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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DAS ATIVIDADES CITOTOXICA E
INIBITORIA. DAS CISTEINO PROTEASES DE VOCHYSIA THYRSOIDEA
(VOCHYSIACEAE). O género Vochysia é composto por um grupo de arvores tropicais com
espécies amplamente distribuidas no Cerrado e florestas do Brasil. Estas plantas, tem sido
testadas em busca da identificacdo de novos compostos quimicos potencialmente Uteis e
alguns trabalhos demonstraram um diverso campo de atividades farmacoldgicas, tais como
atividade antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria, dentre muitas outras. Baseando-se em
uma literatura etnofarmacoldgica foram coletadas amostras de Vochysia thyrsoidea, espécie
utilizada na medicina popular como expectorante. Este trabalho apresenta o estudo
fitoquimico e ensaios biologicos realizados com o0s extratos organicos e metabolitos
secundarios isolados das folhas e cascas do caule de Vochysia thyrsoidea Pohl
(Vochysiaceae). Seis compostos foram isolados através de técnicas cromatogréficas e
identificados através de experimentos 1D- e 2D-RMN, espectrometria de IV e pela
compara¢do com dados da literatura. Os compostos identificados foram: catequin-3-O-
ramino(3-cinamoil)piranosideo,  catequin-3-O-ramnopiranosideo, o  acido  2,4,6-
trimetoxibenzédico, acido 3-Oxo-urs-12en-28-oico, 2-butil D-frutofuranosideo, 1-butil D-
frutofuranosideo. Destes compostos as catequinas e os frutofuranosideos sdo relatados pela
primeira vez no género Vochysia. As substancias testadas ndo apresentaram resultados
consideraveis no ensaio inibitério enzimatico da catepsina K, uma cisteino protease que tem
sido correlacionada com a osteoporose. No entanto, os ensaios frente a catepsina B, enzima
que tem sido associada ao cancer, apresentaram resultados consideraveis de inibicdo, sendo o
composto catequin-3-O-ramino(3-cinamoil)piranosideo o mais promissor (ICsp= 65,12 uM).
Dentre as substancias testadas quanto a atividade citotdxica o frutofuranosideo (2-butil D-
frutofuranosideo) apresentou o resultado mais significativo inibindo 100% (+/- 13,33) a
linhagem tumoral do sistema nervoso central (SF-295). As substancias submetidas as reagdoes

de modificacdo estrutural ndo obtiveram atividade bioldgica.



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY AND EVALUATION OF CITOTOXIC AND CYSTEINE
PROTEASES  INHIBITORY  ACTIVITIES OF VOCHYSIA  THYRSOIDEA
(VOCHYSIACEAE). The genus Vochysia is a group of tropical trees with a very widely
distributed species in cerrado and forests in Brazil. These plants have been tested in an effort
to identify new and potentially useful chemistry compounds, and some works shown a diverse
array of pharmacological activities, as well as antibacterial, antifungal, antiinflammatory and
many others. Based on the ethnopharmacological literature the specie Vochysia thyrsoidea
Pohl. (Vochysiaceae), used in folk medicine as an expectorant, was collected. This work
presents the phytochemical study and biological tests performed with the organic extracts and
secondary metabolites isolated from the leaves and of the stem bark of this plant. Six
compounds were isolated using chromatographic techniques and the structural identification
was carried out on the basis of 1D- and 2D-NMR experiments, IR spectrometry and
comparison with literature data. The compounds identified were: catechin-3-O-ramno(3-
cinnamoyl)pyranoside, catechin-3-O-ramnopyranoside, 2,4,6-trymetoxbenzoic acid, 3-oxo-
urs-12-en-28-oic acid, 2-butyl D-fructofuranoside, 1-butyl D-fructofuranoside. The catechin
and fructofuranosides are reported for the first time in the Vochysia genus. The average for all
substances tested did not show considerable inhibition against cathepsin K, a cysteine
protease that has been implicated in osteoporosis. However, in the enzyme inhibiton assay
against cathepsin B, enzyme has been implicated in the cancer disease, showed considerable
results and the most promising compound was the catechin-3-O-ramno(3-
cynamoil)pyranoside (ICso= 65.12 uM). The citotoxic activities revealed the fructofuranoside
(2-butyl D-fructofuranoside) as the most effective among all the substances tested, showed
100% (+/- 13.33) of inhibition in the cell lines of central nervous system tumor (SF-295). The
substances submitted in reactions to structural changes didn’t have biological activities.
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1.INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade e é detentor da floresta amaz6nica, maior
floresta equatorial e tropical iumida do planeta, 0 que permite o estudo de produtos naturais,
que representa uma das areas mais tradicionais da quimica de nosso pais. Dentre as regides
brasileiras temos também o bioma do Cerrado, cujas areas sao pouco conhecidas e podemos
assim ressaltar a necessidade de pesquisa nesta regido (VARANDA, 2006; PUPO e GALLO,
2007).

