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RESUMO

O Cerrado brasileiro, rico em espécies vegetais, ®@nparomissor para estudos de
produtos naturais (PNs) que possam atuar como fontes para o desenvolvimento de novos
farmacos, como agentes quimioterapéuticos e quimiopreventivos, e inibidores de
enzimas;ais como as catepsinas, proteases lisossomais com funcdes benéficas, porém
atuando em processos patoldgicos (cancer, artrite, osteoporose, desordens imunoldgicas
e infeccOes virais). Embora tais enzimas tenham sido estudadas como alvos para o
desenvolvirento de farmacos, poucos inibidores baseados em PNs foram descritos na
literatura. Assim, neste trabalho foi realizado o estudo quibia@ogico deHymenaea
stigonocarpaem busca de metabdlitos secundarios potenciais em inibir a atividade das
catepsina¥, L e V, bem como a viabilidade celular das linhagens de células tumerais S
180 e Hrlich. Através de técnicas cromatogréaficas, do extrato das folhas foram isoladas
5 substancias, ainda nao relatadas Hastigonocarpaécido labd7,13-dien15-oico (),

acido labd7-en-15-0ico (1) ,  § Bitehtdabdp-b-ol-15-0ico (Il ) ,  Atréhidrbxj- 7

3 O-dirbetoxiflavona (V) e acidop-hidroxibenzoico Y); e uma substancia do extrato

das flores, a qual ainda ndo estd descrita na literatura: acilmrb®i-enthalima
1(10),13E-dien15-0ico (VI). Portanto, este estudo contribuiu para enriquecer 0
conhecimento sobre os PNs produzidos por esta espécie. Os diterperditieforam
avaliados quanto aos seus potenciais citotéxicos, demonstrando valores) déoIC
satisfatorios. No entanto, estudos demonstraram que diterpenoides labdano e halimano
possuem efeito citotoxico e consideraram a subst@vicisolada neste trabalhoomo
detentora de atividade anticancer, tornando esta espécie promissora na busca por
compostos capazes de inibir a viabilidade de células tumorais. Os conipdstoll *

(éster de metila dél ), IV, V e VI foram ensaiados frente as catepsinas K, L e V, sendo

0s resultados mais expressivos para os comphdidsV e VI frente a catepsina ;e

V frente a catepsina Llgrente a catepsina K. Essas substancias foram avaliadas quanto

a poténcia inibitéria, sendo os resultados mais significativos para o corfpq$Bso=

2,9 e 36,9 uM), frente as catepsinas V e L, repmaoente. Dados da literatura reportam
atividades inibitorias para flavonoides frente a catepsina K, evidenciando, juntamente
com os resultados obtidos, a necessidade de continuagao dos estddssgibaocarpa

na busca por inibidores de cisteino proésas

Palavraschave: Cerrado, Hymenaea stigonocarpaprodutos naturais, atividade
bioldgica.



ABSTRACT

The Brazilian Savannail rich in plant species, and that is whyis promisng to study
natural productsNPs) whichcan act as sources for the development of new drugs, such
as chemotherapeutic and chemopreventive agents, and inhibiterzymes such as
cathepsinswhich areysosomal proteases with beneficial functionsdreialsoinvolved

in pathological processdgancer, arthritis, osteoporosis, immune disorders and viral
infections).Although these enzymes have been studied as targets for drug desetpp
few inhibitors based on NPhave been described in the literature. In thiskvtbe
chemicalbiological stuly of Hymenaea stigonocarpaas carried out ithe searchfor
potential secondary metabolitegpable ofnhibiting the activity of cathepsins K, L and
V as well asheviability of tumorcellsS-180 and Erlich. By means othromatographic
techniques,5 substancesvere isolatedfrom the leaf extract which havenot been
previouslyreportedto H. stigonocarpalabd-7,13dien-15-oic acid (), labd7-en-15-oic
acid (l), entg>'4labd8-b-ol-150ic acid (Il), 406 , Hihydroxy-3 &
dimethoxylavone (IV) and p-hydroxybenzoic acid (), along with onesubstance
obtainedfrom the flower extragtwhich hasnot been describeth the literature:18-
hydroxy-enthalima1(10),13E-dien15-0ic acid §I1). Therefore, this study has
contribued to enrich th&nowledge of NB produced byhis species. The diterpenoidds
andlll wereassayedor their cytotoxic potential, showingnsatisfactoryCso values
However, studies have shown that labdand halimanealiterpenoidspossess potent
cytotoxic effectandthat substancédV, isolated in this work¢an be considered to have
pronouncedanticancer activity, making this specig@gsomising in the search for
compounds capable of inhibiting tumor sallability. Compoundd, Il , llI* (methyl
ester ofll ), IV, V andVI were testedgainstathepsins K, L and. The most significant
resultswere observetbr compounds, IV, V andVI againstathepsin/; | andV against
the cathepsin L andl againstcathepsin K.The inhibitory potencyvaluesof these
compounds were datmined andthe most significant resultsvere observedfor
compoundlV (ICso = 2.9 and 36.9 mMpgainstcathepsins V and L, respectively.
Literature datahave repored significantinhibitory activities for flavonoids against
cathepsin K, indicatingtogether with the results obtain&d this work the need for
further studie®f H. stigonocarpan the search focysteineproteasemhibitors.

Keywords: Cerradg Hymenaea stigonocarpaatural productsiological activity
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1 -INTRODUCAO

1.1 - Os produtos naturais e a descoberta de farmacos

Desde os primérdios o homem tem contado com a natureza como fonte de
remédios para o tratamento de varias doencas. As plantas, em particular, formaram a base
dos sistemas tradicionais de medicina, com os primeiros registros datando de cerca de
2600 a.C., dcumentando o uso de aproximadamente 1000 misturas de substancias
oriundas de plantas, na Mesopota(@RAGG & NEWMAN, 2013)

No inicio do século XIX, o uso de plantas medicinais resultou no
isolamento de compostos ativos, comegando com a moffingKIGURA 1.1, p.1)
isolada do 6pio. Além da morfina, o processo de descoberta de farmacos a partir de
plantas resultou no isolamento de farmacos como codaZhacpdeina @3) e quinina
(04), alguns dos quais ainda continuam em(B#LUNAS & KINGHORN, 20().

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




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

Tanto as moléculas de origem natural quanto as sintétcagartilham
de diversidade quimica elevada, especificidade bioquimica, massa molecular, nUmeros
de estereocentros flexibilidade molecular apropriados para aplicacdes farmacéuticas.
Porém, se comparados com agentes medicinais sint@gpmdutos natais contém
maior numero de atomos de carbono, hidrogénio, oxigénio e menos de nitrogénio e outros
elementos. Além disso, a rigidez molecular € maior em moléculas naturais e muitas destas
apresentam polaridade elevada, renddhds maior solubilidade engéa, um aspecto
importante para manter as diretrizes farmacocinéticas de administragéo oral, em termos
de melhor adsorcédo, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo do ¢&HAHA &
KHUDA-BUKHSH, 2013.

As estruturas naturais foram selecionadas evolutivangparte interagir
com uma variedade de proteinas e outros alvos bioldgicos, com propositos especificos. A
habilidade dessas substancias interagirem com diversos dominios de pestétuan
a modular ou inibir intera@® proteingroteina, tornandas moddadores efetivos de
processos celulares tais como respostas imunoldgicas, transducdo de sinais, mitose e
apoptoséSAHA & KHUDA -BUKHSH, 2013.

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

A andlise indica que, enquanto 66% d&¥2moléculas (novas entidades
guimicas- NEQs) séo formalmente sintéticas, 17% corresponde a moléculas sintéticas

contendo farmacoforos derivados diretamente de produtos naturais, classificados como



S* e S*/NM. Além disso, 14% sao modelados sobre um prodatioral inibidor do alvo
molecular de interesse, ou mimetiza (isto €, inibe competitivamente) o substrato
endogeno do sitio ativo, tal como o ATSHNM). Portanto, apenas 36% daB873 NEQs
podem ser classificad®como de origem puramente sintéti&, {sto €, sem nenhum tipo

de fAinspira-«o00 natur al

FIGURA 1.2 Fontes de farmacos lancados entre 01/1981 e 12/2010
Fonte:CRAGG & NEWMAN, 2013.

S*/NM, 11%| N, 6% NB, 0%
S* 5%
S/NM, 14%

S,36%

N = produto natural ndo modificagB = produto ngural botanicoND = produto natural modificad®
= composto sintético sem nemha concepcdo de produto natur@F, S*/NM = composto sintético
contendoum farmacéforalerivado deproduto naturalS/NM = composto sintéticsmodelado com base em

um inibidor natural ou mimico do substrato endégeno doatitro.

Portanto, todos esses critérios demonstram que os produtos naturais sao
capazes de desempenhar um papel significativo na selecdo e design de farmacos mais
efetivos para aplicacBes especificas. Nesse sentido, a flora brasilegigerada a mais
rica do mundo em biodiversidade, contendo cerca de 25% das espécies vegetais existentes
no planeta (BATALHA & MING, 2003), tornrge uma fonte promissora para
identificacdo de plantas com potencial terapéutico e econdmico, 0 que requer uma
abordagem interdiplinar de estudo quimiebioldégico e que possibilite o uso

sustentavel desses recursos naturais.



1.2 - Produtos naturais antitumorais

O céancer é uma doenca que afeta cerca de 200 tipos de células. A principal
caracteristica € a falta de controle pialiferacdo, diferenciacdo e morte celular,
invadindo 6rgdos e tecidos. Ha muitas dificuldades no tratamento, sendo as mais
frequentes a resisténcia, toxicidade e baixa especificidade dos farDBEAMESQUITA
et al, 2009.

A Agéncia Internacional dd’esquisa sobre o Cancer (IARG)na
entidadeespecializada da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estimou que 14,1
milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes relacionadascer ocorreram em
2012, comparados com 12,7 e 7,6 milhdes, respectivamemte008. Além disso,
estimou que ha 32,2 milhdes de pessoas vivas (acima de 15 anos) que ja tiveram cancer
diagnosticado, nos ultimos cinco anos (IARC, 2013).

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

As projecdes @iseadas nas estimativas de 2012 preveem um aumento
substantivo para 19,3 milh6es de novos casos para o ano de 2025, devido ao crescimento
e envelhecimento da populacdo mundial. Mais da metade de todos os casos (56,8%) e de
mortes por cancer (64,9%), em 20bcorreram em regides menos desenvolvidas do
mundo e essas propor¢cdes poderdo aumentar ainda mais em 2025 (IARC, 2013).

As novas terapias em oncologia estdo mudando de agentes puramente
citotoxicos e citostaticos para inibidores enzimati@eejando vas de sinalizacéo e
agentes que séo preferencialmente absorvidos por células cancerigenas ou influenciam a
vascularizacdo e adesdo ou penetracdo do t€efd&RYN & WIPF, 2008) Nesse
contexto, os produtos naturais continuataespertando adnteresse como agees
guimiopreventivos e quimioterapéuticos devido aos seus perfis de toxicidade
potencialmente baixa e efetividaglevadg GREENLEE, 2012).

Dos farmacos anticancer derivados de plantas em uso, destacasn
alcaloides vimblastina0b) e vincristina 06), isolados deCatharantus roseugvinca),

juntamente com os dois agentes clinicamente ativos, denominados etoposideo e



teniposideo, que sédo derivados semissintéticos do produto natural podofili@®ina (
Paclitaxel (Taxdt) (08), o agente anticanceerivado de plantas de maior destaque nos
altimos anos, ocorrguntamente com varios precursqgneas folhas de diversas espécies
deTaxus(FIGURA 1.3 p. 5)(CRAGG & NEWMAN, 2013)

FIGURA 1.3 Agentesanticarcer derivados de plantas.
Fonte: CRAGG &NEWMAN, 2013

DE MESQUITA et al. (2009 investigou o potencial citotoxico de 412
extratos de 50 plantas do Cerrado, pertencentes a 21 familias, frente a linhagens de células
tumorais de carcinoma do célon (H@J, melanoma (MDAVIB-435), cérebro (S295)

e leucemia (HE60) humanos, relatando que numerosos compostos ativos tém sido
estudados com resultados promissores.

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

Monimiaceae, Rubi@ae, Solanaceae, e Vochysiaceae ndo mostraram atividade

5



citotdxica significativa na triagem, enquanto os extratos de diferentes partes de plantas da
Anacardiaceae, Annonaceae, Apocynaceae, Clusiaceae, Flacourtiaceae, Sapindaceae,
Sapotaceae, Simaroubaceagingiberaceae foram ativas. As atividades citotoxicas mais
expressivas, baseadas no critério de que extratos com valores deef©res que 30

pHg/mL podem ser considerados promissores (SUFNESS & PEZZUTO, 1990), foram
detectadas para as espé@eseara sylvestrevar. lingua (Flacourtiaceae)Simarouba
versicolor (Simaroubaceae) 8chinus terebinthifoliusar. raddianus(Anacardiaceae),

cujos extratos mostrados MABELA 1.1 (p. 6) apresentaram valores des¢@enores

que 5 pg/mLUDE MESQUITAet al, 2009.

TABELA 1.1 Citotoxicidadein vitro de extratos de plantas frente a quatro linhager

células tumorais pelo teste do MTT.

