hz, 1H) e 5,30 (J
= 7,7 Hz, 1H) caracteristicos de hidrogénios olefinicos, mais desblindados por
estarem fora da regido de blindagem da ligacdo dupla, que podem ser
atribuidos a H-12. A comparacdo destes dados com os da literatura (Tabela
4.1, p. 45) permitiu identificar a amostra como sendo uma mistura de
triterpenoides denominados urs-12-en-3B3-ol e olean-12-en-33-ol, mais
conhecidos como a-amirina (I) e B-amirina (ll), respectivamente.

As substancias a-amirina e -amirina sao triterpenoides
pentaciclicos que ocorrem naturalmente numa variedade de plantas medicinais
e também em vegetais como a ervilha e a couve. Diversas atividades
biolégicas tém sido relatadas para as amirinas, tais como: ansiolitica,
antidepressiva, antinociceptiva, hepatoprotetora, gastroprotetora e anti-
inflamatoria. Por apresentarem uma vasta gama de atividades bioldgicas, as
amirinas podem ser consideradas compostos promissores para

desenvolvimento farmacéutico (CHING et al., 2011).

44



TABELA 4.1 — Dados espectroscopicos de RMN de 'H obtidos para as

substancias | e Il.

Substancias | e Il MATOS, 2006 MAGINA, 2008
H
&1 (ppm) &1 (ppm) & (ppm)
(CDCl3, 400 MHz) (CDCl3, 400 MHZ) (CDCl3, 400 MHz)
3 |3,23(dd,J=105e4,3Hz) | 3,22 (dd,J=10,7e 4,7 Hz) | 3,21 (dd, J = 12,0 e 4,4 HZ)
12a 5,26* (t, J = 7,1 Hz) 5,12 (t, J = 7,2 HZ) 5,12 (m)
12 5,30* (t, J = 7,7 Hz) 5,18 (t, J = 6,9 Hz) 5,18 (m)
23
0,78 (s)*
24 0,79 (s)*
25 0,80 (s)” 0,78 (S)
0,88 (s)*
. 0,82 (s)
26 0,90 (s) 0.86 (5)
0,91 (s)* 0,79 - 1,13 (s) :
. 0,93 (s)
0,92 (s)
27 N 0,96 (s)
0,94 (s)
. 0,99 (s)
28 1,00 (s) 113 (s)
1,09 (s)* :
1,11 (s)*
29 1,15 (s)*
30

*Valores intercambiaveis.
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FIGURA 4.1 — Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) da mistura das substancias | e I1.
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4.2.2 — ldentificagdo estrutural da substancia Il

A substéancia 1l foi obtida na forma de sélido amarelado (23,9 mg), a
partir de cromatografia em coluna da fracdo EPC 2, resultante do fracionamento do
extrato etandlico do caule de E. pubescens. A amostra, quando analisada por CCD e
revelada com solug¢do acida de vanilina apresentou-se como uma mancha roxa e
quando submetida a radiacdo UV em comprimento de onda 254 nm uma mancha
verde. A identificacdo estrutural foi feita utilizando as técnicas espectroscopicas uni e
bidimensional de RMN de 'H e '3C, em comparacdo com dados da literatura
(DEKKER et al., 1988; RIJO, 2010).

No espectro de RMN de 'H (Figura 4.2, p. 50) da substancia IlI
verificou-se a presenca de cinco singletos entre &y 0,8 a 2,3 que correspondem aos
hidrogénios de metilas, além de outros sinais nesta regido correspondente aos
demais hidrogénios metinicos e metilénicos. Foi observado um singleto largo em &y
5,75 (1H) que corresponde a um hidrogénio olefinico, atribuido ao H-14. No espectro
de RMN de *3C (Figura 4.3, p. 51) da substancia 1l foram observados vinte sinais de
carbono entre &: 10 e 200. Sendo os sinais na regido mais blindada do espectro de
13C em &c 11,4; 18,2; 19,1; 21,3; 32,5 atribuidos aos carbonos metilicos C-17, C-20;
C-16, C-19, C-18, respectivamente.

Foram observados ainda sinais na regido mais desblindada do
espectro de *C em &: 115,3; 130,6; 161,6 e 166,3 atribuidos aos carbonos de
ligacdo dupla C-14, C-8, C-13 e C-9, respectivamente. Os sinais em &c 171,3 e 200,1
foram atribuidos ao carbono da carboxila e da carbonila C-15 e C-7,
respectivamente. Na andlise do mapa de contorno de HSQC (Figuras 4.4 e 4.5, p.
52 e 53) da substancia Ill foram observadas as correlagcdes de hidrogénios e
carbonos diretamente ligados. Os dados de correlacdo estdo apresentados na
Tabela 4.3 (p. 49). A comparacao destes dados com a literatura (Tabela 4.2, p. 48)
permitiu identificar a estrutura como sendo o acido 7-oxo-labda-8,13-dien-15-0ico ou
acido rinocerotinoico.

O &cido rinocerotinoico € um diterpenoide labdano que possui atividade
anti-inflamatéria, tendo sido isolado de espécies vegetais como: Plectranthus

ornatus (Lamiaceae) e Elytropappus rhinocerotis (Asteraceae) (RIJO et al., 2007).
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TABELA 4.2 — Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '3C obtidos para a

substancia llI.
Substancia I DEKKER et al., 1988
Hic 3 (ppm) 3¢ (ppm) . (ppm) dc (ppm)
(CDCl5, 400 MHz) (CDCl3 100 MHz) | (CDCl3 500 MHz) | (CDCl3 125 MHz)
L o e
sz o 1
» 128 (m 413 e 413
4 - 33,1 - 33,1
5 1,72 (m) 50,3 1,68 50,3
gg 2,51 (dd, J2=,3167,(?nZ) e 3,47 Hz) 352 gzgg 352
7 - 200,1 - 200,1
8 - 130,6 - 130,6
9 - 166,3 - 166,2
10 - 41,0 - 41,0
11 2,34 (m) 27,7 2,35 27,7
12 2,28 (m) 39,8 2,28 39,8
13 - 161,6 - 161,5
14 5,75 (sl) 115,3 5,73 115,4
15 - 171,3 - 171,6
16 2,23 (s) 19,1 2,20 19,1
17 1,78 (s) 11,4 1,75 11,4
18 0,89 (s) 32,5 0,86 32,5
19 0,92 (s) 21,3 0,90 21,3
20 1,10 (s) 18,2 1,07 18,2
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TABELA 4.3 — CorrelagOes observadas no experimento de HSQC para a substancia