As plantas medicinais s80 um recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos
étnicos, pois elas contribuem no fornecimento de substancias de grande variedade que sdo
Uteis no tratamento empirico de doencas. Estas estruturas moleculares complexas fornecidas
pelas plantas sdo praticamente impossiveis de se obter por sintese, sendo os medicamentos de
origem vegetal de grande interesse para industria farmacéutica (MONTANARI, 2001,
PINTO et al., 2002).

Todavia, é imprenscindivel o investimento em pesquisa de plantas medicinais, em vista
que muitas destas espécies sao utilizadas pela populacdo sem nenhum esclarecimento sobre
as atividades bioldgicas e 0s seus possiveis efeitos colaterais (BUSCHBACHER, 2000).

O presente estudo refere-se a Vochysia thyrsoidea Pohl., que foi selecionada devido seu
uso medicinal e interesse quimiotaxondmico, com a finalidade de se identificar 0s
componentes quimicos e a realizacdo de bioensaios.

Os extratos etandlicos foram preparados a partir das cascas do caule e das folhas deste
vegetal, posteriormente realizaram-se o fracionamento e o isolamento dos constituintes
quimicos através de varias etapas cromatograficas.

Este trabalho proporcionou o isolamento dos metabdlitos secundérios de V. thyrsoidea
que foram identificados através de técnicas espectrométricas de 1V, RMN *H, RMN *C,
HSQC, HMBC e DEPT.

Foram realizados testes de citotoxicidade frente a Artemia salina dos extratos brutos e
particBes para verificar presenca de atividades biologicas. Os resultados significativos obtidos
deste ensaio e as substancias puras isoladas do estudo fitoquimico levaram a busca das
possiveis atividades bioldgicas:

i) Antitumoral: teste in vitro frente as células MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (co6lon

humano) e SF-295 (sistema nervoso central);



i) Ensaio de inibicdo enzimatica frente a catepsinas B, uma enzima que tem uma
participacao fundamental na invasdo de células cancerigenas;
iii) Ensaio de inibicdo frente a catepsina K, uma enzima correlacionada as patologias:

osteoporose, artrite reumatoide, artrose, aterosclerose.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Bioensaio frente a Artemia salina Leach

Artemia salina é um microcrustdceo da ordem Anostraca que vive em agua salgada e
serve como alimento vivo para peixes (LIMA et al., 2009). Esta espécie tem a habilidade de
produzir nduplios e cistos. Os cistos apresentam diametro médio de 250 um, podem ser
armazenados a seco, suportando o vacuo. Os nauplios recém eclodidos possuem 450 um de
comprimento e uma Artemia adulta (Figura 2.1) possui corpo alongado, podendo medir cerca
de 10 mm de comprimento (IGARASHI, 2008).

A utilizacdo de camardo marinho (Artemia salina) em teste de letalidade (TAS) tem sido
desde 1982 como bioensaio preliminar no estudo de plantas e compostos com potencial
atividade bioldgica (PISUTTHANAN et al., 2004).

Figura 2.1. Artemia salina na fase adulta

A utilizacdo desta espécie para monitorar os estudos fitoquimicos deve-se a sua
capacidade em formar cistos dormentes, fornecendo desse modo material bioldgico que pode
ser armazenado durante longos periodos de tempo para testes de citotoxicidade (LIMA et al.,
2009).



Diversos trabalhos na literatura trazem também uma correlagdo entre ensaios de
toxicidade frente a esta espécie de microcrustaceo e atividades, como antifingica, antiviral,
antimicrobiana, parasiticida, antitumoral, tripanossomicida, dentre outras. Além disso, o0
ensaio TAS é um método rapido e de baixo custo, cuja simplicidade favorece sua utilizacéo
em laboratdrios de produtos naturais (SIQUEIRA et al., 1998; PISUTTHANAN et al., 2004;
KRISHNARAJU et al., 2005).

2.2 Cisteino peptidases

A sequéncia completa do genoma humano, publicada em 2003 proporcionou a
identificacdo de um total de 11 catepsinas do tipo cisteino peptidases lisossomais, sdo elas as
catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, W e X, as quais tém a funcdo primaria de degradar, de
forma ndo seletiva, proteinas dentro dos lisossomos (TURK et al., 2000; BROMME e
KALETA, 2002).