Linhagem celular, ICso (5 pg/mL)
. MDA -
Espécie de planta Extrato SF295 HCT-8 HL -60
MB-435
hexano dasolhas 1,7 3,2 2,1 1.4
hexano da casca ¢
0,9 0,1 1,2 1,3
_ caule
Casearia _
) hexano da madeir
sylvestris 0,9 1,3 0,5 2,1
do caule
hexano da madeir
. 1,6 1,7 1,1 3,3
da raiz
_ hexano das folnas 28,9 54 1,9 11
Schinus :
- diclorometano da
terebenthifolius 41,8 4,2 2,3 1,1
folhas
Simarouba
verclesilr etandlico da raiz 0,1 0,1 0,5 0,2

Fonte:DE MESQUITAEet al, 2009

Ao realizar o fracionamento bioguiado do extrato hexano da casca da raiz
deS. versicolorisolouse o produto natural glaucarubinona, o qual apresatitodade

pronunciada frente as quatro linhagens celulares, com valoressde 6007 pg/mL (HE



60), 0,31 pg/mL (MDAMB-435), 0,15 pg/mL (HC®) e 0,24 ug/mL (SR295) (DE
MESQUITAet al, 2009. Os estudos realizadpsr(GHOSHet al, 1977)e (ARRIAGA
et al., 2002)revelaram a presenca de quassinoides, triterpenoides, esteroides e de um
derivado do esqualeno no extrato acetona das raizes desta planta. Os esteroides e 0
derivado do esqualeno isolados da raiz também foram identificados no extrato etandlico
do caule e do fruto, respectivamente.

As flores, hastes e folhas & terebenthifoliusédo usadas na medicina
tradicional para tratamento de tumores e I€EHMOURLO et al, 2005) mostrando
que os resultados citotoxicos estdo de acordo com medinal desta espécie.

A populacédo indigena da América do Sul @asylvestrispara curar
doencas como o cancer, diarreias, gripes, lepra topica e picada de(SiihfAset al,
2008) Varios diterpeniales clerodano citotoxicos foram isolados dos drgaas flores
e ramogSHEN et al, 2004)e raizes d€. membranaceéCHEN et al, 2008) das folhas
e flores deC. nigrescengWILLIAMS et al, 2007) e dos frutos deC. grewiifola
(KANOKMEDHAKUL et al, 2005)

Assim, baseado no estudo supracitado, elbssF que a busca de agentes

antitumorais em espécies vegetais do Cerrado é de relevancia consideravel.

1.3 - Cisteino peptidases lisossomais como alvos terapéuticos

Os dois sistemas principais de degradacdo intracelular ateinas
existentes s&do o lisossomal e o0 ubiquitinaproteasoma. O sistema
endolisossomal/lisossomal possui inmeras funcdes em processos normais e patolégicos
e a degradacdo de proteinas é um resultado da acdo de varias proteases (também
denominadas peptidases ou enzimas proteasiff TURK et al, 2012)

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

As cisteino peptidases (cisteincatepsinas) sdo membros de uma familia

de enzimas similares a papaina, a maiarags bem caracterizada familia de cisteino



13.1

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

A maioria das catepsinas sdo expressas em tecidos humanos, tais como as
catepsinas L e V, e seus perfis de expresséo indicam que estas enzimas estédo envolvidas
nos processos normais de degradacao de proteinas celulares. Ja a catepsina K mostrou
localizac&ocelular mais restrita, indicando funcdes mais especifiSa&EMINEN -
MANKONEN, MORKO & VUORIO, 2007)

Tais evidéncias séo suficientes para que as funcdes fisioldgicas possam
ser, a0 menos parcialmente, atribuidas as suas diferentes localiza¢des deatdas f
células, o que é consistente com o conceito novo de que proteases sao moléculas
sinalizadoras importantes, envolvidas nos mecanismos de controle de muitos processos
normais e patolégicos. Com base na compreensao do papel destas catepsinas em varias
doencas, tais como o cancer, doencas inflamatérias, doencas cardiovasculares e doencas
parasiticas, terapias novas estdo se desenvolvendo com grande probabilidade de serem
incorporadas a ensaios clinidd$JRK et al, 2012)

Deste modo, as catepsinas @rrse alvos terapéuticos importantes nos
processos de descoberta e desenvolvimento de farmacos para o tratamento de diversas

patologias.

- As catepsinas K, L &/

A catepsina K (CatK) € uralvo novo enpotencial contra a osteoporose.

Esta protease esta localizada nos osteoclastos e é a enzima chave envolvida na
remodelagem Ossea. E altamente expressa durante a reabsor¢do dos osteoclastos
(LECAILLE, BROMME & LALMANACH , 2008)

Muitas matrizes 6sseas podeer decompostas pela CatK, incluindo os
colagenos do tipo | e I, osteopontina e osteonectina. Osteoporose é caracterizada como
a perda persistente de massa e diminuicdo da densidade 6ssea devido ao aumento direto
ou indireto da reabsorcéo 6ssea pelosaidastos sob formac@sHI, LIU & WU, 2011)

Os osteoclastos liberam protease lisossomal nos intervalos entre a
membrana celular e a matriz 6ssea para o processo de reabsor¢do, na qual a Catk pode

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



diferenciacé@o de osteoclastos. Deste modo, CatK é um biomarcador altamente sensivel e
especifico para esta doer{@&Hl, LIU & WU, 201J).

A catepsina L (CatL), juntamente com a B, esta envolvida no
desenvolvimento de processo®pl&sicos em humanos. A secrecao dessa catepsina por
células tumorais resulta na degradacgéo da matriz extracelular e na lise da membrana basal,
as quais sao indispensaveis para a progressdo de tumores. A habilidade de células
tumorais de secretar proteasesrelacionase com seu potencial invasivo e metastatico.

O aumento da expressao das catepsinas B, L e D foi observado em carcinomas da mama,
canceres de pulméo, esttmago e melanofd&bALIKOVA et al, 2005) A CatL

também foi associada a processos derelifciacdo queratinocita, fun¢des reprodutivas e
cardiacagMARQUESet al, 2012)

A catepsina (CatV) é uma elastase altamente efetiva, cuja expressao é
restrita ao timo e aos testiculos, e esta implicada na degradacao fisiologica e patolégica
da matriz extracelular. Em condi¢cdes patoldgicas essa enzima foi considerada um
marcador em potencial para o diagnostico de tumores do cdélon e é expressa em
carcinomas da mama e do reto, mas ndo no célon ou tecido da mama normais.-Acredita
se que a Cat. V desempenim papel na progressao do cancer, tornasdportanto, um
alvo valioso para oncolog{®U et al, 2013)

A CatV também foi identificada como tendo a atividade elastolitica mais
potente expressa em macrofagos ativados e, juntamente com as catepsie& esta
envolvida na aterosclerof&/ILDER et al, 2011)

1.3.2- Aspectos estruturais e mecanismo de a¢éo das catepsinas

As proteases catalisam seletivamente a hidrdlise de ligacdes peptidicas, a
qual se trata de uma reacdo energeticamente favoravel, mas extremamente lenta na
auséncia de um catalisad®OWERSet al, 2002)

A atividade protelitica das catepsinas se devérés residuos: Cys25,
His159 e Asnl75 (numeracdo da papaina). Portanto, esta enzima possui um sitio ativo
nucleofilico e um residuo basico que também pode atuar como acido no mecanismo
catalitico, conforme mostrado RIGURA 1.4 (p. 10 (POWERSet al, 20@).



FIGURA 1.4 Residuos do sitio ativo das cisteino proteases.
Fonte:POWERSet al, 2002.

Cys M
—

Cys H
e ¢ o N\)

Os estados de transi¢do para as cisteino proteases envolve a formacao de
um intermediario tetraédrico, mostrado RGURA 1.5 (p. 10). O oxianion do
intermediario formado é estabilizado pelas interagbes com varios grupos através de

ligagbes de hidrogénio.

FIGURA 1.5 Estado de transicéo para a hidrélise de ligacdes peptidicas por cisteino
proteases.
Fonte:POWERSet al, 2002.
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De maneira mais especifica, Cis25 e His159 formam um par iénico que é
estabilizado por ligacdo de hidrogénio pelo residuo Asnl75. O residuo nucleofilico
(Cys25) deve ser prativado para ficar ionizado e, assim, reagir com o substrato. Durante
a hidolise do peptideo, o nucledfilo J&taca o carbono do grupo carbonila da ligacéo
peptidica pertencente ao substrato, levando a formacgéo de um intermediario tetraédrico.
Em seguida, por um processo de acilacao, este intermediario libera a paegéaongl
do substrato, deixando a enzima aciladaS{ol-éster). Uma hidrélise forma um

segundo intermediéario tetraédrico e este, por sua vez, sofre uma reacdo de desacilacao,
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liberando a porcao fkrminal e a enzima livre ao meid-IGURA 1.6, p. 11)
(LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002)

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

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

1.3.3- Inibidores naturais

Embora as catepsinas tenham sido intensivamente estudadas como alvos
promissores para a descoberta e desenvolvimento de farmacos, poucos inibidores
baseados em produtos naturais foram descritos na lite(etARQUESet al, 2012)
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Os hibidores enziméaticos podem ser classificados em inibidores
reversiveis, 0s quais associam a enzima atraves de ligacdes intermoleculares néo
coval entes (EAI) , e irrevers2vei-l,0s cuj a
irreversiveis causam inativag@&nzimatica, enquanto os reversiveis podem se ligar a
varias espécies de enzima em equilibrio e ndo provocam modificagBes estruturais na
mesma, de modo que a atividade pode ser recuperada com a remocéao do Eiibidor (
METWALLY & EL-SENOS| 2010).

Esses cmpostos sdo capazes de reduzir as velocidades de reacdes
catalisadas por enzimas, as quais ocorrem, geralmente, através da associacdo de uma
enzima (E) ao seu substrato (S), levando a formagdo de um complexo denominado
complexoenzima ub st r at @lerh $£dudncia, passa @mpidamente por um estado
de tr an 9)j formando (0 EduPplexo enzinmr odut o ( EAP), que
prontamente liberando a enzima (E) inalterada e o produtd~([BURA 1.7, p. .12)
(COPELAND, 2000).

FIGURA 1.7: Equilibriocinético entre enzima e substrato.

E + S == ES=— ( EB= EP= E+P

O planejamento racional de farmacos atraveés de inibicdo enzimatica requer
que os candidatos a inibidores sejam capazes deskgarenzima de forma rapida e
reversivel, ndo promovendo edacbes estruturais na mesma e permitindo assim a
formacéo do complexo enzimian i bi dor ( EA1l ) .

Os inibidores reversiveis sao classificados em:

1 competitiva compete diretamente com o substrato pelo sitio ativo da enzima,
resultando na f or ma- «-seddwan tiposipi@bidorgueE A S
possui estrutura semelhante a do substrato natural da enzima, fazendo com o
mesmo seja reconhecido. Porémmo apresenta diferencas estruturais, nao sofre
reacao e portanto, ndo leva a formacéo do prodNELSON & COX 2008)
conforme mostrado FAIGURA 1.8(p. 13).

12

a

S

ou



FIGURA 1.8 Esquema classico de inibicdo competitiva.

Km Ko
E+§=—=ES—>E+P
+
I
=
EI
1 Naocompetitiva é capazdedei gar ~ enzima | ivre para f
ou, ainda, ao complexo EAS, para formar

inativos; ligase ao sitio alostérico da enzima, induzindo mudangas
conformacionais no sitio ativo da mesma, o que impederagate efetiva com o
substrato naturaH{GURA 1.9, p. 13) (NELSON & COX, 2008)

FIGURA 1.9 Esquema classico de inibicdo rémmpetitiva.

Kn Kear
E+S =—=ES—*E+P
+ +
I I
HK} okl
o
EI ——— EsI
q incompetitivaliga-s e apenas ao complexo EAS, alter

enzima sem, no entantterar a interacdo com o substr&iURA 1.10 p. 13)
(NELSON & COX 2008)

FIGURA 1.10 Esquema classico de inibica@ampetitiva.
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Os inibidores candidatos a farmacos podem ser reversiveis (competitivos,
nac-competitivos ou incompetitivos) aueversiveis, embora este ultimo tenha aplicacao
terapéutica limitada (SHARMA, 2012).

1.4- O Cerrado brasileiro e suas potencialidades

O Cerrado (savana brasileira) € um dominio fitogeogréfico em que a
fisionomia de savana predomina, mas este ambianteém contém floresta ripariana,
floresta sazonal sendiecidua, floresta sazonal decidua, campo Umido, entre outros
(FIGURA 1.11, p. 14)(NOVAESet al, 2013)

FIGURA 1.11 Regido do Cerrado Brasileiro
(Disponivel emhttp://www.sciencemag.orghcessado em 04/0A014)

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

brasileira, superada apenas pela Floresta Amazo6nica (FOBZalA2010).
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FIGURA 1.12 Extensdo do domio do Cerrado n8rasil.
Fonte:NOVAES et al, 2013

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

Porém, de acordo corBANO et al. (2008) esse dominio € o mais
fragmentado do Brasil, restando apenas cerca de 20% de vegetacdo nativa. As ameacas
mais graves a sua conservacao sao matsnento e sua fragmentacéo, a degradacao do
solo, e dispersao de espécies exoticas de culturas e pastagens, como soja e grama africana
(CARMO, VASCONCELOS &ARAUJO, 2011) Esta situagdo compromete a aquisicio
de informacBes sobre muitas espécies, @gt@o sob o risco de serem extintas antes
mesmo de estudadas.