PEEIEED (CDg?g,(Z'S?)MHz) (CDCBE‘([:I).gg])IVIHz)
1 1,37 (m) e 1,91 (m) 35,9
2 1,70 (m) e 1,61 (m) 18,6
3 1,21 (m) e 1,48 (m) 41,3
5 1,72 (m) 50,3
6 2,51 (dd) e 2,36 (m) 35,2
11 2,34 (m) 27,7
12 2,28 (m) 39,8
14 5,75 (sl) 115,3
16 2,23 (s) 19,1
17 1,78 (s) 11,4
18 0,89 (s) 32,5
19 0,92 (s) 21,3
20 1,10 (s) 18,2
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FIGURA 4.2 — Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) da substancia Ill.
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FIGURA 4.3 — Espectro de RMN de **C (CDCl;, 100 MHz) da substancia Ill.
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FIGURA 4.4 — Mapa de contorno HSQC da substancia Il (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 4.5 — Expansdo do mapa de contorno HSQC da substancia Il (CDCl3z, 400 MHz).
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4.2.3 — ldentificacdo estrutural da substancia IV

A substancia IV foi obtida na forma de cristais brancos (94,7 mg), a
partir de cromatografia em coluna da fracdo EPC 2, resultante do fracionamento do
extrato etandlico do caule de E. pubescens. A amostra, quando analisada por CCD e
revelada com solug¢do acida de vanilina apresentou-se como uma mancha roxa e
quando submetida a radiacdo UV em comprimento de onda 254 nm uma mancha
verde. A identificacdo estrutural foi feita utilizando as técnicas espectroscopicas uni e
bidimensional de RMN de 'H e '3C, em comparacdo com dados da literatura
(BARATTA, RUBERTO, TRINGALI, 1999; IMAMURA et al., 1977; MARSAIOLI,
LEITAO FILHO, CAMPELLO, 1975; PACHECO et al., 2009).

No espectro de RMN de 'H (Figura 4.6, p. 57) da substancia IV
verificou-se a presenca de cinco singletos entre &y 0,7 a 2,2 que correspondem aos
hidrogénios metilicos, além de outros sinais nesta regido correspondentes aos
demais hidrogénios metinicos e metilénicos. Também verificou-se um singleto largo
em &y 5,71 (1H) que corresponde a um hidrogénio metinico da ligacdo dupla,
atribuido ao H-14. No espectro de RMN de *3C (Figura 4.7, p. 58) da substancia IV
foram observados vinte sinais de carbono entre dc 15 e 172. Os sinais na regiao
mais blindada do espectro de **C em 3¢ 15,4; 19,4; 21,5; 23,9; 33,3 foram atribuidos
aos carbonos de metilas C-20, C-16, C-18, C-17, C-19, respectivamente. Foram
observados ainda sinais na regido mais desblindada do espectro de *C em &: 114,6
e 163,9 atribuidos aos carbonos olefinicos C-14 e C-13, respectivamente. O sinal em
dc 171,6 foi atribuido ao carbono da carboxila, C-15.

Na analise do mapa de contorno de HSQC (Figuras 4.8 € 4.9, p. 59 e
60) da substancia IV foram observadas as correlacdes de hidrogénios e carbonos
diretamente ligados e os dados de correlacdo estdo apresentados na Tabela 4.5 (p.
56). A comparacao destes dados com os da literatura (Tabela 4.4, p. 55) permitiu
identificar a estrutura como sendo o acido A**-ent-labd-88-ol-15-oico.

De um modo geral, diterpenoides do tipo labdano como o acido
A™*-ent-labd-88-ol-15-oico apresentam alta atividade antibacteriana. E com relagéo
a importancia comercial, diterpenoides labdanos sdo usados em logdes na
perfumaria e como um agente aromatizante na industria de tabaco (PACHECO et al.,
2009).
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TABELA 4.4 —

substancia IV.

Dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C obtidos para a

H/C

Substancia IV

BARATTA, RUBERTO, TRINGALI, 1999

&4 (ppm) 8¢ (ppm) & (ppm) &c (ppm)
(CDCl5 400 MHz) | (CDCl; 100 MHz) | (CDCls 250 MHz) | (CDCl; 62,5 MHz)

1"6‘ (1318421 Em; 39,7 1,61 (m) 39,8
2 o gm; 18,4 1,62 (m) .
s iom 7
4 - 33,2 - -

5 0,91 (m) 56,0 0,89 (m) 56,1
g‘;‘ 11?1&23 Emg 23,4 1,60 (m) 23,5
a ] iz 2
8 - 74,6 - 74,4
9 1,07 (m) 61,3 1,06 (m) 61,3
10 - 39,2 - 39,2
e i:gg gmg 20,5 1,62 (m) 20,5
12 2,31 (m) 44,5 2,30 (m) 44,5
13 - 163,9 - 163,9
14 5,71 (sl) 114,6 5,70 (sl) 1147
15 - 1715 - 1715
16 2,17 (s) 19,4 2,17 (s) 19,4
17 1,17 (s) 23,9 1,15 (s) 24,0
18 0,80 (s) 21,5 0,78 (s) 21,5
19 0,87 () 33,3 0,86 (s) 33,4
20 0,79 () 15,4 0,79 (s) 15,4
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TABELA 4.5 — CorrelagGes observadas no experimento de HSQC para a substancia

V.