Estas enzimas também estdo envolvidas em um amplo nimero de processos fisioldgicos,
tais como ativacao e desativacao de enzimas e horménios, sendo que algumas delas tem sido
amplamente estudadas por ter correlacdo com o desenvolvimento de algumas doencas como:
artrite reumatoide, osteoporose, artrose, aterosclerose (ZHAO et al.,2009; YASUDA et al.,
2005), progressao de tumores malignos e metéstase (SLOANE et al., 1994; FUSETANI et
al.,1999), alem de doencas infecciosas (KOMINAMI et al., 1997).

Desta forma, o mecanismo de inibicdo enzimética tem sido promissor como uma
estratégia inovadora no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doencas
(TAKAHASH] et al.,2009).

2.2.1. Catepsina B

A correlacdo de um nivel crescente de cisteino peptidases e alta atividade proteolitica em
tecidos cancerigenos, tem sido relatados em pessoas com desenvolvimento de tumores.
Diversos estudos in vitro realizados confirmaram que as catepsinas estdo associadas as
importantes fases de invasdo e potencial de metastase de tumores malignos, incluindo o
cancer de mama, ovario, prostata, pulmio, melanoma, dentre outros (HERSZENYI et
al.,1999; DEVETZI et al.,2009).



A catepsina B (Figura 2.2) é a principal representante das cisteino peptidases e esta
presente em lisossomos de todos os tipos de células sobre condigdes normais. Esta enzima
esta envolvida em etapas proteoliticas para ativacdo de outras proteinases e na degradacao de
elementos da matriz extracelular tais como colageno e elastina, tendo assim um papel
fundamental na invasio de células cancerigenas (HERSZENY] et al.,1999; SIEWINSKI et
al.,2003).

Figura 2.2. Catepsina B

Pesquisas demonstraram que a inibi¢do in vivo das atividades da catepsina B, retarda o
inicio de crescimento de tumores primarios e diminuem a expressao de metastase de varios
tipos de cancer in vitro e em modelos com aminais (HAZEN et al.,2000). Desta forma,
inibidores da catepsina B podem ser potenciais drogas anticancerigenas, principalmente em
relacdo a metastase que € a maior preocupacdo dentro dos tratamentos quimioterapicos
(FUSETANI et al.,1999).

Alguns trabalhos com produtos naturais demonstraram ser fontes potenciais de inibitores
especificos, isolando constituintes tais como: as biflavonas (figura 2.3) isoladas de Taxodium
mucronatum Ten. (Taxodiaceae) e Cycas guizhouensis K.M.Lan (Cycadaceae); e 0s
derivados de pteridina isolados de Asteropus simplex Carter., apresentaram atividade
inibitoria frente a esta enzima (MURAYAMA et al.,2008; PAN et al.,2005; ZENG et
al.,2006).
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Figura 2.3. Substancias com atividade inibitoria frente a catepsina B



2.2.2. Catepsina K

A catepsina K (figura 2.4) € um membro da classe das cisteino proteases, pertencente a
familia das papainas e tem sido detectada em varios tecidos, incluindo 0ssos, ovario, coracao,
placenta, pulmédo, musculo esquelético, colon e no intestino delgado (ZHAO et al.,2009;
TAKAHASHI et al.,2009).

Esta enzima é expressada altamente em osteoclastos que medeiam a reabsorcdo 0ssea e
esta relacionada com algumas patologias tais como, osteoporose, artrite reumatdide, artrose,
aterosclerose. Na osteoporose, a liberagdo da catepsina K provavelmente provoca a lesdo
tecidual, pois esta catepsina é secretada pelos osteoclastos para remover a matriz organica,
degradando uma série de proteinas (ex: colageno tipo 1) (ZHAO et al.,2009).

Figura 2.4. Catepsina K

A osteoporose pOs-menopausa € caracterizada pelas alteragdes na remodelacdo 0ssea,
com um desequilibrio entre a excessiva reabsorcdo dssea e a formacgdo dssea inadequada.
Atualmente, o tratamento da osteoporose baseia-se na utilizacdo de inibidores de reabsor¢édo
Ossea e mais especificamente, os bisfosfonatos, o ranelato de estrbncio e 0s estrogenos
(durante a terapia de reposi¢do hormonal) (ROUX, 2010; CHAPPARD et al.,2010).

Assim, encontrar inibidores especificos para catepsina K pode providenciar tratamentos
benéficos para tais processos patoldgicos (ZHAO et al.,2009; ROUX, 2010).