O conceito dehotsts de biodiversidade foi definido inicialmente por
MEYERS (1988), como areas com concentra¢des excepcionais de espécies endémicas e
perda excepcional de habitat. Essa ddlimigurgiu da necessidade de identificar areas
prioritarias, uma vez que o numero de espécies ameacadas supera 0S recursos de
conservacgdo. Desta forma, ao concentrar esfor¢os nas areas onde a necessidade € maior e

o retorno também poderia ser, e a cons@&uwagria mais efetiva.
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De acordo conORENFLOet al.(2012) existem trinta e cincbotspots
de biodiversidade na TerrBIGURA 1.13 p. 16), os quais abrangem 2,3% da superficie
e contém mais de metade das espécies de plantas do mundo e 43% dasdEspécies
vertebrados terrestres da Terra. Além disso, existem cinco &reas selvagens de
biodiversidade elevada, as quais também sao ricas em espécies endémicas e sdo regides
amplas (de no minimo 10.000 Rm com impacto humano relativamente baixo,

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

FIGURA 1.13:Hotspotsde biodiversidade (regides de 35) e areas selvagens de
biodiversidade elevada (regides de-3®). Fonte:GORENFLOet al, 2012.
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1: Mata Atlantica; 2: Provincia Floristica da Califérnia; 3: Regido Floristica do Cabo; 4: Ilhas do Caribe;
5: Caucasus; 6: Cerrado; 7: Floresta Chilena Chuvosa de Inverno de Valdivian; 8: Florestas Costeiras do
Leste da Africa; 9: llhas da Melanésia dortép 10: Afromontana do Leste; 11: Florestas do Leste da
Austrélia; 12: Florestas da Guiné da Africa Ocidental; 13: Himalaia; 14: Chifre da Africa; 15: Indo
Birmania; 16: IraneAnatoliano; 17: Japao; 18: llhas de Madagascar e do Oceano indico; 19: Bldeesta
PinhoCarvalho de Madrean; 20: Maputalandi®ondolandia- Albania; 21: Bacia Mediterranea; 22:
Mesoamérica; 23: Montanhas da Asia Central; 24: Montanhas do Sudoeste da China; 25: Nova Caledénia;
26: Nova Zelandia; 27: Filipinas; 28: Polinésiicronésia; 29: Sudoeste da Australia; 30: Karoo
Suculento; 31: Sundalandia; 32: Andes Tropicais; 33: TurBhecé- Madalena; 34: Wallacea; 35: Ghats
Ocidentais e Sri Lanka; 36: Amazonia; 37: Florestas do Congo; 38: Florestas Mitoplaoo e Savanas;

39: NovaGuiné; 40: Desertos Norte Americanos.

Apesar de sua grande importancia e diversidade, o Cerrado ainda
permanece pouco exphalo do ponto de vista quimiiologico, pois mesmo com o
crescimento do numero de prospeccdes, resta uma enorme quantidadecies asper

estudadaE, embora as plantas medicinais representem um mercado importante dos
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pontos de vista terapéutico e econdmico no Brasil, os conhecimentos acerca de
bioprosgccdo ainda sdo muito limitados, despertantteresse especial para sua
consevacao e para o desenvolvimento de pesquisas que possibilitem o uso racional de
seus recursod$1ANAZAKI et al, 2000)

Por esses aspectossse ambiente constitui uma fonte promissora de
substancias bioativas e, neste contexto, estudosd@ercguimicdioldgico de espécies
desse dominiacontribuem para aquisicdo de informacfes de grande utilidade para

ecologia quimica, quimiotaxonomia e descoberta de farmacos.

1.5 - A familia Fabaceae

A Fabaceae constitia terceira maior familia entras Angiospermas
sendo formada por 36 tribos, 727 géneros e 19.325 espdisteuidas por todos os
continentes, exceto pela Antartica (LEW4&al, 2005; WINK & MOHAMED, 2003).

SegunddDUTRA, MESSIAS & GARCIA (2005),no Brasil ha cerca de
2.100 espécies reunidas €88 géneros, distribuidos pela Mata Atlantica, Cerrado,
Caatinga e Floresta Amazonica.

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

As espécies pertencentes a Fabaceae apresentam grande importancia
econdmica para o homem, visto que muitas fornecem grédos comestiveis como soja,
amendoim e ervilhaSOSULSKI & SOSULSKI, 2008 madeiracomo jacaranda e
sucupira (LORENZI, 2002) e propriedades medicinais, como a coffa\bd4BE et al,

1996)

1.6 - O géneroHymenaeae a espécieH. stigonocarpa
O nomeHymenae® pr oveni enyneevndguealsagma fif ca
das uni»eso devido “"s dwuas folhas wunidas |

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

por catorze espécies, cinco delas apresentando variedadeso@éaaia se da em clima
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tropical e subtropical, principalmente na Africa e América do Sul. No Brasil, € encontrado
em todo o territorio naciondLEE & LANGENHEIM, 1975).

A espécieH. stigonocarpaMart. ex Hayne FIGURA 1.14 p. 18) esta
distribuida nos #tados do Amazonas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Goias, Maranhéo,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, S&o Paulo, e TD&antis
ALMEIDA, 1998)

As arvores desta espécie sdo de pequeno a médio porte, variando de 3 a 10
m de alturae apresentam copa frondosa e tronco de 30 a 50 cm de diametro (LORENZI,
1998). As flores (produzidas de janeiro a margo, durante a estacdo chuvosa) sao
consideradas as maiores do gén(@&@iBBS, OLIVEIRA & BIANCHI, 1999) O fruto é
robusto (10 a 20 cm de comprimento e 4 a 6 cm de largura), com polpa farinacea,
adocicada e comestivel pelo homem e por espécies da fauna (REGHALI94). A
farinha, por ser rica em nutrientes, € usada para preparacdo de bolos, patess bisco
cereaiRODRIGUESORSI et al, 2012)

FIGURA 1.14 A espécieH. stigonocarpaVart. ex Hayne
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O jatobado-cerrado, como € conhecida popularmente esta planta, é uma
arvore ornamental e, por isso, € muito usada em reflorestamento de areas degradadas para
recomposicdo da vegetacdo arborea (LORENZI, 1998). Sua madeira € pesada, dura,
resistente e dur&V sob exposicdo a intempéries (CORREA, 1984) e por isso é muito
empregada na construcdo civil e também néva ALMEIDA, 1998) apresentando

assim, importancia econémica para o homem.

1.7- Estudos quimicos deH. stigonocarpa

A prospecgdo quimica ddantas endémicas brasileiras, principalmente
daquelas que possuem relatos de aplicacbes na medicina popular, é extremamente
importante para o pais, visto que grupos de pesquisa de outras nacdes podem patentear o
uso destas espécies, apoderaselada riqguea nacional. Além disso, muitas destas
espécies encontrage ameacadas de extingdo e podem deixar de existir antes mesmo de
serem estudadas.

As espécies do génerblymenaeasdo conhecidas por conterem,
principalmente, diterpenoides do tippantielabdanoio na resina do tronco e no extrato
das cascas, e diterpenoi@edhalimano na resina da seme(it®©GUEIRAet al, 2001)

Além desta classe de substancias, alguns estudos quimicos demonstraram a presenca de
sesquiterpenoides (LANGENHEIM & HALL, 198AGUIAR et al, 2010) &cidos
graxos(MATUDA & MARIA NETTO, 2005)e flavonoide§MARANHAO et al, 2013)

em diferentes partes de plantas deste género.

Os dados obtidos através de uma revisao bibliografica sobre as substancias
isoladas dHymenaeaestdo compiladosasTABELAS 1.2, 1.3,1.4,1.5e 1. 20-

34).
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TABELA 1.2 Diterpenoides isolados d¢ymenaeapp

. _ ' Parte da .
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
Resina | NAKANO &
H. courbaril .
comercial | DJERASS]) 1961
09
acido copélico
:/Y\COOH
v~ COOH
10
acido entlabd-8(20)en-15,18
H. dioico Resina do
oblongifolia _/\(\COOH tronco
e CUNNINGHAM,
MARTIN &
S LANGENHEIM,
v~ COOH
1973
11
acido entlabd-8(20), 13-dien-
15,18dioico
= >"COOoH
: a
o OH Resina do
H. parvifolia
tronco
12
acido ent-13-epilabdandico
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TABELA 1.2 (continuagao)

\‘\‘

MeO 2 C

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

dioato de metila

. . . Parte da .
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
=77 cooH
A CUNNINGHAM,
H. Resinado | MARTIN &
courbaril tronco | LANGENHEIM,
1973
13
acido lab-13-en-8 bol-15-oico
_ MARTIN &
H. N Resina do | ANGENHEIM
verrucosa v~ COOH tronco ’
1974
14
acido ent-8(17),13(16),14
labdatrien-18-oico
15
ent-halima-1(10)en-15,18dioato de _ KHOO,
Resina da
H. metila OEHLSHLAGER
casca do
courbaril & OURISSON,
fruto
1973
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TABELA 1.2 (continuagao)

o _ ' Parte da o
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
' KHOO,
Resina da
OEHLSHLAGER
casca do
. H & OURISSON,
MeO,C = fruto
1973
17
ent-(8R)-8-metildaniela-1(10)en-
18-oato de metila
= >"COOH
T
H. courbaril OH
MARSAIOLI,
) 18 DE FREITAS
Acido labdan-8 kol-15-oico ) -
Resinado| LEITAO FILHO
_ M COOH | tronco | & DEPAIVA
e CAMPELLO,
1975
",//H
19
acidoentlabd-7,13€)-dien-15
oico
:/\H/\
H. courbaril T
Cascado | NOGUEIRAEet
var.
_ : fruto al., 2001
stilbocarpa S "COOMe
20
ozato de metila
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TABELA 1.2 (continuagao)

Parte da
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
21
acido colavénico
H. courbaril Casca do | NOGUEIRA et
var. stilbocarpa fruto al., 2001
22
acidoent(5R, 8S, 9S, 10R)-
cleroda-3,13E)-dien-15-oico
23
acidoent(5S, 8S, 9S, 10R)-cleroda
3,13E)-dien-15-0ico
H. courbaril Casca do | NOGUEIRA et
var.altissima tronco al., 2002
24
acidoent(5R, 8S, 9S, 10R)-
cleroda-3-en-15-oatode metila
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TABELA 1.2 (continuagao)

27

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

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

acido labdandico

o _ ' Parte da o
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
Folhas,
ABDEL-KADER et
tronco e
al., 2001
galhos
28
acido ent-(13R)-2-oxo-13-hidroxi -
1(10),14halimadien-18-oico
=~ "COOH
OH
4 29
C(')urbar” acido labd-13(E)-en-8-ol-15-0ico
=~ “COOH
Casca do| JAY APRAKASAM
fruto et al, 2007
30
acido labd-8(17),13€)-dien-15-cico
COOH
OH
31
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TABELA 1.2 (continuagao)

cauran-16U-ol

35

caur-16-en-3U-ol

o _ ' Parte da o
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
=~ “"COOH
. Casca do| JAYAPRAKASAM
H. courbaril ;
ruto et al, 2007
32
acido labd-7,13E)-dien-15-oico
OH
33
caur-16-en-18-ol ~
ANDREAO, 2010
H. Epicarpo
stigonocarpa do fruto

ANDREAO, 2010
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TABELA 1.2 (conclusao)

o _ ' Parte da o
Espécie Diterpenoide Referéncia
planta
. Casca do JAYAPRAKASAM
H. courbaril ¢
ruto et al, 2007
36
crotomaclina
TABELA 1.3 Sesquiterpenoides isoladostdgmenaeapp.
Espécie Sesquiterpenoide Parte da planta Referéncia
37
cariofileno
MARTIN,
H. courbaril Folhas LANGENHEIM &

38

U-selineno

39

b-selineno

ZAVARIN, 1972
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TABELA 1.3 (continuagao)

H. courbaril

Espécie Sesquiterpenoide | Parte da planta Referéncia
40
U-copaeno
41
b-copaeno MARTIN,
Folhas LANGENHEIM &
H ZAVARIN, 1972
H
42
U-cubebeno
43

U-humuleno
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TABELA 1.3 (continuagao)

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

a7

ciclosativeno

Casca do fruto

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

50

selina4(15)-7-dieno

51

selina4(15), 7(11y
dieno

Espécie Sesquiterpenoide Parte da planta Referéncia
H
48
b-bourboneno
49 KHOO,
H. courbaril calareno Casca do fruto OEHLSHLAGER
- & OURISSON,

1973
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TABELA 1.3 (concluséo)

o _ _ Parte da o
Espécie Sesquiterpenoide Referéncia
planta
52
- KHOO,
_ U-muuroleno Casca do
H. courbaril fruto OEHLSHLAGER &
OURISSON, 1973
U-himacaleno
- H X
0
H. courbaril B Cascado | NOGUEIRAEet al,
var. altissima // fruto 2002
54
oxido de cariofileno
. Casca do | JAYAPRAKASAM
H. courbaril f
ruto et al, 2007

55

espatulenol
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TABELA 1.4: Acidos graxos identificados do génétgmenaea

Espécie

Acido graxo

Parte da

planta

Referéncia

H.
stigonocarpa

CH3(CH,) 1,COOH

56

acido palmitico

CHz(CH,) 1sCOOH

57

acido estearico

HO

58

acido oleico

acido linoleico

Semente

MATUDA &
MARIA
NETTO, 2005
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TABELA 1.4 (conclusao)

o o Parte da o
Espécie Acido graxo Referéncia
planta
CH3(CH,) ;5COOH
4 MATUDA &
sti onocarna 60 Semente | MARIA
g P NETTO, 2005
acido eicosanoico
TABELA 1.5: Flavonoides isolados dggneroHymenaea
o _ Parte da o
Espécie Flavonoides Referéncia
planta
61
H. hultenina MARANHAO
. Cerne
stigonocarpa et al, 2013

taxifolina

33



TABELA 1.5 (concluséo)

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

64

7-metoxicatequina

Nesse contexto, o estudo quimicoHlestigonocarpaé relevantepara a
caracterizacdo quimiakesta espécie, uma vez que ampliara o conhecimento das classes
de metabdlitos secundérios produzidos pela medraen como para avaliagdo da
atividade bioldgica dos compostos isolados, frente aos alvos selecionados.