FESIEE (Cngg,(gggq)l\/le) (CDgIcg,(ggg])MHz)
1 1,62 (m) € 0,94 (m) 39,7
2 1,64 (m) e 1,36 (m) 18,4
3 1,37 (m) e 1,12 (m) 41,9
5 0,91 (m) 56,0
6 1,62 (m) e 1,45 (m) 23,4
7 1,82 (m) e 1,37 (m) 44,6
9 1,07 (m) 61,3
11 1,64 (m) e 1,26 (m) 20,5
12 2,31 (m) 44,5
14 5,71 (sl) 114,6
16 2,17 (s) 19,4
17 1,17 (s) 23,9
18 0,80 (s) 21,5
19 0,87 (s) 33,3
20 0,79 (s) 15,4
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FIGURA 4.6 — Espectro de RMN de *H (CDCls;, 400 MHz) da substancia IV.
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FIGURA 4.8 — Mapa de contorno HSQC da substancia IV (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 4.9 — Expanséo do mapa de contorno HSQC da substancia IV (CDClz, 400 MHz).
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4.2.4 — ldentificacdo estrutural da substancia V

A substancia V foi obtida na forma de um sélido marrom (43,9 mg), a
partir de cromatografia em coluna da fracdo EPC 2, resultante do fracionamento do
extrato etandlico do caule de E. pubescens. A amostra foi analisada por CCD e
apresentou-se como uma mancha cinza-azulada quando revelada com solucdo
acida de vanilina, uma mancha verde e azul quando submetida a radiagdo UV em
comprimento de onda 254 nm e 365 nm, respectivamente. A identificacdo estrutural
foi realizada utilizando as técnicas espectroscopicas uni e bidimensional de RMN de
'H e 3C, em comparacdo com dados da literatura (CHEN et al., 2010; DHAKAL et
al., 2009; ZHANG et al., 2012).

No espectro de RMN de 'H (Figura 4.10, p.63) da substancia V
verificou-se a presenca de sinais na regiao de hidrogénios aromaticos, sendo um
dubleto em &y 6,81 (J = 8,8 Hz, 2H) e um dubleto em &y 7,87 (J = 8,9 Hz, 2H)
atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-5; H-2 e H-6, respectivamente. No espectro de
RMN de **C (Figura 4.11, p. 64) da substancia V foram observados cinco sinais de
carbono entre dc 115 e 171, sendo os sinais mais desblindados &c 163,3 e 170,5
atribuidos aos carbonos carbindlico (C-4) e carboxilico (C-7). Na analise do mapa de
contorno de HSQC (Figura 4.12, p. 65) da substancia V foram observadas as
correlagcdes de hidrogénios e carbonos diretamente ligados (Tabela 4.7, p. 62). A
comparacao destes dados com os da literatura (Tabela 4.6, p. 62) permitiu identificar
a estrutura como sendo o acido p-hidroxibenzoico ou acido 4-hidroxibenzoico.

O acido p-hidroxibenzoico ocorre naturalmente em diversas espécies
vegetais, dentre elas: cenoura, uva, ameixa amarela, entre outras. Estudos
demonstram que o acido p-hidroxibenzoico possui atividade antimicrobiana,
antimutagénica, hipoglicemiante, anti-inflamatéria, antiviral, antioxidante, entre
outras. Além disso, também é utilizado como conservante em muitos produtos

cosmeéticos, farmacéuticos, alimenticios e bebidas (MANUJA et al., 2013).
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TABELA 4.6 — Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '3C obtidos para a

substancia V.

HO
v
Substancia V DHAKAL et al., 2009
HIC 84 (ppm) 3¢ (ppm) 34 (ppm) 3¢ (ppm)
(CD50D, 500 MHz) | (CD50OD, 125 MHz) | (CD;OD 500 MHz) | (CD,OD, 125 MHz)

1 - 123,2 - 122,6
2e6 |787(d,J=88Hz) 133,1 7,87 (d, J = 8,80 H2) 132,9
3e5 |6,81(d,J=8,9Hz) 116,1 6,81 (d, J = 8,76 H2) 116,0

4 - 163,3 - 163,3

7 - 170,5 - 170,1

TABELA 4.7 — Correla¢cdes observadas no experimento de HSQC para a substancia

V.
- S (ppm) dc (ppm)
Posicao
(CD3;0OD, 500 MHz) (CD;0D, 125 MHz)
2e6 7,87 133,1
3e5 6,81 116,1
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FIGURA 4.10 — Espectro de RMN de *H (CDs0D, 500 MHz) da substancia V.

—6.82
—6.80

H-3 e H-5

H-2 e H-6 '\
/
METHANOL-d4

6.8223
.8044

0

7.8649

b IV

AN
L o]

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25
Chemical Shift (ppm)



FIGURA 4.11 — Espectro de RMN de **C (CD3;0D, 125 MHz) da substancia V.
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FIGURA 4.12 — Mapa de contorno HSQC da substancia V (CD3;OD, 500 MHz).
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4.2.5 — ldentificagdo estrutural da substancia VI

A substéancia VI foi obtida na forma de um sélido amarelo (148,3 mg), a
partir de cromatografia em coluna da fracdo EPC 2, resultante do fracionamento do
extrato etandlico do caule de E. pubescens. A amostra, quando analisada por CCD e
revelada com solucdo acida de vanilina, apresentou-se como uma mancha cinza.
Manchas verde e azul foram observadas quando submetidas a radiacdo UV em
comprimento de onda 254 nm e 365 nm, respectivamente. A identificacdo estrutural
foi feita utilizando as técnicas espectroscépicas uni e bidimensional de RMN de *H e
13C, em comparacdo com dados da literatura (HE et al., 2009; LEE et al., 2011;
SOUZA FILHO et al., 2006).

No espectro de RMN de 'H (Figura 4.13, p. 68) da substancia VI
verificou-se a presenca de sinais na regiao de hidrogénios aromaticos, sendo um
dubleto em &y 6,79 (J = 7,8 Hz, 1H), um dubleto largo em &4 7,41 (J = 2,0 Hz, 1H) e
um singleto largo em &y 7,44 (1H) atribuidos aos hidrogénios H-5, H-6 e H-2,
respectivamente. No espectro de RMN de **C (Figura 4.14, p. 69) da substancia VI
foram observados sete sinais de carbono entre dc 115 e 171, sendo 0s sinais mais
desblindados &c 146,2; 151,6 e 170,4 atribuidos aos carbonos carbinélicos (C-3 e C-
4) e carboxilico (C-7). Na analise do mapa de contorno de HSQC (Figura 4.15, 70)
da substancia VI foram observadas as correlacdes de hidrogénios e carbonos
diretamente ligados. Sendo observada também correlacdo ndo direta, em meta, do
H-2 com o C-6 (Tabela 4.9, p. 67). A comparacao destes dados com os da literatura
(Tabela 4.8, p. 67) permitiu identificar a estrutura como sendo o éacido 3,4-
diidroxibenzoico ou &cido protocatecuico.