Alguns metabolitos secundarios isolados de plantas apresentaram significativa atividade
inibitdria frente a catepsina K, os quais podem-se citar as furanoquinonas (11-14) isoladas de
Paulownia tomentosa Thunb., o derivado de flavonoides (8), a chalcona (9) e flavonas
isolados de Artocarpus altilis (Park.) Fosb. (Moraceae) e derivados de alcaldides (10) (figura
2.5) (PATIL et al.,2002; PARK et al.,2009).
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2.3. Cancer

O céncer ¢ um dos mais antigos males da humanidade e ainda é no mundo um grande
problema de salde publica. As estimativas para 0 ano de 2010 e 2011 é que no Brasil
ocorrerdo aproximadamente 490 mil casos novos de cancer, onde 0s mais incidentes serdo 0s
canceres de prostata e de pulmao em homens, e 0s canceres de mama e de colo do utero em
mulheres (OLIVEIRA et al., 2010).

Apesar do cancer ser uma doenca genética, a prevaléncia das formas mais significantes de
cancer se tornou mais elevada nos paises onde existem fatores de risco como o fumo, habitos
alimentares pouco saudaveis e exposicdo a produtos quimicos e agentes fisicos
carcinogénicos no trabalho ou no meio ambiente, mostrando o efeito dos inUmeros
carcindgenos ambientais (WARD, 2002).

As terapias contra o cancer apresentam atualmente um dilema, pois embora a maioria dos
pacientes respondam a terapia, apenas alguns ficam definitivamente curados. Apesar de haver
hoje uma grande quantidade de agentes quimioterapicos, este tipo de tratamento resulta em
varios tipos de toxicidade que tornaram um problema significativo no tratamento do cancer.
Um exemplo é o 5-fluorouracil, um agente quimioterapico comum que é conhecido por
causar cardiotoxicidade e mielotoxicidade. De forma similar a bleomicina causa toxicidade
pulmonar e cutanea. Além disso, 0s quimioterapicos e as demais estratégias usadas para
eliminar a parte visivel do tumor, ndo conseguem eliminar na totalidade o cancer (DUENAS
etal., 2010; DESAI et al., 2008).

Contudo, novas substancias que possam vir a ser mais promissoras no tratamento desta
doenca sdo buscadas e neste aspecto as plantas sdo uma fonte consideravel de compostos
quimicos com potencial atividade antitumoral (MANOSROI et al., 2006).

H& um grande numero de constituintes quimicos com atividade biologica sendo
identificados em estudos fitoquimicos e dentre estes, potentes inibidores tumorais, como 0s
que foram purificados a partir de extratos metandélicos de Boesenbergia pandurata (Roxb.)
Schltr., Languas galanga (L.) Willd. (Zingiberaceae) e Citrus hystrix DC. (Rutaceae). Muitas
plantas medicinais continuam a ser avaliadas em termos de possiveis efeitos citotdxicos tais
como Cymbopogon citratus D.C., Ocimum sanctum Linn. (manjericdo), e Ocimum basilicum
L. dentre muitas outras (MANOSROI et al., 2006; DESAI et al., 2008).

O camptothecine (figura 2.6) € um exemplo de composto isolados da planta Mappia
foetida Miers., que apresentou ser um potente farmaco quimioterapico usado no tratamento
da leucemia (DESAI et al., 2008).



Thve &
Mappia foetida

Camptothecine

Figura 2.6. Camptothecine isolado de Mappia foetida Miers.

O constituinte quimico isolado de Andrographis paniculata (Burm.f) Nees, o
andrographolide (figura 2.7) tem significativa atividade anticancerigena, visto em teste in
vivo a inibicdo da proliferacdo de células tumorais sem nenhum sinal de toxicidade em ratos,
mesmo com doses relativamente altas. E os compostos, curcumina isolada de Curcuma longa
Linn. e as lignanas (figura 2.8) isoladas da fragdo hexanica do extrato de Phyllanthus amarus
Linn., também tiveram em testes in vitro efeitos antitumorais (DESAI et al., 2008).
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Figura 2.7. Andrographolide isolado de Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees
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Figura 2.8. Curcumina isolada de Curcuma longa e lignanas isoladas de Phyllanthus amarus
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2.4. Flavonéides

Os flavondides sdo compostos de baixo peso molecular, com uma estrutura base de dois
anéis fenil —A e B- ligados através de um anel pirano —C, no qual baseado no grau de
oxidacdo e saturacdo no anel heterociclico —-C dos flavonoides, podem ser divididos em
grupos como segue a figura 2.9 (GROTEWOLD, 2006).
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O \
O
neoflavondides 2'-OH-chalcona

Figura 2.9. Classificagdo dos flavondides
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Os flavonoides sdo uma classe de metabdlitos secundarios de plantas, que derivam da
combinacdo de derivados sintetizados a partir da fenilalanina (via metabdlica do acido
shiquimico) e &cido acético. Estes derivados sdo uma molécula de &cido cindmico com trés
grupos malonil-CoA que se condensam formando as chalconas, a partir da qual todos 0s
flavonoides sdo formados (HUBER e AMAYA, 2008; DEWICK, 2002).