1.8 - Aplicacdes deH. stigonocarpana medicina popular e estudos biolégicos

Existemdiversosrelatos de utilizacdo dd. stigonocarpana medicina
popularbrasileirapara diferentes &atamentos. SegundBUARIM NETO & MORAIS
(2003) as cascas em infusdo sédsadas no combate de febresyesina fervida é
empregada no tratami® de problemas respiratéricemo vermifugo e para aliviar dores

no estbmago, ngeito e nas costas. Além disdeANIZZA (1998) relata que um
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preparado a partir do cha das cascas dtmgaicadas e mel pode sgilizado no
tratamento deproblemas como tosse, bronquite, catarro, asma e fraqueza pulmonar,
diarreia, disenteria e cdlica intestinal. Ja a casca em cozimento € indicada para combater
hemoptisse e hemataria (BOREMPO, 2000).

Outros relatos indicam o emprego da casca do caule e do fruto para tratar
dores gastricas, Ulcera, diarreia e como-iaffamatério(GRANDI et al, 1989) Com
base nas indicacbes etnofarmacoldgicas e na falta de evidéncias cientificas comprovando
esses efos, RODRIGUESORSI et al. (2012)investigou a agdo do extrato metandlico
da casca e da polpa dos frutosHiestigonocarpaem ulceras gastrica e duodenal e
JAYAPRAKASAM et al.(2007)avaliou a atividade anthflamatoéria dos constituintes
isolados da espéchd. courbaril frente as enzimas ciclooxigenabe-2. Os resultados

desses estudos sdo apresentados nas sec¢des subsequentes (1.8.1 e 1.8.2).

1.8.1- Acéo gastroprotetora e antiinflamatoria intestinal de H. stigonocarpa

Segundo os ensaios realizados BQDRIGUES ORSlet al. (2012) o
extrato metanodlico das cascas desta pldedampenha acao gastroprotetora contra varios
agentes ulcerogénicos; e que os extratos metandlicos das cascas do caule e da polpa dos
frutos de jatob4 possuem atividade -amtiamatoéria intestinalORSI, SEITO & DI
STASI, 2014)

O efeito gastroprotetpo qual esta relacionado com o envolvimento do
oxido nitrico, foi acompanhado pela prevencdo da deplecdo de GSH (ghjtation
inibicdo da atividade da migleroxidasg MPQO) na mucosa gastrica e duodenal. Esses
efeitos podem ser atribuidos ao efeito antiamtd que se deve a presenca de taninos
condensados e flavonoides no ext(@O@DRIGUES ORSEt al, 2012)

A acdo protetora doextratos contra inflamagéo induzida pelo acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS) em ratos estd relacionado com propriedades
antiaxidantes como evidenciado pela cortagdo da deplecdo de GHS, inibicdo das
atividades deVMIPO e alcalinofosfatase (AP), reducdo do contetdo de malondialdeido
(MDA) do célon e inibicdo da peroxidacéo lipidica em membranas. Os efeitos observados
podem estarelacionados com a presenca de classes de compostos a8iitesdaais
como taninos condensados e terpenoides presentes nos extratos das cascas e dos frutos,
respectivament@ORSI, SEITO & DI STAS|2014)
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1.8.2- Atividade anti-inflamatoria de terpenoides isolados déd. Courbaril

A atividade inflamatéria de sete terpenoides isolados da espgcie
courbaril foi investigada podAYAPRAKASAM et al. (2007) utilizando as enzimas
Ciclooxigenas€l (COX-1) e Cicloxigenas@ (COX-2), as quaislesempenham upapel
critico em desordens inflamatorias e tém sido alvos no planejamento de farmacos para o
tratamento desses processambascatalisam a etapa limitante da velocidade da sintese
de prostaglandinasA COX-1 € expressa nas células da mucosa gastroirakestin
mantendo sua integridade, enquanto a €0Xinduzida pelo estimulo extern¢arios
estudos demonstram qa€0X-2 é superexpressa em varias condi¢des patolégicas como
cancer, diabetes e mal de AlzheiibkYAPRAKASAM et al, 2007)

A inibicdo dessasreimas pelogerpenoided, 29, 29%, 30, 31, 36 e 55
(FIGURA 1.15 p. 37 foi avaliada na concentracao 8160 pg/mL. Os percentuais de
inibicdo enzimética desempenhados pelos compostos foram calculados com base no
controle com DMSO. Os controles positivasido acetil salicilico, ibuprofeno e
rofecoxib foram testados em 180, 2,1 e 1,67 ug/mL, respectivamente.

A crotomaclina 86) inibiu a enzima COXL por 29% e a CO por 15%.

Os compostos29* e 31 inibiram a COX2 seletivamente por 40% e 43%,
respectivamete. O sesquiterpenoi®&também mostrou maior inibicdo da enzima COX
2 (54%) quando comparado a CQX(15%). O acido labd3E-en-8-ol-15-0ico (29)
mostrou 30% de inibicdo da CEX enquanto o acido (E}labda7,13dien15-oico
(19) inibiu a COX1 e-2 por 33% e 53%, respectivamen@s controles positivos, acido
acetil salicilico e ibuprofenonostraram 61% e 53% de inibicdo da GDO>e 24% e 59%
de inibicdo da COX, respectivamentena concentracdo de 180 el2ug/mL
(JAYAPRAKASAM et al, 2007)
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FIGURA 1.15 Terpenoides isolados d¢te courbaril.
Fonte:JAYAPRAKASAM et al, 2007
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Os mesmos compostos foram testados quanto a suas habilidades de inibir
a peroxidacao lipidica de acordo com o procedimento estabelecido por
(JAYAPRAKASAM et al, 2007) na concentracdo de 100 pg/mL, empregaselo
DMSO como solvente (controle negativo) e hidrarisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT) etert-butil-hidroquinona (TBHQ) como controles
positivos, na concentracdo de 1 ug/mL. O compd8foi o mais ativo dentre os testados,
inibindo a peroxidacao lipidica em 75%, enquanto os comp88®29 mostraram 46%

e 48% de inibicdo, respectivamente. Os antioxidantes comerciais BHA, BHT e TBHQ
apresentaram inibicdo de 85%, 91% e 89%, respectitarfi&Y APRAKASAM et al,
2007)

Os compostod9, 29, 29*, 30, 31, 36 e 55também foram avaliados contra
a proliferacdo de linhagens de células tumorais humanas-Mf@ama), SR261
(Sistema Nervoso Central), NEM60 (pulmao), HCT116 (colon) e AGS (gastd),
sendo inativos na concentracédo de 100 pg(idlY APRAKASAM et al, 2007)

Com base nos estudos supracitados,-setgueH. stigonocarpapode
produzir substancias capazes de inibir enzimas associadas a varias condi¢des patologicas,
tais como o cancegma vez que trataive de espécies pertencentes ao mesmo género.
Deste modo, o estudo quimico desta planta em busca de compostos que inibam as

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

inibidores enziméaticos e agentes terapéuticos anticancer é crescente.

2- OBJETIVOS

2.1- Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho consistio estudoquimico do extrato etandlico das
folhase das flores dBl. stigonocarpana perspectiva de isolar e elucidar estruturalmente
0s metabdlitos secundarj@®m a finalidade de avaliaratividadecitotoxica dos mesmos
frente as linhagens celulares normat9@9) e tumoral (Sarcoma 180), bezomo
investigar o seu potencial inibitorio frente as catepsinas K, L e V.

2.2- Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho foram:
1. Fraciona osextrate etandlice das folhase das floresle H. stigonocarpaatravés de

técnicas cromatogréaficas convencionais;

2. Elucidar estruturalmente as substancias isoladas, empregamécnicas de RMN uni

e bidimensionais;

3. Avaliar o potencial citotoxico dos extratos, fracdes obtidas por particdo Hépuidtto,
e conpostos isolados frente as linhagens celular889.e S180, bem como investigar a

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

3 - PARTE EXPERIMENTAL

3. 1- Materiais

3.1.1- Solventes

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

acetona, acetato de etila e metanol) de diversas marcas;
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T

T

Solventes grau HPLC: Solventes comerciais (diclorometano, acetonitrila,
metanol e isopropanol), marca Sigma Aldrich;

Solventes deuterads para RMN: CDClz, CD:OD, DMSOds, (CD3)2CO e BO,
marca Sigma Aldrich.

3.1.2- Fasesestacionarias para cromatografia

=

Silica gel 60(70-230 mesh)marca Merk

Silica flash (236 400 mesh), marca Merk;

Sephadex LF20, Amershan Pharmacia Biotech AB,;

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

Cromatoplacas de silica gel em aluminio 66,k = 0,2 mm, Sigma Aldrich.

3.2- Equipamentos

T

T

Evaporador rotativo: o solvente empregadno estudo quimicoincluindo o
preparo dos extratpfi evaporadaem evaporador rotativo IKA, modelo RV 05
Basic, com banho de aquecimento IKA HB 05.06 CN e bomba de hidrovacuo da
marca Quimis.

Cromatégrafos Liquidos de Alta Eficiéncia

- Analitico: equipamento de marca Agilentom sistema de quatro bombas, detector

DAD e softwarelzichrom

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

MWD e software Chemstation.

T

CG-EM: cromatégrafogasoso acoplado aspectrébmetro de massas, marca
Agilent, modelo 5975 Series MSD, equipado com coluna capilés elnizacao

por impacto eletronico.

coluna capilar HP-5 MS (5% fenit95% metilpolissiloxano, 30 m de
comprimento por 0,25 mm de diametro e expessura de MP5

Espectrdmetro de RMN: as andlises de RMN dél e de'3C foramrealizadas

em umequipamento Bruker (400 MHz patid) modelo DRX 400 (9,4 Tesla),
instalado ndepartamento de Quimica da Universidade Federal de S&o,Carlos
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sob supervisdo do prof. Dr. Ami® Gilberto Ferreira. Também foi utilizado o
equipamento Bruker (500 MHz paltd) modelo DRX 500 (9,4 Teslainstalado
noInstituto de Quimica da Universidade Federal de Ge@ssupervisao do prof.
Dr. Luciano Moras Li&o;

1 Espectrofotbmetros: a quanticacdo de densidade Opticéensaios de
citotoxicidade)oi medida em unequipament®wareness &chnology INE/ Stat
Fax 2100), pertencente dostituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Goias, sob supervisdo da profa. Dra. Elisangdbaula Silveira
Lacerda;

1 Espectrofluorimetro: o monitoramento da hidrdlise de substratos pelas
catepsinas (ensaios enzimaticos)réalizado enum leitor de placa de ELISA
Molecular Devices Corporation Spectra MAXGEMINI XS, pertencente ao
Departamentale Quimica da Unversidade Federal de S&o, sob a supervisao do

prof. Dr. Paulo Cezar Vieira.

3.3- Estudo quimico dos extratos etandlicos das folhas e das floregtiestigonocarpa

3.31 - Identificacdo e coleta das folhas

As folhas deH. stigonocarpdoram coletadaso Cerrado do CentrOeste
brasileiro, na regido do Distrito Federal (DF 480, lote 01, SNGama/DF) em 14 de
dezembro de 2010. Os dados e as coordenadas da coleta (GPS) foram armazenados para
coletas futuras. Esta parte do trabalho foi realizada em colabora¢do com o Prof. Dr. Helder
Nagai Consolaro (Departamento de Ciéncias Biol6dgiddBG/CAC), o qualealizou a
identificacdo do material vegetal e a catalogacdo do mesmo. Os espécimes testemunhos
foram depositados no Herbario da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN
i Brasilia- DF), sob o numer&D 046.

3.3.2- Identificacao e coleta das flees

As flores deH. stigonocarpdoramcoletadas no Cerrado do Cen@este

brasileiro, na regido do municipio de Davin6pel&0O, em 13 de fevereiro de 2013.
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3.3.3- Preparo do extrato etandlico das folhas

As folhasdeH. stigonocarpdoramsecas em estufa a46 e moidasO
material moido foentdosubmetido anaceraca@om etanglem repouse a temperatura
ambientgpara extragcddos metabdlitos secundarios. O periodo de extrégdte nove
dias, realizandse a troca do solvente a cattés das, conforme representado no

FLUXOGRAMA 1 (p. 41).
As massas obtidas de material vegetal, bem como de extrato sdo mostradas

naTABELA 3.1(p. 41).

FLUXOGRAMA 1: Metodologia de prepardo extrato etandlico.