O acido 3,4-diidroxibenzoico esta presente em muitas plantas
comestiveis e medicinais, tais como cebola, ameixa, malva, erva de Sdo Joao, entre
outras. Pesquisas realizadas nos ultimos anos indicam que esta substancia pode ser
utiizada na medicina convencional para a prevencdo de cancer e doencas
cardiovasculares. O mecanismo da acdo preventiva do acido 3,4-diidroxibenzoico
estd baseado em suas propriedades antioxidantes e na sua capacidade de aumentar
a atividade catalitica de enzimas envolvidas na neutralizacdo de radicais livres. Além
disso, o acido 3,4-diidroxibenzoico possui atividade antibacteriana, anticancerigena,
antitlcera, antidiabética, antiviral, anti-inflamatdria, analgésica, hepatoprotetora e
neuroprotetora (KAKKAR & BAIS, 2014; TANAKA, TANAKA, TANAKA, 2011).
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TABELA 4.8 — Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '3C obtidos para a

substancia VI.

VI
Substancia VI LEE et al., 2011
HIC 3 (ppm) dc (ppm) 3 (ppm) ¢ (ppm)
(CD;0D. 400 MHz) | (CD;OD. 100 MHz) (CD;0D. 600 MHz) (CD;0D. 150 MHz)
1 - 123,3 - 123,8
2 7,44 (sl) 117,8 7,43 (d, J = 1,8 Hz) 117,7
3 - 146,2 - 146,3
4 - 151,6 - 151,4
5 6,79 (d, J = 7,8 Hz) 115,9 6,78 (d, J = 7,8 Hz) 115,7
6 7,41 (dl, J = 2,0 Hz) 124,0 7,40 (dd, J= 7,8 e 1,8 Hz) 123,5
7 - 170,4 170,5

TABELA 4.9 — Correla¢cdes observadas no experimento de HSQC para a substancia

VI.
i & (ppm) 3¢ (ppm)
Posi¢ao (CD;0D. 400 MHz) (CD;OD. 100 MHz)
2 7,44 117,8
5 6,79 115,9
2e6 7,41: 7,44 124,0
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FIGURA 4.13 — Espectro de RMN de *H (CDs0D, 400 MHz) da substancia VI.
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FIGURA 4.14 — Espectro de RMN de *3*C (CD3;0D, 100 MHz) da substancia VI.
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FIGURA 4.15 — Mapa de contorno HSQC da substancia VI (CD;OD, 400 MHz).
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4.2.6 — Identificacdo estrutural da substancia VIl

A substéncia VIl foi obtida na forma de um solido marrom (8,1
mg), a partir de cromatografia em coluna da fracdo EPC 3, resultante do
fracionamento do extrato etandlico do caule de E. pubescens. A amostra
guando analisada por CCD, apresentou uma mancha cinza quando revelada
com solucdo éacida de vanilina, mancha verde e azul quando submetida a
radiacdo UV em comprimento de onda 254 nm e 365 nm, respectivamente. A
identificacdo estrutural foi feita utilizando as técnicas espectroscopicas uni e
bidimensional de RMN de *H e HSQC, em comparac&o com dados da literatura
(ABBAS et al., 2007; ORABI et al., 2013; SWISLOCKA et al., 2013).

No espectro de RMN de *H (Figura 4.16, p. 73) da substancia VI
verificou-se a presenca de um singleto em &y 7,33 (2H), atribuido aos
hidrogénios aromaticos H-2 e H-6. Foi observado ainda um singleto em &y 3,88
(6H) atribuido aos hidrogénios das metoxilas (3-OCH3; e 5-OCH3). Na analise
do mapa de contorno de HSQC (Figura 4.17, p. 74) da substancia VIl foram
observadas as correlacbes de hidrogénios e carbonos diretamente ligados
(Tabela 4.11, p. 72). A comparagao destes dados com os da literatura (Tabela
4.10, p. 72) permitiu identificar a estrutura como sendo o acido 4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoico ou acido siringico.

O acido siringico € um composto fendlico de ocorréncia natural,
abundantemente presente em cereais como cevada, milho, painco, aveia,
arroz, centeio, sorgo e trigo, além de encontrado em vegetais como rabanete.
O &cido siringico possui diversas atividades bioldgicas, tais como: atividade
antioxidante, antiproliferativa, antisséptica, anticancerigena e hepatoprotetora
(KARTHIK et al., 2014; SRINIVASAN et al., 2014).
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TABELA 4.10 — Dados espectroscépicos de RMN de 'H obtidos para a
substancia VII.

VII
Substancia VI ABBAS et al., 2007
& S (ppm) S (ppm)
(CD;0D. 400 MHz) (CD;0OD. 500 MHz)
2eb6 7,33 (s) 7,35 (s)
3-OCHj; e 5-OCHj,4 3,88 (s) 3,90 (s)

TABELA 4.11 — Correlagdes observadas no experimento de HSQC para a
substancia VII.

o & (ppm) &c (ppm)
ORI (CDsOD 400 MHz) (CDOD. 100 MHz)
266 7,33 108,2
3-OCHj e 5-OCH, 3,88 56,8
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FIGURA 4.16 — Espectro de RMN de *H (CDsOD, 400 MHz) da substancia VII.
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FIGURA 4.17 — Mapa de contorno HSQC da substancia VIl (CD;OD, 400 MHz).
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4.2.7 — Identificacdo estrutural da substancia VIlI

A substancia VIII foi obtida na forma de um sélido marrom (5,1
mg), a partir de cromatografia em coluna da fracdo EPC 3, resultante do
fracionamento do extrato etandlico do caule de E. pubescens. A amostra,
quando analisada por CCD e revelada com solucdo acida de vanilina,
apresentou uma mancha cinza. Quando submetida a radiagdo UV em
comprimento de onda 254 nm e 365 nm, apresentou respectivamente uma
mancha verde e azul. A identificacdo estrutural foi feita utilizando as técnicas
espectroscopicas uni e bidimensional de RMN de *H e HSQC, em comparacao
com dados da literatura (RAJENDIRAN & JENITA, 2015; SWISLOCKA et al.,
2013; ZHANG et al., 2009).