Material
vegetal seco
e moido

etanol por trés dias

vegetal

Evaporagao do
Extrato A porag
solvente

3.3.471 Preparo do extrato etanélicodas flores

[ Maceragdo com }

As flores deH. stigonocarpdoram trituradas e o material foi submetido a
maceragao com etanol, em repouso a temperatura ambiente, por nove dias, resdizando

a troca do solvente a cada trés dias. A massa de material vegetal coletado, bata com

extrato obtido sdo apresentadad ABELA 3.1

TABELA 3.1 Massa obtida de material vegetal e extratos

Material Vegetal

Folhas

Massa de Vegetal (g)
1.514

Massa de Extrato (g)

190

Floresfrescas

1.214

177
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3.3.5- Fracionamento do extratoetandlico das folhas

Inicialmente, 10 g do extrato etandlico das folhas foram submetidos a
cromatografia liquida em coluna (CLG)£ 5 cm; h x 9,5 cm) utilizando silica gel €70
230 nmesh) como fase estacionéria e eluicdo em ordem crescente de poladdads,
seguintes sistemas: hexanotatede etila/metanol, visandes@paracio danstituintes
guimicosem gruposde acordo com suas polaridades. Foram coletadas quatro fracdes
consideradas distintage acordo corasanalises por Cromatografia em Caaa Delgada
(CCD), as quais foram denominadas fragdes 1, 2, 3 e 4 de acordo com a sequéncia de
eluicdo (EUXOGRAMA 2, p. 43).

3.3.5.1- Fracionamento da fracdo 1

A fracdo 1 foi analisada por CCD e apresentou manchas roxas
caracteristicas de classespedutos naturaid?or esse motivo, esta fracdo foi submetida
ao fracionamento por CLG € 2,2 cm e h 36 cm) com silica gel (23000 mesh) como
fase estacionaria e eluicdo gradiente de polaridade (hexano/diclorometano/acetato de
etila/metanol) (EUXOGRAMA 2). O fracionamento rendeu doze fracfes, as quais
foram agrupadas em seis jun¢des de acordo com suas similaridades quimicas constatadas
por CCD. Com base nos perfis de eluicdo de senstituintes quimicoss fracdes 1.8 e
1.9 foram selecionadas paradionamento.

3.3.5.1.11 Fracionamento da fracdol.8
O fracionamento da fracdo 1.8 rendeu catorze fracfes, as quais foram
agrupadas em cinco junc¢des devido as similaridades quimicas observadas por CCD. Os

constituintes déracdo 1.8.2 apresentararalores de R (fatores de retencaafequados,

ou sejaentre0,4 e 0,70 que fez com que a mesma fosse escolhida para fracionamento.
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3.3.5.1.2° Fracionamento da fragol.8.2
A fragéo 1.8.2 foi fracionada por CLC (silica gelx 1,4 cm e h = 16,5

cm; eluicdo gradiente: hexano/acetato de etila/metanol) originando doze fsmgiiks,
isoladaa substanciadafracédo 1.8.2.7 (EUXOGRAMA 2).

FLUXOGRAMA 2: Isolamento da substancia I.

Extrato etandlico
das folhas
m=10g

CLC - Sflica gel (70— 230 Mesh)

0=35,0em, h=95cm

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

100% (430 mL).
Fracdo 1 Fracdo 2 Fracdo 3 Fracdo 4
m=1_8¢g m=28¢g m=13g m=03g

CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)

¢=22cm, h=36,0cm

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

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

CLC - Sflicagel (230 — 400 Mesh)

0=13cm, h=20,0cm

Hex 100% (20 mL), Hex/AcOEt 80:20 (70 mL);
AcOEt 100% (40 mL), MeOH 100% (20 mL)

1.8.1 1.8.2 1.8.3-6 1.8.7-8 1.8.9-14
15,0 mg 220,0 mg 23,0mg 10,4 mg 42,0 mg

CLC - Silica gel {230 — 400 Mesh)

¢6=14cm, h=16,0cm

Hex 100% (30 mL), Hex/AcOEt 9:1 (130 mL), 80:20, 65:35, 50:50,
20:80 (20 mL cada), AcOEt 100% (20 mL), MeOH 100% (20 mL)

1.8.2.1-4 1.8.2.5-6 1.8.2.7 1.8.2.8-9 1.8.2.10-11 1.8.2.12
60,9 mg 33,7mg 10,1 mg 6,1 mg 18,5mg 24,2 mg

l

Substancia 01
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3.3.5.2- Fracionamento da frag&ol.9

A fracdol.9 foi submetida &LC (silica gel;«=1,4cm e h = 19,6 cm;
eluicdo: hexanofetato de etilahetanol) rendenddreze fracdes, as quais foram
agrupadas conforme suas similaridades quimi2ase modo, isolotse a substancia |l
dafracdo 1.9.6HLUXOGRAMA 3, p. 44).Das demais fragcOepor apresentane valores
de R muito proximosnao foi possivel aeparacdo dos constituintes por Ck€ndo as
mesmas reservadas para estudo via CLAE posteriormestte modojniciou-se 0

fracionamento da fracdn

FLUXOGRAMA 3: Isolamento da substancia Il.

Extrato etandlico
das Folhas
m=10,0g

CLC -Silicagel (70— 230 Mesh)

6=50cm h=95cm

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

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

CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)

$=22cm h=36,0cm

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

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

CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)

0=14cm, h=19.6cm

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

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

|

Substancia 02
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3.3.5.3- Fracionamento da fragéo 2

A fragcdo 2apresentou diversas manchas caracteristicas de classes de
substanciasaturais viaanalise por CCD #oi fracionada por CLsilica gel;« = 3,0cm
e h = 35,4 cm; eluicdo com hexano/acetato de etila/metand)X®GRAMA 4). O
fracionamento resultou em quarenta e seis fragdes, as quais foram agrupadas em dezesseis
juncdesde acordo com as similaridadgasimicas observadas por CCD. Destas, a juncéo
2.5-10 apresentou manchas roxas intensas e foi selecionada para fracionaomerao
finalidade de remocao dos pigmentos presentes e separag@mstitsiintes quimicos de

interesse.

3.3.5.3.1- Fracionamento da juncdo2.5-10

A fracdo 2.5 (juncéo 2-80) foi submetida a CL(ilica gel;«=2,5cm e
h =20 cm; eluigdo com hexano/acetato de etila/metanol). O fracionamento rendeu dezoito
fracOes, as quais foraagrupadas ersetejuncdes(FLUXOGRAMA 4, p. 46)de acordo
com as simaridadegjuimicas observadas por CCD. Destas, a fra¢adl apresentou
se como um sélido brancda submetida a anélise por GEM, sendo identificadaomo

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

Extrato etandlico
das Folhas
m=10g

CLC - Silica gel (70— 230 Mesh)

¢=5,0cm, h=95cm

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

100% (430 mL).
Fracdo 1 Fracdo 2 Fracdo 3 Fracdo 4
m=18g m=28¢g m=13g m=0,3g

CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)

¢=30ecm, h=354cm

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

2.1-3 2.4 2.5-10 2.11-12 | 213-15 | 2.16-18 2.19 2.20 2.21-24
278,4mg | 202,9mg | 220,9mg 355,0mg| 177,65mg| 60,2mg | 32,5mg 112,0mg 225,0mg

225-26 2.27-28 2.29-30 2.31-34 2.35-36 2.37-40 2.41-46
325,5mg 89,1mg 97,5mg 11,7mg 114,8mg 186,4mg 75,2 mg

CLC - Silica gel (230 —400 Mesh)

$=25cm, h=20cm

Hex 100% (50 mL), Hex/AcOEt 90:10 (350 mL), 50:50 (50 mL), AcOEt 100%
(150mL), AcOE/MeOH 50:50 (50 mL), MeOH 100% (100 mL)

2.5.1-2 2.5.3 2.5.4-5 2.5.6-10 2.5.11 2.5.13-14 2.5.15-18
12,9 mg 5,4 mg 20,2 mg 13,8 mg 75,1 mg 10,3 mg 6,0 mg
Mistura de
esteroides

3.3.5.3.3 Fracionamento da fracdo2.25

A juncéao 2.2526 (fracdo 2.25) apresentgse como uma mistura contendo
uma mancha de coloracéo roxa forte e manchas verdes caracteristicas de pigmentos, e
portanto, foi selecionada para fracionamento, através de €&,7 cm e h= 40 cngom
fase estaciondricGephadex LH20 e eluicio em mad isocratico de polaridade,
empregandese netanoldiclorometano (1)L (FLUXOGRAMA 5, p. 47). Foram

coletadas treze fracgess quais foram agrupadas em sete juncdes devido as similaridades
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quimicas apresentadas via CGigrmitindo asim a obtencdo da substancia Ill, a partir
da fracdo 2.25.11.

FLUXOGRAMA 5: Isolamento da substandia

Extrato etandlico
das Folhas
m=10,0g

CLC - Silicagel (70— 230 Mesh)

0=50cm h=95cm

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

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

CLC - Silicagel (230 — 400 Mesh)

&=3.0cm, h=354cm

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

2.1-3 2.4 2.5-10 2.11-12 2.13-15 2.16-18 2.19 2.20 2.21-24
278,4mg | 202,9mg | 220,9mg 355,0mg| 177,65mg| 602mg | 32,5mg 112,0mg  225,0mg

2.25-26 2.27-28 2.29-30 2.31-34 2.35-36 2.37-40 2.41-46
3255mg 89,1mg 97,5mg 11,7 mg 114,8mg 186,4mg 75,2mg

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

2.25.1-2 2.25.3-5 2.25.6—-8 2.25.9-10 2.25.11 2.25.12 2.25.13
16,3 mg 11,2 mg 18,6 mg 35,9 mg 101,8 mg 2,0mg 2,5mg

l

Substancia 03

47



3.3.5.3.4 Fracionamento da junc¢do2.31-34

As fragOes 2.3B4 foram agrupadas por apresentarem perfis similares na
analise por CCDsendo visualizadama mancha amarela e uma manetaeescuo.
Esta fracdo foi, portanto, submetida a um processo de purificagdalclorometano,
originando as fragdes 2.31ftagéo soluvel em DCle 2.31.2 jorcao insollvel Desta
forma, isolousea substancia IV, da fracao 2.31FLUXOGRAMA 6, p. 49. Diversas
fracOesoriundas da fracdo 2 foram identificadas, no entanto com dadets pequenas

de massa, e foram reservadas. Deste mo@ou-seo fracionamento da fracao 3.

FLUXOGRAMA 6: Isolamento da substancia IV.

Extrato etandlico
das Folhas
m=10g

CLC - Silica gel (70 — 230 Mesh)

¢=35,0cm, h=95cm

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

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

CLC - Silica gel (230 — 400 Mesh)

¢=3.0cm, h=354cm

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

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

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

Purificagdo com

diclorometano
2.31.1 2.31.2
7,2mg 3,8 mg

l

Substancia 04
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3.3.5.4. Facionamento da fragao3

A fracao 3 foisubmetida a CLG« = 3,0 cm e h = A cm) com silica gel
(230-400 resh) como fase estacionaria e eluicéo gradiente de polaridade (hexano/acetato
de etila/mednol) (HUXOGRAMA 7, p. 50). O fracionamento rendeu quirizgdes,
das quais as fracdes 3.13.14 apresentaram similaridadggmicasquando analisadas
por CCD. Estas foram, entdo, agrupadas e submetidas a fracionamento em coluna
Sephadex LF20 (m = 0,3315 g)para remocdo de pigmentos presentes na amostra, e
eluicdo com acetato de etila/metanol (3:7), originanddrdedes

A fracdo 3.11.90i analisadgpor RMN de!H, constatandse a presenca
de uma misira contendo sinais referentegaias substancias diferentes, uma vez que o
espectro apresentou diversos sinais caracteristicos de hidrogénios ligahaéss
aromaticos. Esta frac&oi submetida &CLAE no modo analitico e, posteriormente, a
separacapor CLAE no mod@reparatio.

Para realizar a andlise cromatogréfica preparativa, foi utilizada a coluna de
Cis(Luna;h =15,0 cm;« = 0,46 cm) com gradiente de eliag(agua:acido acético (97:3);
metano) (v/v) e detector DAD na regido de 264 nm e 360 nm. O procedimento
cromatografico com gradiente exploratério foi 0 mesmo do método desenvolvido por
CHEN, ZUO & DENG (2001) para separacdo de flavonoides e outros compostos
fendlicos, no qual utilizae fase reversa e mistura de agua: acido acético (solvente A) e
metanol como solvente organico (solvente B), carnmponentesla fase movel. A
variacao dgroporcdode B em um irdrvalo de 47 minutos, sob vazéao constante de 1

mL/min se deu de acordo com o programd ABELA 3.2(p. 49).

TABELA 3.2 Programa de elui¢édo gradiente

Tempo (min) agua:ac. aético (97:3) metanol Vazao (mL/min)
(V/v)
0 100 0 1,00
10 90 10 1,00
40 30 70 1,00
44 100 0 1,00
a7 100 0 1,00

Fonte:CHEN, ZUO & DENG 2001
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FLUXOGRAMA 7: Isolamento dasubstancialll e V.

Extrato etanadlico
das folhas
m=10,0g

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

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

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

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

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

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

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

CLAE - Fase reversa*™

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

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

intensidade elevada e diversos picos menos intensos.

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

| !

i
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Condic¢des cromatograficasig~15,0 cm x 0,46 cm, 10 um; detecgéo: 264 e 360 nm; eluicéo
gradienteagua/acido acético (97:3)/metanol; vazao: 1,0 mL/mijr; 50 L.

o

=]

Com a finalidade de realizar a separacdo dos compostos majoritarios,
utilizou-se uma coluna ¢ (Luna; « = 25,0 cm; h = 0,70m), vazdo constante de 4
mL/min e deteccdo em 264 nm e 360 msolubilizacdo de 30,4 mg de amostra foi
realizada com 6, mL de MeOH Para injecdo, empreg@e 200 pLda solucdo da
amostraO cromatogrema obtido € mostrado riagura 3.2(p. 52). Deste modpisolou-
se a substancia V, correspondente ao pico com tempetehcao de 14,5 min (fracéo
3.11.9.3)(FLUXOGRAMA 7). A fracdo 3.11.9.10, correspondente ao pico majoritario

do cromatograma (37,4 min), foi identificada como a substancia Ill.
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FIGURA 3.2: Cromatograma da fracdo 3.11.9 obtidonoolo preparativo.
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Condicdes cromatogréficasig-25,0 cm x 0,70 cm, 10 um; deteccdo: 264 e 360 nm; eluicdo gradiente:

agua/acido acético (97:3)/metanol; vazéo: 4,0 mL/mijr; 200 pL.

3.3.6- Fracionamento do extrato etandlico das flores

O extrato dagdlores (m = 10 g) foi submetido a CLG € 5,0 cm; 11,0
cm), utilizando silica gel (7230 mesh) como fase estacionaria e eluicdo em ordem
crescente de polaridade, com o0s seguintes sistemas: hexano/acetato de etila/metanol.
Foram coletadas seis fracBestiditas de acordo com o perfil das analises por CCD, as
quais foram denominadas como fracdes 1, 2, 3, 4, 5 e 6, de acordo com a ordem de eluicdo
(FLUXOGRAMA 8, p. 53).

3.3.6.1- Purificacdo da fracdo2

A fracdo 2 apresentou manchas roxas e verdegcteristicas de
terpenoides e pigmentosa andlise por CCD, sendo submetida a uma extracdo com
hexang na perspectiva de remover as impurezas. Este procedimento originou duas
fracdes, sendo que da fracdo 2.2 foi isolada a substancia VI. As demass fraco

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

Extrato etandlico
das Flores
m=10,0g

CLC - Silica gel (70— 230 Mesh)

¢=50cm h=11cm

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

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

Extracdo com
Hexano (m = 70 mg)

2.1 2.2
48,6 mg 16,2 mg

l

Substancia 06
3.4 - Metilacdo do acidogd®14ent-labd-8-b-ol-15-oico (111)

A substancialll foi submetida & uma reacdo de metilacdo com
diazometanpna perspectiva de se obter o éstE¥ tentlabd-8-b-ol-15-0ato de metila
(11*) e, subsequentemente, avaliar sua atividade inibitéria frect&ssinak, L e V
e comparacom a atividade da substantib. Diazoalcenos, tais como o diazometano,
sdo empregados frequentemente para derivatizacado de acidos carboxilicos, 0s quais sao
convertidos em ésteres de metitanrendimentcelevado

A solugédo de diazometano foi prepaadissolvendese 2,1 g dep-
toluilsulfonilmetilnitrosamida em 30 mL de éter etilico. Esta solucao foi resfriada em
banho de gelo e transferida para um baldo de destilacdo, jusmntaa solucédo de 0,4

g de NaOH em 10 mL de etanol 96%. O sistema foi mantido em repouso por 5 min em
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banho de gelo e em seguida iniceria destilacdo em banho de 6leo. Uma aliquota de 3
mL do destilado foi acrescentada a amostra (5,0 mg), debaeto repouso até nao
observar mais a liberacédo de gas. O diazometano foi eliminado a temperatura ambiente,
deixandese o frasco aberto na capela. Desta forfoarealizada a metilacdo da

substancia Il

3.5 - Metodologia dos ensaios enzimaticos

A determinacdoda atividade enzimatica foi realizada com base no
monitoramento da hidrélise do substrato fluorogéniZ-FR-MCA, através do
acompanhamento da fluorescéncia em funcao do tempo de reagdo. A metodologia geral
do ensaio € ilustrada FIGURA 3.3 (p. 54) Os ensaios foram feitos ecolaboracao
com o Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade Federal de S&o Carlos, sob a

supervisao do prof. Dr. Paulo Cezar Vieira.

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

= ” 7-amino-4-metilcumarina (MCA)
Tampao + enzima + DTE o y
OIS 0Y
. he H Ar
5 minutos 9 - 2
4 CHj
INIBIDOR
Estrutura do substrato Z-FR-MCA
Incubagdo
S minutos Hidrélise pelas
catepsinas Ponto de clivagem
Z-FR-MCA
MCA livre
Leitura (300 s) 9 ,
)J\ ( Z O\/O
o Phel‘Arg H:N [
XN =
Espectrofluorimetro - CH3

Z-FR-MCA => Z: carbobenzoxi, Phéenilalanina, Arg arginina e MCA7-aminc4-metil-cumarina.

Os experimentos foram realizados empregasel@lacas de 96 pocos,

pretss e com fundo plano, mantidas em cpartimento termostatizado, a . A

54



fluorescéncia foi detectada em um espectrofinetro com fenda de excitagdo ajustada
paresg &880 edr60@mM.d

Foi usado tampéao acetato de 86800 mM, com 5 mM de EDTA, pH de
5,5. As enzimas foram pidivadas com DTE durante 5 mioese posteriormente, pré
incubadas com as amostras a setestadas por mais 5 mnutos A reacéao foi iniciada
pela adicdo de-ER-MCA e as medidas foram realizadas.

O controle negativo empregado consistiu ha ausénciandedor e o
positivo napresenca do inibidor irreveivel E64 (FIGURA 3.4, p. 55). Posteriorente,
realizouse o monitoramento direto e continuo da hidrolise do substrato durante 300

segundos.

FIGURA 3.4: Estrutura do inibidor irreversivel de cisteino peptidagés E

HN NH,

HOOC H f Q§f/

NH /\/\/NH
H" L »l/ NH
o
o)
E-64

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

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

A triagem de compostos puros foi realizada em triplicata, em coacaat
Unica de 25 pM. O percentual de inibig&o foi determinado a partir da atividade enzimética

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

R 6 E
PEil ieH p ﬁzpnn
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Em que:Vi: velocidadeobtida na presenca de inibiddfp: é a velocidade obtida na
auséncia do mesmo.

Os compostos que apresentaram inibicao igual ou superior a 50%aBente
catepsinas foram selecionadmara a determinacéo dos valores dg, I€n parametro Gtil
para determinagéo da poténcia do inibidor.

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

A determinacdo dos valores de poténciaitdria foi realizada de forma
direta, empregandse o ensaio cinético com substrato fluorogénico. Os percentuais de
inibicdo foram obtidos em diferentes concentracdes de inibidor (triplicata), explorando
se uma faixa de inibicdo de 15% a 90%, obtesglana curva de concentracéiersus
resposta. Os dados cinéticos foram obtidos e tratados para a determinagéo dos valores de
ICs0, pelo método de regressdo linear de melhor ajuste, utilizsdo programa

Sigmaplo19.0.

3.6- Ensaios de citotoxicidade

3.6.1- Metodologia dos ensaios com extratos e fragcdes oriundas da particéo liquido

liquido

Os experimentos foram realizados em colaboracdo com o Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Goias, sob supervisdo da profa. Dra.
Elisangela déaula Silveira Lacerda.

A avaliacéo da viabilidade celulgrara os extratos e fragées obtidas via
particdo liquideliquido, pelo método de reducdo do MTToi realizada através da
dissolucdo dos mesmos em DMSO 0,1%. A partir desta solucdo foram feitas diluicbes,
tratandese as células nas seguintes concentragées: 0,1; 1,0; 10; 100 ¢/b@00Horam
empregadas as seguintes linhagens celulares:

1. L-929 - fibroblasto pulmonar de camundongo oriunda de tecido
conjuntivo subcu@neo, areolar e adiposo (ATCCCL-1);

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

O principio do método colorimétocdo MTT, descrito poMOSMANN
(1983) consiste em medir indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica
mitocondrial das células vivas, as quais transformardiT® em azul de formazan
(FIGURA 3.5, p. 57. Essa modificacao na coloracéo permite avaliar a viabilidade celular
no espectrofotdmetro. Para o teste, foram semeadas®Icgltlis de Sarcoma €929
em microplacas de 96 pocos, na auséncia ou presenca de extratos e fracdes, e incubadas
emestufaa3d¥ C, com at mos f ez Aofimladnperododeinciégdol e CO
foi adicionado aos pocos de cultivo celular 10 pL de solugéo de MTT na concentracao de
5 mg/mL, e apds 3 horas de incubagcdo com MTT, foram acrescentados 50 pL de SDS

(para a solubiliacdo do formazarg 10%, diluido em HCI 0,01 N.

FIGURA 3.5: Reacédo de reducao do agente MTT em azul de formazan.

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

MTT - tetrazolio amarelo azul de formazan

A quantificacdo da densidade Optica (DO) foi realizada em

espectrofluorimetro e a percentagem de viabilidade celular foi determinad#& aaart

seguinte férmula:

PAi HH T i°

Os valores de I§g (concentracdo em pg/mL que inibe 50% da viabilidade
celular) foram determinados por meio da curva dose resposta utilizando o programa

estatisticaGraphPad Prisrfi, versdo 5.0 para Windows.
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3.6.2 - Metodologia dos ensaios com compostos puros isolados flagdes

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

Pararealizar a quantificagao celulamplocous e em um eppendor f
de c®l ul as e 9. Pdsse dppendod netireae @érddo tinraialiquota de
10 ¢eL eamc€amara deNeubauer para a quangdicaAs células-180 foram
quantificadas @laqueadas em placa com microplacas de 96 pocos, comdixt8lula
em cada pogoas células 1929 foram também quantificadas e plaqueadas em
microplacas de 96 pocos, com 1x#ie célula em cada poco.

As células de ambas as linhagens foram submedioliatamento com os
compostos purogor 48 horas. Posteriormentei adicionado o sale tetrazoliq2,3,5
trifenil cloreto de tetrazéliog, apds 3 horg SDS foi adicionaddA leitura das placas
foi realizada ap6s 24 horas, empregando um espectrofotbooen filtro de 550 nm.

Os graficos foram geradaspartir da andlise estatistica desultados de
viabilidade, pelo program@raphpad PrismO teste utilizado para a comparacao foi o
T u ks=Muldiple Comparison One wayNOVA (P<0,05).

4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo foram isolados seis metabdlitos secundario$.de
stigonocarpa sendo quatro diterpenoides (substantiaslll e V1), um flavonoide
(substanciaVv) e um acido carboxilico aromatico (substantigbem como uma mistura
dosesteroids a-sitosterol VIl ), campesterol\lll ) e estigmasterolX). As estruturas

quimicas sdo mostradas a seguir:
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4.1- Substancias isoladas

”,
7,
7
7

19 18

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

11 13 N5

OH

[N}
(=]

.
2
7,
4
1

8

1
§ c i d*&tentgabd-8b-ol-15-oico
Origem: extrato etandlico das folhas
Isolamento: p. 46

Identificagéao estrutural: p. 78

acido p-hidroxibenzoico

Origem: extrato etandlico das folhas
Isolamento: p. 49

Identificagcao estrutural: p. 95

Il
acido labd-7-en-15-oico

Origem: extrato etandlico das folhas

Isolamento: p. 44
Identificacdo estrutural: p. 74

4 6 ,-tBhjdroxi -3 66dimetoxiflavona

Origem: extrato etanolico das folhas

Isolamento: p. 48

Identificagéo estrutural: p. 87

17

VI

OH
11 32 N2
20

acido enthalima-1(10),13E-dien-15-oico

Origem: extrato etandlico das flores
Isolamento: p. 52
Identificag&o estrutural: p. 104
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VIl VIl

o-sitosterol campesterol

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

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

estigmasterol

Origem: extrato etandlico das folhas
Isolamento: p. 45

Identificacdo estrutural: p. 97

4.2 - Elucidacéo estrutural

4.2.171 Elucidacéo estrutural dos diterpenoides isolados dd. stigonocarpa

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

Diversos diterpenoides de esqueleto labdano tém sido relatados para
géneroHymenaeaO primeiro, denominado de acido copalioestfutura9, p. 20, foi
isolado deH. courbarilem 1961(NAKANO & DJERASSI, 1961)
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Em 1973 foram isolados mais quattiterpenoidessendoo e acidoent
labd-8(20)en-15,18dioico (estruturalO, p. 20 e o acideentlabd-8(20), 13dien15,18
dioico (estruturall, p. 20 deH. oblongifolig o acidoent13-epilabdandlico (estrutura
12, p. 20), deH. parvifolia; e o acidcentlabd-13-en-8b-ol-15-oico (estrutural3, p. 2
deH. courbaril (CUNNINGHAM, MARTIN & LANGENHEIM, 1973)

O acidoent8(17),13(16),14abdatrierl8-oico (estruturald, p. 21) foi
isolado deH. verrucosaem 1974(MARTIN & LANGENHEIM, 1974)e, em 1975,
relatouse o isolamento do acidoeotlabd-7,13E)-dien-15-oico (estruturdl9, p.22) de
H. courbarii (MARSAIOLI, DE FREITAS LEITAO FILHO & DE PAIVA
CAMPELLO, 1975)

Em 2007 foram isolados, d& courbaril, o acido labdl3(E)-en8-ol-15-
oico (estruture?9, p. 25), o acido labeB(17),13E)-dien15-oico (estruturad0, p. 25, o
acido labdanlkico (estruturel, p. 25 e o acido lab¢r,13E)-dien15-oico (estrutura2,

p. 26) (JAYAPRAKASAM et al, 2007)

O isolamento de outra classe de diterpenoides, denominada clerodano, foi
relatada par&l. courbaril var. stilbocarpa destacandge o acido colavénico (estrutura
21, p. 23, o acidoent(5R, 8S 9S 10R)-cleroda3,13E)-dien15-oico (estrutur2, p.
23) e 0 acidoent(5S 8S, 9S 10R)-cleroda3,13E)-dien15-oico (estrutura23, p. 23
(NOGUEIRAEt al, 2001)

Em 2001,ABDEL-KADER et al. (2001) realizou o isolamento de trés
diterpenoides de esqueleto halimano Hlecourbaril: o acido ent(13R)-13-hidroxi-
1(10),14halimadienl8-oico (estrutura26, p. 29, o acidoent(2S 13R)-2,13diidroxi-
1(10)14-halimadienl18-oico (estrutura27, p. 29 e o acidoent(13R)-2-0x0-13-hidroxi-
1(10),14halimadienl18-oico (estrutura28, p. 25).