No espectro de RMN de *H (Figura 4.18, p. 77) da substancia VIII
verificou-se a presenca de varios sinais na regiao de hidrogénios aromaticos.
Dois dubletos em &4 6,76 (J = 8,3 Hz, 1H) e &4 7,43 (J = 1,8 Hz, 1H) foram
atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-2, respectivamente. Observou-se ainda um
duplo dubleto em &4 7,39 (J = 1,8 e 8,3 Hz, 1H) que indica 0 acoplamento meta
entre H-2 e H-6, e acoplamento orto entre H-5 e H-6. Foi observado ainda um
singleto em &y 3,88 (3H) atribuido aos hidrogénios da metoxila (3-OCH3). Na
analise do mapa de contorno de HSQC (Figura 4.19, p. 78) da substancia VIli
foram observadas as correlagbes de hidrogénios e carbonos diretamente
ligados (Tabela 4.13, p. 76). A comparacdo destes dados com os da literatura
(Tabelas 4.12, p. 76) permitiu identificar a estrutura como sendo o acido 3-
metoxi-4-hidroxibenzoico ou acido vanilico.

O 4cido vanilico € um derivado de acido benzoico utilizado como
agente aromatizante. A maior quantidade de acido vanilico, em plantas, foi
encontrada nas raizes de Angelica sinensis (Apiaceae), que é utilizada na
medicina tradicional chinesa. Vérios estudos tém evidenciado a eficacia do
acido vanilico no tratamento de doencas imunes ou inflamatoérias e também seu
efeito hepatoprotetor. Além disso, o acido vanilico possui efeito benéfico na
colite ulcerativa, indicando assim a sua utilidade na regulacdo de inflamacé&o
intestinal cronica (KIM et al., 2010).
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TABELA 4.12 — Dados espectroscépicos de RMN de 'H obtidos para a

substancia VIII.

~
HO
VI

Substancia VIl ZHANG et al., 2009

. 34 (ppm) O (ppm)
(CD;0D. 400 MHz) (CD;0D. 500 MHz)
2 7,43 (d, J = 1,8 Hz) 7,43 (d, J = 1,8 Hz)
5 6,76 (d, J = 8,3 Hz) 6,78 (d, J = 8,2 Hz)

6 7,39 (dd, J = 8,3 e 1,8 Hz) 7,46 (dd, J = 8,2 e 1,8 Hz)
OCH,4 3,88 (s) 3,77 (s)

TABELA 4.13 — Correlagdes observadas no experimento de HSQC para a

substancia VIII.

posieas o o e Voo e
2 7,43 115,8
5 6,76 113,4
6 7,39 121,5
OCH; 3,88 54,7
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FIGURA 4.18 — Espectro de RMN de *H (CDsOD, 400 MHz) da substancia VIII.
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FIGURA 4.19 — Mapa de contorno HSQC da substancia VIl (CDs;OD, 400 MHz).
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4.2.8 — Identificacdo estrutural da substancia IX

A substéncia IX foi obtida na forma de um solido amarelo (2,1
mg), a partir de cromatografia em coluna da fracdo EPC 3, resultante do
fracionamento do extrato etandlico do caule de E. pubescens. A amostra,
quando analisada por CCD e revelada com solucdo acida de vanilina,
apresentou-se como uma mancha amarela, uma mancha cinza e outra amarela
quando submetida a radiacdo UV em comprimento de onda 254 nm e 365 nm,
respectivamente. A identificacdo estrutural foi feita utilizando a técnica
espectroscopica de RMN de 'H, em comparacdo com dados da literatura
(ADEROGBA et al., 2013; KOOLEN et al., 2012).

No espectro de RMN de *H (Figura 4.20, p. 81) da substancia IX
verificou-se a presenca de sinais na regido de hidrogénios aromaticos, sendo
dois dubletos em &y 6,19 (J = 1,8 Hz, 1H) e &4 6,40 (J = 1,8 Hz, 1H),
correspondentes a H-6 e H-8, respectivamente. Este conjunto de sinais é
caracteristico de acoplamento meta de anel aromatico, sendo atribuido ao anel
A de um flavonoide substituido em C-5 e C-7. Ainda nesta mesma regido foram
observados dois dubletos em &4 6,90 (J = 8,5 Hz, 1H) e &4 7,74 (J = 2,0 Hz,
1H), atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-5" e H-2’, e um duplo
dubleto em &y 7,63 (J = 8,5 e 2,0 Hz, 1H) atribuido a H-6". Este conjunto de
sinais indica acoplamento meta entre H-2' e H-6’, e acoplamento orto entre H-5’
e H-6’, caracterizando assim que o anel B do flavonoide € substituido em C-3’ e
C-4’. A comparacédo destes dados com os da literatura (Tabelas 4.14, p. 80)
permitiu identificar a estrutura como sendo o flavonoide quercetina.

Também foi possivel confirmar a identidade da substancia IX
através do cromatograma obtidos por CLAE com deteccdo no comprimento de
onda 360 nm (Figura 4.21, p. 82). Onde observou-se um unico pico de alta
intensidade com tempo de retencdo de 14,07 minutos, sendo este 0 mesmo
tempo de retencdo obtido para a quercetina padrao quando analisada nas
mesmas condi¢cdes cromatograficas.

A quercetina € um flavonoide amplamente encontrado em frutas,
vegetais e nozes, tais como: alface, pimenta, cebola, tomate, brocolis, maca,
entre outros. Esse flavonoide possui diversas aplicacbes terapéuticas

atribuidas principalmente a sua alta atividade antioxidante. Estudos tém
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demonstrado que a quercetina exerce efeito neuroprotetor e aumenta a
resisténcia dos neurbnios ao estresse oxidativo. Além disso, possui atividade
anti-inflamatéria, anticancerigena, hepatoprotetora, atuando também como
agente no controle da ansiedade e como auxiliar na melhora cognitiva
(SABOGAL-GUAQUETA et al., 2015; WU et al., 2008).

TABELA 4.14 — Dados espectroscopicos de RMN de 'H obtidos para a
substancia IX.