Também foram isolados diterpenoides de esqueleto cauramcods
caurl6-en-18-ol (estrutura33, p. 26, cauran16U-ol (estrutura 34p. 26) e caurl6-en
300l (estrutura3s, p. 26, a partir do epicarpo dos frutos # stigonocarpapor
ANDREAO (2010).

Estes relatos evidenciam a producao de uma ampla gama de diterpenoides
de diferentes classes pelas espddigaenaea

Neste estudo realizese o isolamento de quatro diterpenoides, sendo trés
de esqueleto labdano: o acido Ilahd3dien-15-0ico (substancia 1), isolado
anteriormente déd. courbaril (MARSAIOLI, DE FREITAS LEITAO FILHO & DE
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PAIVA CAMPELLO, 1975) o acido labér-en-15-oico (substancia Il), estrutura ainda

n«o relatada para esp®c'f'testlabdi8holt1Boicog° ner o ;
(substancia Ill), isolado deH. courbaril (CUNNINGHAM, MARTIN &
LANGENHEIM, 1973)e um diterpenoide de esqueleto halimano, o aeiddalima
1(10),13E-dien-15-0ico (substancia VI), estrutura ainda nao relatada na literatura.

4.2.1.1- Identificacéo estrutural do acido labd7,13dien-15-oico - substancial

O &cido labé7,13dien15-oico () foi isolado da fracdo 1.8.2.7 (10,1 mg)
na forma de cristais brancos e teve sua estrutura identificada através de experimentos de
RMN delH, ¥C, HSQC, HMBC e NOESY, e comparac¢ido com dadds RMN detH e
de 13C da literatura(MARSAIOLI, DE FREITAS LEITAO FILHO & DE PAIVA
CAMPELLO, 1975; MAMURA et al, 1977)

Pelo espectro de RMN dé°C observotse a presenca dénte sinais
(FIGURA 4.2 p. 67). O sinal emi: 171,9 foi atribuidao carbono dacido carboxilico.

Os sinais enlic 50,1 e 54,4 sdo caracteristicos dos carborb® @9, respectivamente,
de diterpenoidebdanoscom ligacdo dupla entre-Ce G8. Ests por sua vez, foram
observados em 122,8 e 134,6 ppm. Os sinaisiel63,6 e 115,0 foram atribuidos aos
carbonos €13 e G14 da segunda ligacéo dupla.

Através deespectro de RMN dé#d (FIGURA 4.1, p. ), observousedois
sinais emiy 5,71 @dl, J =0,9Hz) e 5,42 gI), atribuidos aos prétons metinicos de ligaces
duplas (H14 e H7, respectivamente), e duas metilasien,71 6l - CHs-17) e 2,20
(CHz-16) dI, J= 0,9 Hz) que séo caracteristicas de diterpenoides do tipo labdano. Os
demais sinais estéo listadosTRBELA 4.1 (p. €5).
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As correlagBes diretas enthd e 1*C foram dservadas no espectro de
HSQC FIGURA 4.3, p. 8), as quais estdo compiladas na Tabela 4chmyparacéo dos
dados del®C obtidos pela analise espectral, com os dados®deda literatura
(IMAMURA et al, 1977), levaram a constatacdo de que os sinais dos carbongs em
25,3 e 22,2, referentes ao grupo metileno da posicao 121(OH a metila da posi¢cédo
17 (Me17), foram atribuidos de maneira invertida, conforme assinalaBlGuRA 4.4
(p.69).

No espectro de HMB@QFIGURA 4.5, p. ) observouseas correlagdes
entre o sinal emiy 5,71 (H14) com os sinais ek 43,6, atribuido ao &@2,Uc 171,9 e
Uc 19,3 confirmando a atribuicdo feita a15 e G16, respectivament® sinal emin
2,20 correlacionoge com os sinais et 43,6 (G12),lc 163,3 (C13),Uc 115,0 (G14)
elc 171,9 (G15). Essas correlagdes sdo nmadhs a seguir, confirmando a presencga da

cadeia lateral do acidabd-7,13-dien-15-oico.

Observouse ainda a correlagéo do sinal &inb,42 (H-7) com os sinais
emic 50,1 @tribuido aC-5), lic 23,8 @tribuido aC-6), Uc 54,4 f@tribuido aC-9) elic 22,2
(C-17). Também observesea correlacédo do sinal efin 1,71 com os sinais de-€(23,8
ppm), G7 (que apresentou deslocamento quimicd 28 ppm), €8 (134,6 ppm) e €
9 (54,4 ppm). O sinal e 0,77, referente a M0, mostrou correlacdo com 0s sinais
dos carbonos @ (cujo deslocamento atribuido foi de 39,2 pp@ip, G9 e G10. Ambos
os sinais em 0,8@pm (Me18) e 089 ppm(Me-19) correlacionararse com o carbono

C-5. As principais correlacdes citadas sdo mostradseguir.
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A estereoquimica relativa da substancia | foi determinada através do
experimento de NOES¥YD. No espectro (Figura 4.8, p3)7 observotse a correlacao
entre o sinal referenteMe-20 [@n 0,77) com o sinal correspondente a® Kin 1,65),
evidenciando que ambos estdo na mesma facelfface

Constatotse, também, uma correlacdo do sidalMe-20 com o sinal
pertencente Me-19 [ 0,89), indicando que este grupo também encegaosicionado
na facell Consequentemente, a M8 esta posicionada na famgosta ).

O sinal da Mel8 (U1 0,87),apresentou uma correlacdo com o sinal ée H
5 (Un 1,19), sugerindo que estegrupcs t § p o s i c i,confarcheorepresentdda c e b
abaixa

Portanto, apds a analise dos espectros de RMN e compeoagés dados
da literaturgfIMAMURA et al, 1977) identificousea estrutura como sendo a do acido
labd-7,13dien15-oico.
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TABELA 4.1:Dados de RMN déH e*3C da substanciad comparacdo com a literatura

SUBSTANCIA | MARSAIOLI, | IMAMURA
(400/100 MHz, CDC¥#) DE FRENITAS etal, 1977
LEITAO (25 MHz,
FILHO & DE CDCly)
PAIVA
CAMPELLO,
1975(100 MHz
CDCly)
C/H V] d (ppm), J (Hz) HMBC U (ppm), J (Hz d (ppm)
(ppm)
la | 39,2 1,85 M) 39,2
1b 0,97 ()
2a | 18,8 1,56 (M) 18,8
2b 1,47 (n)
3a | 42,2 1,42 () 42,3
3b 1,18 (n)
4 33,0 33,0
5 50,1 1,19 fn) C-6, G7, G9, CG10, 50,2
C-19, G20
6a 23,8 2,00 n) C5, C10 23,8
6b 1,88 (M)
7 | 122,8 5,42 (3) C-5, C6, G9, G17 5,36 (M) 122,7
8 134,6 134,4
9 | 54,4 1,65 (n) 54,5
10 | 36,8 36,9
lla| 25,3 1,63 () C-8, G13 22,1
11b 1,36 (M)
12a| 43,6 2,40 () C-9, G11, G13,C- 43,6
12b 2,13 ) 14, G16
13 | 163,6 163,2
14 | 115,0| 5,71dl,J=0,9 C-12, G15, G16 5,63 (M) 115,2
15 171,9 172,2
16 19,3 | 2,204dl,J=0,9 | C-12,CG13,CG14,G | 2,15¢d,J=1,0 19,3
15
17 | 22,2 1,71 6l) C-6, G7,C8, C9 1,65 6) 25,3
18 | 33,1 0,87(s) C-3,C4, G5, CG19 0,85 6) 33,1
19 | 21,8 0,89 6 C-3, G4, G5 0,86 6) 21,8
20 | 13,6 0,77 © C-1, G5, G9, G10 0,75 6) 13,6

* Val orcensertidos U
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FIGURA 4.2:Espectro de RMN d¥C da substancia(CDCls, 100 MHz)
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FIGURA 4.3:Mapa decontorno de HSQC da substanc{&€DClz, 400 MHz)
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4.2.1.2- Identificagdo estrutural do acido labd7-en-15-oico - substanciall

O &cido labdr-en15-oico (substancidl ) foi isolado da fracédo 1.9.6 (6,3
mg) na forma de crisgbrancos, e sua estrutura foi identificada através de experimento
deRMN de!H e comparagdo com dados da litera@aTO et al, 2000)

Pelo espectro d®RMN de H (FIGURA 4.9, p. ) e sua expansio
(FIGURA 4.1Q p. 77), observouse um sinal emtn 5,39 (M), o qual foiatribuido ao
hidrogénio H7. Observotse ainda um sinal ety 1,00 d, J= 6,7 H2 atribuido a metila
CHs-16,0 qual acopla com-3aJ3® (acopamento vicinal) Tambénmotouse a presenca
de um sinakm 1,66 ppn{m), o qual foi atribuido Me-17. Os sinaiem U+ 0,86(S), UH
0,88 (s), e U 0,76 € foram atribuidos asmetilas Me-18, Me-19 e Me-20,
respectivamente.

Portanto, ap6s a andlise dos dados espectrais e compara¢do com os dados
da literatura (RBELA 4.2, p. B), identificouse a estrutura consendoa doacido labd

7-en-15-oico.
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TABELA 4.2 Dados de RMN déH da substanci e comparacgdo com a literatura.

SUBSTANCIA I

(400 MHz, CDCl)

PINTO et al, 2000

(300 MHz, CDCls)

t (ppm), J (Hz)

G (ppm), J (Hz)

5,39(s))

10

11

12

13

14

15

16

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

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

17

1,66 (M)

1,68(9)

18

0,86 6

0,81(

19

0,88 6

0,84 (9

20

0,76 6

0,78 (9)
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4.2.1.3 - | dentificacéo estrutural do acidogd®!*ent-labd-8-b-ol-15-0ico - substancialll

O § ¢ PHentladpd-8-b-ol-15-oico (1) foi isoladona forma de cristais
brancos da fraca®.25.11 (1018 mg). Sua estrutura foi identificada através de
experimentos de RMN déd, 13C, HSQC ,HMBC e NOESY, ecomparacéo cordados
da literaturgfIMAMURA et al, 1977)

1 13 N3 OH
H

17 0

[\S]
(=]
—

‘.
Z
7
Z
7
1

19

8

Pelo espectro de RMN dé°C observotse a presenca de vinte sinais
(FIGURA 4.12, p. 8). Observotse a presenca de usinal emU. 171,6, o qual foi
atribuido ® carbono d acidocarboxilica Os sinais enic 163,9 e 114,6 foram atribuidos
aos carbonos-@3 e G14, respectivamente. O sinal ég74,4 indica a presenca de um
carbono oximetinico e este sinal foi atribuetncarbono €. Os deslocamentos e
21,5 33,4 e 15,4oram atribuidos&imetilas €18, G19 e G20, respectivamente. O sinal
emuc 24,0 foi atribuido &Me-17, enquanto o deslocamento em 19,4 ppm foi atribuido a
Me-16.

No espectro de RMN déH (FIGURA 4.11 p. 8l), observouse um
singleto largo emin 5,71, atribuido ao proton metinico -(H4) da ligagdo dupla.
Observouse também os sinais referentes a duas metilas, unig &7 Me-17) e a
outra em 2,18 (Ck16). Os demais sinais estéo listados ABELA 4.3(p. ).

No espectro @ HQC foram observdas as correlagdes diretas efHee
13C (FIGURA 4.13 p. 8), as quais estdo compiladas msBELA 4.3. No espectro de
HMBC (FIGURA 4.15 p. &), observouseas correlagdes entre o sinal em 5,711
com os sinais e 44,5, atribuido ao @2, 163,9, 171,6 e 19,4, confirmando a atribuigcdo
feita aos sinais referentes al@, G15 e G16, respectivamente. O sinal &m2,18(H-

16) correlacionotse com os sinais et 44,5 (atribuido a €2), 163,9 (€13), 114,6
(C-14) e 71,6 (G15). Essas correlacdes séo apresentadas na sequéncia.
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Tambémobservouse a correlagédo do sinal etim 1,17 Me-17) comos
sinais emic 44,6 (atribuido a €7), Uc 74,4(C-8) eemc 61,3 (atribuido aC-9). O sinal
emUx 0,80 (correspondente a ME8) mostrou correlacdo com os sinais Uc 41,9, 0
qual foi atribuido a €3, Uc 33,2 (referente &-4), Uc 56,1 (G5) e lc 33,4 C-19). O sinal
em 0,88 ppm correlacionesae com osinais doscarbonos €3, G4 e G5, enquanto o
sinal emin 0,79 referente a M0, mostrou correlacdo com os sinais referentes9aeC
C-10.

(=

diEs

No espectrode NOESY¥2D (HGURA 4.17, pg. 87), observouse a
correlacao entre o sinal referente a-Me(ln 1,17) com o sinal correspondente aedH
(U 1,09, indicandoque ambos estdo na mesma face (fc€omo consequéncia, o
grupo hidroxila esta situado na fdze

Observousg aindg umacorrelacao d H9 com H5 (U 0,92), e deste
altimo comMe-17, evidenciando o posicionamento déa mesma face gesseslois
grupos (facd)). O sinal da Mel7 também mostrou uma correlacio com o dal®I&iy
0,88). Desta forma, estabeleesi a configuracdo relativa da estrutura conforme
mostrado abaixo.

Portanto, através da analise dos espectros de RMN e comparacdo com a
literatura, identificossea estr ut ur a c¢ o mbdtestlabu8bml-150icdo 8§ci do

1 l?/ 15 OoH
= H
p 17

o

—_

Qi B

oF ul/,// OH
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TABELA 4.3: Dados de RMN déH e *C da substancia I# comparagdo com a literatura

SUBSTANCIA lI MARSAIOLI, | IMAMURA
(400 /100 MHz, CDCH) DE FREITAS | etal, 1977
LEITAO (25 MHz,
FILHO & DE CDCly)
PAIVA
CAMPELLO
, 1975(100
MHz CDCl3)
CH U a ( pdHD , HMBC ad (pdbm U (pp
(ppm) (H2)
la | 39,8 1,67 () 39,8
1b 0,97 )
2a | 18,4 1,63 (n) 18,2
2b 1,46 ()
3a | 41,9 1,41 (n) 41,9
3b 1,18 ()
4 33,2 33,1
5 56,1 0,92 ) C-7, G9, G10, G18, 56,1
C-19, G20
6a | 235 1,61 () 23,5
6b 1,44 (n)
7 44.6 1,90 () C-5, G8, G9, G17 44,7
1,42 ()
8 74,4 74,4
9 61,3 1,09¢,J=35 | C1,C5, GC7, CS8, 61,3
C-12, G17, G20
10 | 39,2 39,2
11a| 20,5 1,65 (n) 20,5
11b 1,29 ()
12a| 445 2,33 ) C-9, G13, G14,C- 44,5
12b 2,24 m) 16, G17
13 | 163,9 163,9
14 | 1146 5,71 6l) C-12, G15, G16 5,66(m) 114,7
15 | 1716 171,5
16 | 19,4 2,18 6 C-12,G13,G14,G | 2,164, J= 19,4
15 1,0)
17 | 24,0 1,17 6 C-7,G8,C9 1,13(s) 24,0
18 | 215 0,80(9 C-3, G4, G5, G19 0,86 6 21,5
19 | 334 0,88 6 C-3, G4, G5, G18 0,95 6 33,3
20 | 154 0,79 6 C-1, G5, G9, G10 0,83 6 15,4
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FIGURA 4.12:Espectro de RMN d&C da substancia I([CDCls, 100 MHz)
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FIGURA 4.16:Mapa decontorno de HMBC da substancia (@DClz, 400 MHz)
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4.2.2 - ldentificagdo estrutural da 4 0 ,-tb-hidroxi-3 O-dirbetoxiflavona -

substancialV

Os flavonoides constitueram grupo amplo de produtos naturais que
ocorre em plantas superioreglantas inferiores, incluindasalgas.Esses metalhifos
apresentam dois anéis benzenoasagos por uma unidade propanoo $ampostos
geralmentesollves em guae quantomais conjugades possuem, maisloridossaa As
classes de flavonoides séo distinguidas pelos anéis heterociclicos contendo oxigénio e
grupos hidroxila.

O unico relato de isolamento de flavonoides encontrado na literatura para
0 génerdHymenaedoi referente as substanciasltenina éstruturesl, p. 33, taxifolina
(estruturab2, p. 33, quercetina (estrutud3, p. 39 e 7~metoxicatequina (estrutura 64
pg. 39, isoladas dél. stigonocarpgdMARANHAO et al, 2013)

Neste estudo realizese o isolamento de uma isoflavosalfstancia 1Y
ainda nao relatada para o género.

O ¢ o mp o sttihidroxX-8 é8litnetoxiflavonalV) foi isolado como
um pé amarelala fracdo 2.31.2 (3,8 mg) e teve sua estrutura identificada através de
experimentos de RMN dél, 1°C, HSQC e HMBCe comparagéo com dados da literatura
(KUWABARA et al, 2003)

Analisando o espectro de RMN del de IV (FIGURA 4.18 p. 9)
observouse um singleto eni 7,31 (2H referente aos dois hidrogénios2Hd -@ ,GoH
quaissdo quimicamente equivalentes devido ao plano de simetria existeatee! B
Observouse ainda, unsinal desingleto entiy 6,96 (1H,s), o qual foi atribuido ao 3
e doissinais dedubletos emiy 6,17 (1H,d, J= 2,1 Hz) el 6,52 (1H,d, J= 2,1 Hz)

atribuidos, respectivamente, aos hidrogénie® ¢1H8, os quais acoplam entre si com
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constantemetg indicando que as posi¢cdessG G7 esBio substituidas por hidroxilas.
Além disso, observege um sinal de singleto intensm U4 3,88 (6H,s) referente a
mebxi | a s-O@H§ asHuais também sdo quimicamente equivalentes.

A andlise dos espectros B8N de *C (FIGURA 4.19 p. 92, HSQC
(FIGURA 4.20 p. B) e HMBC FIGURA 4.21, p. ) permitiu a atribuicdo dos
deslocamentos quimicos de todosat@mosdo esquelet@arbbnico (RBELA 4.4, p.
90).

Pelo espectro de HSQGbservouse que oshidrogénios H6 e H8
mostram correlagéesJi com sinas emiic 99,0 elic 94,3, respectivamenté sinal em
Uc 103,5 foi atribuido ao 3 e o sinal em 104,4 foi atribuido aos carbongs € -@ 6 .C
Ja o sinal enlic 56,3 foi atribuido aos carbonos das metoxilas ligadas nas posi®Hés C
e G5a

Pelo espectro de HMB@bservousea correlacdo entre o sinal deGHUH
6,17) com G10 (lic 103,5), G5 (Uc 157,4) ecom o sinal em @ (lc 94,3) O sinal de H
8 (Un 6,52) mostou correlacdo com €0 (ic 103,5), G5 (lc 157,4),C-6 (lc 99,0), e
aindg uma orrelacdo com o sinal et 165,Q o qual foi atribuido ao €. Algumas

destas correlagbes sdo mostradas a seguir.

HO o} ‘zLL

OH )

O sinal de H3 (Un 6,96) correlacionose com 10 (ic 103,5), G4 (lc
181,6), G2 (lc 163,5) e com o sinal efit 120,3 atribuidoac@ 6. O s2dé ad He H
6 604 1,31) mostrou correlacdo conseinais entic 120,3 (G1 6 163,5 referente ao
C-2, Uc 148,2 atribuido aos carbonos3Cd -2 6 Ce a ilgld0A) atcibuido ao €
406. naQ sait r i b-OCHgmostBu urBatcorrel@cdo com @snais dosarbonos

C-3 6 -® &ic48,2).Estas correlacdes podem ser visualizadas na sequéncia.
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Desta formaa estrutura ddlavonalV foi identificada como sendo a

4 6 ,-tBhjdroxi-3 66.dithetoxiflavonatambém conhecida contiacina.

TABELA 4.4 Dados de RMN déH e 3C da substanci®/ e comparacido com a

literatura

SUBSTANCIA IV KUWABARA et al, 2003
(500/125 MHz, DMSOds) (400/100MHz, DMSO-ds)
H/C d(ppm),J (Hz)  G(ppm)  d(ppm), J (Hz) t (ppm)
2 - 163,5 - 163,6
3 6,96 (1H,5) 103,5 6,97 (1H,9) 103,5
4 ] 181.6 - 181,7
5 - 157,4 - 157,3
6 6,17 (1H,d, J=21) 99,0 6,21 (1H,d, J=2,0) 98,8
7 - 165,0 - 165,1
8 6,52 (1Hd,J=2,1) 943 6,56 (1Hd, J=2,0) 94,1
9 - 161,4 - 161,3
10 - 103,5 - 103,6
10 - 120,3 - 120,3
26, 6¢  7,31(2H,9 104,4 7,32 (2H,9) 104,3
36, 5 - 148,2 - 148,1
46 - 140,0 - 139,8
3 0 ;OBHy 3,88 (6H.9) 56,3 3,89 (6H.9) 56,3
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FIGURA 4.19 Espectro de RMN de 13C da substaneigdDMSO-d6, 125 MH3.
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FIGURA 4.21 Mapa decontorno deHMBC da substancia IN\DMSO-ds, 500 MHz)
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4.2.3- ldentificagéo estrutural do acidop-hidroxibenzoicoi substanciaV

N&o existem relatos na literatura idolamento de acidos benzoicos das
espécies delymenaea, portanto, a substancidisolada neste trabalho ainda ndo havia
sido relatada pard. stigonocarpa

O 4&cido p-hidroxibenzoico Y) foi isolado da fragcdo 3.11.9.3 e sua
estrutura foidentificadaatravés de experimento de RMN#ee comparacéo com dados
da literaturg ZHANG et al, 2012)

HO™
\%

Através deespectro de RMN déd da substancisl (FIGURA 4.22 p. %)
observousea presenca de dois dubletos, ambos com constante de acoplar@étup 8,
sendo um deles centrade 7,85 (2H) e o outro en 6,77 (2H), indicando um sistema
de anel aromaticpara-dissubstituido. Observese também um singleto ety 4,84
(1H), o qual foi atribuido a hidroxila fendlica.

Portanto, ap6s a analise dos dados espectrais e comparacédo com dados da
literatura (TABELA 4.5, p. %), identificouse a estrutura como sendo a do ageo
hidroxibenzoico.

TABELA 4.5: Dados de RMN dH da substancia V e comparagio com a literatura.

SUBSTANCIAV  (ZHANG et al, 2012)
(400 MHz, CD:OD) (600 MHz, CD;0D)
H U(ppm),J(Hz)  U(ppm),J(Hz)

1
2

3,7 6,77¢,3=873 6,81(d, J=8,7)
4,6 7,85¢,J=8,3 7,87 (d, J=8,7)
5
5-OH 4,84 6)
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4.2.4 - Esteroides

Os esteroides sdo triterpenoidesodificados contendo o sistema
tetraciclico de anéis do lanosterol, porém sem a presenca das trés metilas nas posices C
4 e G14. O colesterolKIGURA 4.23 p. %) representa a estrutura fundamental, mas
modificacdes, principalmente na cadeia laterallaju a criar uma variedade ampla de

produtos naturais biologicamente importantes.

FIGURA 4.23 Estrutura quimica do colesterol

HO

6

Os esterales encontrados em plantas, sitosterol (substancia VII) e
campesterolqubstanciavlll), sdo, respectivamente, os analogosefifte 24metil do
colesterol. O estigmasterol (substancia IX) contém uma uma ligacaotcnsa?2 na
cadeia lateral, uraspecto visto em muitos ester@dke plantas. A introducéo dos grupos
metil e etil em G24 gera um novo centro estereogénico, e 0s grupadqdid sao
designadosJ (DEWICK, 2009) As estruturas quimicas destas trés substancias sdo
mostradas NnRIGURA 4.24(p. B).
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Vil

FIGURA 4.24: Estruturas quimicas da-sitosterol (VI), campesrol (VIII) e
estigmasterol (IX

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

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

4.2.4.1- o-sitosterol (VII), estigmasterol (VIII) e campesterol(IX)
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Através do espectro de RMN té (FIGURAS4.25 e 4.26ps. 100 e 101)
da fracao 2.5.1bbtida do extrato das folhas, péske observar a presenca de um dubleto
largo emun 5,36 0 = 4,9 Hz) e um multipleto em 3,53 pproaracteristicos dos
hidrogénios H6 e H3, respectivamente, dos esqueletos esteroidais-gitosterol,
estigmasterol e campesterol. Obsergeuambém, a presenca de sinais de hidrogénios
vinilicos emun 5,03 @dd, J=8,3 e 15,4 Hz) &4 5,16 @dd, J = 8,3 e 15,4 Hz)atribuidos
aos hidrogénios da cadeia lateral do estigmaster@2(F H23) e, verificoduse ainda,
um grande numero de sinais na regiao«d& 69 a 2,32 correspondentes @As80s grupos
de hidrogéniosetilicos, metilénicos e metinicos que caracterizam o esqueleto esteroidal.

O sitosterol e o campesterol possuem cadeias laterais muito parecidas e,
deste modo, nédo € possivel diferedomapenas por RMN.

Pelaanalisedo cromatogramabbtido via CGEM, foram observados trés
picos FIGURA 4.27, p . 102) , 0sS quais confirmaram a
sitosterol, estigmasterol e campesterol. Os picos referentes aos ions molecutezes de
414, 412 e 400HIGURA 4.28 p. 103) estdo de acordo com farmulas moleculares

C29H500, GoH4g0 e GgHugO, respectivamente.
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FIGURA 4.25:Espectro de RMN d&H da fragcdo 2.5.11 (GIOD, 400 MHz)
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FIGURA 4.28 Expanséao do espectro de RMN#eda fragdo 2.5.11 (GGOD, 400 MHz).
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FIGURA 4.27 Cromatograma da mistura deitosterol, estigmasterol e campesterol
obtido via CGEM.

Condicdes de anélise:
gas de arrastehélio; temperatura inicial1l 0 0 e C, progr amadia 29m 8 Cg C.nmainnt i d a
mi n, com tempo tot al de 38 min; temperaturta do inje

presséao: fluxo de modo constante.
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