IX
Substancia X KOOLEN et al., 2012
0 34 (ppm) O (ppm)
(CD;0D. 400 MHz) (CD;0D. 400 MHz)
6 6,19 (d, J = 1,8 Hz) 6,20 (d, J = 1,8 Hz)
8 6,40 (d, J = 1,8 Hz) 6,42 (d, J = 1,8 Hz)
2’ 7,74 (d, J = 2,0 Hz) 7,68 (d, J = 2,1 Hz)
5’ 6,90 (d, J = 8,5 Hz) 6,81 (d, J = 8,2 Hz)
6 7,63 (dd, J=8,5e 2,0 Hz) 7,55 (dd, J = 8,5 e 2,1Hz)
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FIGURA 4.20 — Espectro de RMN de *H (CDs;0D, 400 MHz) da substancia IX.
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mAU

FIGURA 4.21 — Cromatograma da substancia 1X obtido durante analise por

CLAE com deteccéo em 360 nm.
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4.2.9 — Identificagdo estrutural da substancia X

A substancia X foi obtida na forma de cristais brancos (62,5 mg), a
partir de cromatografia em coluna da fracdo EPFH 2, resultante do
fracionamento do extrato etandlico das folhas de E. pubescens. A amostra,
quando analisada por CCD e revelada com solugdo acida de vanilina,
apresentou-se como uma mancha de coloracdo violeta. A identificacéo
estrutural foi feita utilizando técnicas de espectroscopia de RMN de 'H e
espectrometria de massa (CG-EM), em comparacdo com dados da literatura
(AMBROZIN, 2004; KIM, JUNG, MIN, 2001; PRACHAYASITTIKUL et al., 2010)
e da biblioteca NIST/EPA/NHI contida no software do equipamento de CG-EM.

No espectro de RMN de *H (Figura 4.22, p. 85) da substancia X
verificou-se a presenca de cinco singletos na regido entre &y 0,7 a 1,1 que
foram atribuidos a hidrogénios de grupos metila ligados a atomos de carbono
saturados e nao hidrogenados e ainda, um singleto em &y 1,69 (3H)
caracteristico de hidrogénios metilicos ligados a carbono de ligacéo dupla (sp?).

Também verificou-se a presenca de um duplo dubleto em &4 4,58 (J=2,6 e 1,5
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Hz, 1H) e um dubleto em &y 4,70 (J = 2,4 Hz, 1H), atribuidos a atomos de
hidrogénio olefinicos (H-29a e H-29b). As presencas desses sinais sugeriram
gue a substancia X tratava-se de um triterpenoide com esqueleto lupanico.

Na analise por cromatografia gasosa foi possivel observar no
cromatograma um unico pico com tempo de retencdo de 28,96 minutos (Figura
4.23, p. 86). O espectro de massas (Figura 4.24, p. 86) obtido para a
substancia X apresentou um pico em m/z 424, que corresponde ao pico do ion
molecular do triterpenoide lupenona. O pico base com m/z 205 é oriundo da
fragmentacdo do anel C. O esquema de fragmentacdo da substancia X esta
mostrado na Figura 4.25 (p. 87) (adaptado de CARVALHO et al., 2010).

Foi realizada comparagcdo do espectro de massa obtido para
substancia X com os dados da biblioteca NIST (National Institute of Standards
and Technology) apresentando alta similaridade para lupenona. Apds a anélise
dos dados pode-se determinar a substancia X como sendo o triterpenoide
lupenona, com férmula molecular C3oH4s0. Os dados obtidos em comparacéo
com a literatura confirmaram a estrutura proposta (Tabela 4.15, p. 84).

Estudos realizados in vivo (em ratos) demostraram que o
triterpenoide lupenona possui atividade anticarcinogénica. Além disso, testes
realizados in vitro demonstraram que este triterpenoide possui atividade
antimicrobiana e atua como inibidor da proteina tirosina fosfatase, sendo alvo
para o desenvolvimento de novos farmacos para a diabetes tipo 2 e obesidade
(POLANCO-HERNANDEZ et al., 2013; TSAl et al., 2012).
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TABELA 4.15 —

substancia X.

Dados espectroscopicos de RMN de 'H obtidos para a

X
Substancia X KIM, JUNG, MIN, 2001 AMBROZIN, 2004
H
o4 (Ppm) o4 (Ppm) o4 (Ppm)
(CDCls;, 500 MHz) (CDCls, 200 MHz) (CDCls, 200 MHz)
19 2,39 (m) 2,41 (m) -
23 1,08 (s) 1,06 (s) 1,07 (s)
24 0,94 (s) 0,93 (s) 0,93 (s)
25 0,94 (s) 0,93 (s) -
26 0,96 (s) 0,95 (s) 0,95 (s)
27 1,03 (s) 1,02 (s) 1,03 (s)
28 0,80 (s) 0,79 (s) 0,80 (s)
b | 458(dd,J=26e15Hz)e 457 (d,J=2,0Hz) e 457 (dd,J=2,4e10Hz) e
4,70 (d, J = 2,4 Hz) 4,69 (d, J = 2,0 Hz) 4,69 (d, J = 2,4 Hz)
30 1,69 (sl) 1,68 (s) 1,68 (s)
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FIGURA 4.22 — Espectro de RMN de *H (CDCl;, 500 MHz) da substancia X.
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FIGURA 4.23 — Cromatograma da substancia X obtido durante analise por CG-

EM.
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FIGURA 4.24 — Espectro de massas da substancia X (IE 70 eV).
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FIGURA 4.25 — Proposta de fragmentacao para a substancia X.
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4.2.10 — Identificagdo estrutural da substancia Xl

A substancia Xl foi obtida na forma de um soélido branco (91,9
mg), a partir de cromatografia em coluna da fragdo EPFH 2, resultante do
fracionamento do extrato etandlico das folhas de E. pubescens. A amostra,
quando analisada por CCD e revelada com solucdo acida de vanilina,
apresentou-se como uma mancha de coloracdo violeta. A identificacéo
estrutural foi feita utilizando técnicas de espectroscopia de RMN de 'H e

espectrometria de massa (CG-EM), em comparacdo com dados da literatura
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(FIGUEIREDO, 2009; GOIS, 2010; MARQUES, 2011; MARTINS, 2009) e da
biblioteca NIST/EPA/NHI contida no software do equipamento de CG-EM.

No espectro de RMN de *H (Figura 4.26, p. 90) da substancia Xl
verificou-se a presenca de seis singletos na regido entre dy 0,7 a 1,1 que foram
atribuidos a hidrogénios de grupos metila ligados a atomos de carbono
saturados e ndo hidrogenados e ainda, um singleto em &y 1,69 (3H), atribuido
aos hidrogénios CH3-30. Também verificou-se a presenca de um duplo dubleto
em &y 3,19 (J = 11,3 e 5,0 Hz, 1H) sugerindo a presenca de um grupo hidroxila
no C-3. A constante de acoplamento sugeriu a configuracdo B para 0 grupo
hidroxila. Neste espectro foi observado ainda um duplo dubleto em &y 4,57 (J =
2,5e1,2Hz, 1H) e um dubleto em &y 4,69 (J = 2,5 Hz, 1H), atribuidos a atomos
de hidrogénio olefinicos (H-29a e H-29b). As presencas desses sinais
sugeriram que a substancia Xl tratava-se do triterpenoide lupeol.

Na analise por cromatografia gasosa foi possivel observar no
cromatograma um unico pico com tempo de retencdo de 27,79 minutos (Figura
4.27, p. 91). O espectro de massas (Figura 4.28, p. 91) obtido para a
substancia Xl apresentou um pico em m/z 426, que corresponde ao pico do ion
molecular do triterpenoide lupeol. Outros picos oriundos da fragmentacédo do
anel C sao tipicos de triterpenoides pentaciclicos, principalmente os de maiores
intensidades como m/z 189 e 207, que sdo caracteristicos de fragmentacdes
de compostos do tipo lupeno. O esquema de fragmentagéo da substancia Xl
estd mostrado na Figura 4.29 (p. 92) (adaptado de CARVALHO et al., 2010).

Foi realizada comparacao do espectro de massas obtido para
substancia XI com os dados da biblioteca NIST apresentando alta similaridade
para o lupeol. Apoés a andlise dos dados pode-se determinar a substancia Xl
como sendo o triterpenoide lupeol, com férmula molecular C3oHs00. Os
resultados obtidos em comparacdo com a literatura confirmaram a estrutura
proposta (Tabela 4.16, p. 89).

O triterpenoide lupeol € amplamente encontrado em frutas e
vegetais comestiveis. Pesquisas realizadas nos Ultimos trinta anos
demonstraram importantes atividades farmacoldgicas do lupeol. Varios estudos
realizados in vitro e in vivo (em animais) sugeriram que este triterpenoide tem

potencial para atuar como agente anti-inflamatério, antimicrobiano,
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antiprotozoario, antiproliferativo e na reducdo do colesterol. Lupeol também

demostrou eficacia no tratamento de doengas cardiovasculares, doengas renais
e artrite (SIDDIQUE & SALEEM, 2011).

TABELA 4.16 — Dados espectroscopicos de RMN de 'H obtidos para a

substancia XI.

Xl
Substancia XI FIGUEIREDO, 2009 GOIS, 2010
H
& (ppm) & (ppm) 8 (ppm)
(CDCl3, 400 MHz) (CDCl3, 200 MHz) (CDCl3, 500 MHz)
3| 310(dd,J=113e50Hz) |321(dd J=100e54Hz) | >1°d JHZ)“’?’ €50
19| 239(ddd,J=58;109;11,0 ] 2,38 (dt, J=5,5; 11,0;
Hz) 11,0 H2)
23 0,97 (s) 0,97 (s) 0,97 (s)
24 0,77 (s) 0,76 (s) 0,77 (s)
25 0,83 (s) 0,83 (s) 0,83 (s)
26 1,03 (s) 1,03 (s) 1,03 (s)
27 0,95 (s) 0,95 (s) 0,95 (s)
28 0,79 (s) 0,79 (s) 0,79 (s)
457(dd,J=25e12Hz)e | #°7(ddJ=24e1,4Hz)
29 469 (d, J = 2,5 Hz) e 4,57 (sl) e 4,69 (sl)
: : : 4,69 (d, J = 2,4 HZ)
30 1,69 (s) 1,61 (s) 1,68 (s)
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FIGURA 4.27 — Cromatograma da substancia XI obtido durante analise por CG-EM.
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FIGURA 4.28 — Espectro de massas da substancia Xl (IE 70 eV).
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FIGURA 4.29 — Proposta de fragmentacéo para a substancia XlI.
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4.3 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE CAPTURA DOS RADICAIS
LIVRES COM DPPH

As plantas sintetizam compostos antioxidantes, principalmente
compostos fendlicos, que auxiliam em seus mecanismos de defesa através da
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), a fim de evitar danos
oxidativos. A atividade antioxidante de plantas geralmente € bem correlacionada
com o teor de seus compostos fenolicos. H4 um crescente interesse em estudos
com extratos de plantas e Oleos essenciais, com finalidade de selecionar
substancias que possam ser utilizadas como farmacos (NICIFOROVIC et al., 2010).

Neste contexto, a atividade antioxidante de dois compostos fendlicos
isolados de E. pubescens foi determinada pelo método de captura dos radicais livres
com DPPH. O radical livre DPPH" é estavel, solivel em metanol ou etanol, possui
coloracdo purpura e maximo de absorcdo em 517 nm. Quando um antioxidante
elimina este radical através da doacgdo de hidrogénio, a cor da solugdo torna-se
amarela diminuindo sua absorbéancia. Os valores de ECsg calculados para o acido p-
hidroxibenzoico (V), acido 3,4-diidroxibenzoico (VI) e para o controle positivo
quercetina estdo apresentados na Tabela 4.17 e o efeito de diferentes
concentracfes de acido p-hidroxibenzoico e acido 3,4-diidroxibenzoico no teste de

atividade antioxidante com DPPH esté apresentado na Figura 4.30 (p. 94).

TABELA 4.17 — Valores de ECsy para acido p-hidroxibenzoico, acido 3,4-

diidroxibenzoico e para o controle positivo quercetina.

ECso (MM)
Amostra
12 réplica | 22 réplica | 32réplica | Média+DP | CV (%)
acido p-hidroxibenzoico (V) 4,31 4,20 4,10 4,20+£0,1034 | 2,4614
acido 3,4-diidroxibenzoico (VI) 0,35 0,35 0,33 0,34 £ 0,0083 | 2,4337
guercetina 0,11 0,11 0,12 0,11 +0,0057 | 4,9489

DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variacdo
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FIGURA 4.30 — Efeito de diferentes concentracdes de acido p-hidroxibenzoico e

% reducao DPPH

acido 3,4-diidroxibenzoico no teste de atividade antioxidante com DPPH.
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Os dados obtidos demonstram que o &cido p-hidroxibenzoico (V)

apresentou capacidade de supressdo do DPPH’ distante dos valores referentes a
guercetina padrdao, com ECsy de 4,20 + 0,1034 mM. Por outro lado, o acido 3,4-

diidroxibenzoico (VI) apresentou valores préximos ao da quercetina padréo, tendo

ECso de 0,34 £ 0,0083 mM. A reacéo entre o DPPH’ e acido 3,4-diidroxibenzoico (VI)

pode ser explicada pela seguinte equacgéo quimica (SAITO & KAWABATA, 2005):

HO. H HO.
° OH | OH
N—R NO, + — N—N NO, +
HO ‘0
OoN O5N

DPPH®

acido 3,4-diidroxibenzoico DPPH, (A)
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HO. ° O

> OH

.O O

(A) (B)

Por possuir dois grupos hidroxila o acido 3,4-diidroxibenzoico (VI)
permite a remocéao de dois hidrogénios na forma radicalar e consequentemente leva
a formacao de uma quinona estavel. Isso ndo ocorre para o acido p-hidroxibenzoico
(V) que possui somente um grupo hidroxila, justificando assim seus maiores valores
de ECso.

4.4 — ATIVIDADE ENZIMATICA FRENTE AS CATEPSINAS K, Le V

Os produtos naturais representam uma rica fonte de diversidade
estrutural e atividades bioldgicas, proporcionando compostos importantes para o
tratamento de uma variedade de doencas humanas em muitas areas terapéuticas.
Diferentes classes de produtos naturais tém sido investigadas quanto aos seus
efeitos inibidores sobre a atividade catalitica de catepsinas (SEVERINO et al., 2011).
Diante deste contexto, os extratos etandlicos de E. pubescens foram avaliados in
vitro frente as catepsinas K, L e V, nas concentracdes de 125 e 50 ug/mL. O extrato
etandlico do caule apresentou inibigcdo superior a 70% frente as catepsinas K, L e V
(Figura 4.31, p. 96) e o extrato etandlico das folhas apresentou inibicdo superior a
70% frente as catepsinas L e V (Figura 4.32, p. 96).

95



FIGURA 4.31 - Grafico da porcentagem de inibicdo enzimatica do extrato etanolico

do caule de E. pubescens.
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FIGURA 4.32 - Grafico da porcentagem de inibicdo enzimatica do extrato etandlico

das folhas de E. pubescens.
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Em relacdo as fracbes de E. pubescens, obtidas através extracéo
liguido-liquido, somente trés apresentaram porcentagem de inibicdo superior a 70%
na concentracdo de 100 pg/mL. Sendo estas, a fracdo EPCA que apresentou 73%
de inibicdo para CatK, a fracdo EPFH que apresentou 95% de inibicdo para CatV e a
fragdo EPFA que apresentou 91% e 94% de inibicAo para CatL e CatV,
respectivamente (Tabela 4.18).

TABELA 4.18 — Porcentagem de inibicdo enzimética das fragdes de E. pubescens.

% de inibigéo (100 pg/mL)
Amostra
CatK CatL CatV
EPCH * * *
EPCA 73 53 58
EPCW 40 46 50
EPFH 53 68 95
EPFA 58 91 94
EPFW 0 50 69

*Nao testado. EPC: extrato etandlico do caule; EPF: extrato etandlico das folhas; H: fracao

hexano; A: frag@o acetato de etila; W: fracdo metanol/agua.

Das onze substancias isoladas de E. pubescens, apenas cinco foram
testadas frente as catepsinas. O &cido p-hidroxibenzoico (V) apresentou inibigcdo
moderada com valor de I1Csp de 135,81 + 17,07 uM, enquanto a quercetina (1X)
apresentou potente inibicdo com valor de ICso de 2,2 + 0,2 uM, ambos frente a
catepsina V. Para as catepsinas K e L essas substancias ndao apresentaram
nenhuma inibicAio mesmo quando testadas a 100 pM. As demais substancias
testadas, o acido A™***-ent-labd-88-ol-15-oico (IV), o &cido 3,4-diidroxibenzoico (VI),
a lupenona (X) e o lupeol (XI) apresentaram porcentagem de inibicéo inferior a 50%

para todas as catepsinas testadas.
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5 — CONCLUSOES

O estudo quimico de E. pubescens levou ao isolamento e identificacao
estrutural de onze metabdlitos secundarios. Do extrato etandlico do caule de E.
pubescens foi possivel isolar os triterpenoides a-amirina (I) e B-amirina (Il); dois
diterpenoides, acido 7-oxo-labda-8,13-dien-15-oico (lIl) e o acido A™***-ent-labd-88-
ol-15-oico (IV); quatro derivados do &cido benzoico, o &cido p-hidroxibenzoico (V), o
acido 3,4-diidroxibenzoico (VI), o acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico (VII), o acido
3-metoxi-4-hidroxibenzoico (VIII) e o flavonol quercetina (IX). J& do extrato etandlico
das folhas de E. pubescens foram isolados e identificados dois triterpenoides, sendo
estes a lupenona (X) e o lupeol (XI).

Os resultados de atividade antioxidante pelo método de captura dos
radicais livres com DPPH demonstraram que E. pubescens é uma espécie
promissora, uma vez que o acido 3,4-diidroxibenzoico (VI) e a quercetina (1X)
apresentam elevados potenciais antioxidante e foram isolados desta espécie. Os
extratos e a maioria das fracdes de E. pubescens apresentaram expressiva atividade
(superior a 50%) inibitéria frente as catepsinas K, L e V. Das substancias isoladas e
avaliadas o &cido p-hidroxibenzoico (V) mostrou-se um moderado inibidor e a
quercetina (IX) um potente e seletivo inibidor, ambos para catepsina V.

Dessa forma, os resultados obtidos através do estudo quimico e de
atividades antioxidante e enzimatica da espécie E. pubescens permitem contribuir
para o conhecimento quimico e biolégico desta espécie e consequentemente do

género, que até 0 momento ndo possui relatos de estudos quimicos e biologicos.
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