Estas moléculas sdo encontradas como pigmentos naturais em vegetais e além de
desempenharem um papel fundamental na protecdo contra agentes oxidantes, varias outras
atividades tém sido atribuidas a estas moléculas, tais como a inibigdo de proliferacéo celular,
atividade estrogénica, anti-inflamatoria, antifibrotica, anticoagulante, antibacteriana,
antioxidante, antitumoral e antihipertensiva (HUBER e AMAYA, 2008; DEWICK, 2002).

2.5. Triterpenoides

Existem pelo menos cerca de 4000 triterpendides conhecidos encontrados na natureza, a
maioria deles facilmente encontrados em muitas plantas. Os triterpendides sdo moléculas
derivadas do esqualeno, um hidrocarboneto com 30 &omos de carbono e estdo dotadas de
atividades farmacoldgicas (CUNHA, 2005).

Assim como os flavonoides, cumarinas e alcaldides os triterpenos sdao metabolitos
secundarios provenientes da biossintese e sdo encontrados em muitos constituintes amargos,
0S quais o0 sabor existente em plantas admite-se inibir os herbivoros de as comer. Eles podem
ser tetraciclicos ou pentaciclicos, geralmente estes compostos sdo encontrados ligados a oses
pela hidroxila em Cs, originando heterosidos (glicosideos de terpenos) conhecidos como
saponinas (CUNHA, 2005).

Os triterpendides sdo divididos em familias (CUNHA, 2005):

-Esqualeno: estrutura linear, encontrado no azeite e nos tubardes;

-Policiclicos: estrutura pentaciclica, encontrados nas plantas (oleanano, ursano, lupano e
hopano).

Os triterpendides em geral apresentam propriedades medicinais com grandes
potencialidades em atividades biologicas, como: anti-inflamatdria, bactericida, fungicida,
antiviral, analgésico, antitumoral, dentre outras. Devido a sua grande diversidade o seu estudo
tem sido de grande interesse na tentativa de novas e reais aplicabilidades, principalmente:
acido betulinico, betulina, lupeol, &cido ursoélico e oleandlico (CONNOLY e HILL, 2002).
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A betulina € um triterpeno encontrado em maior abundancia na natureza e juntamente
com os seus derivados sdo excelentes emulsificantes para sistemas Oleo/agua, sendo
utilizados como componente na fabricacdo de cosméticos em pd, condicionadores e shampoo.
Os ésteres de betulina além de serem usados na producdo de cosméticos, também podem ser
usados como plastificantes para PVC (PATOCKA, 2003).

Além destas propriedades € interessante ressaltar as atividades biologicas apresentadas
por estes triterpenos pentaciclicos, onde varios experimentos realizados trazem resultados
significantes para betulina e o lupeol (Figura 2.10) quanto a atividade anti-inflamatdria
(PATOCKA, 2003; GEETHA e VARALAKSHMI, 2001).

HoC  CHy

Betulina Lupeol

Figura 2.10. Triterpenos com atividade anti-inflamatoria

Os é&cidos madasiatico e asiatico (Figura 2.11), sdo triterpenos isolados de Centella
asiatica (Apiaceae), que associado a estruturas similares sdo usados em alguns paises,
inclusive no Brasil, em preparagdes de uso topico e interno (Madecassol®). Em seu emprego
farmacéutico através de preparacdes magistrais e cosméticas, sdo usados como cicatrizante
em queimaduras e no tratamento de insuficiéncia venosa cronica (YU et al., 2006; SIMOES
et al., 2007; JAMES e DUBERY, 2009).
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Acido madasiatico Acido asiatico

Figura 2.11. Triterpenos usados em aplicacdes cosméticas e magistrais

O acido betulinico (Figura 2.12) é encontrado em pequenas quantidades em diversas
espécies de plantas, mas pode ser quimicamente obtido da betulina. Este é um dos compostos
mais potentes biologicamente e dentre as suas propriedades temos a a¢do anti-inflamatéria e
antitumoral. InvestigacBes sobre o potencial citotoxico para células de melanoma
cancerigenas demonstraram que este acido além de inibir o crescimento de células malignas,
também provoca a autodestrui¢do das mesmas (apoptose) (PATOCKA, 2003).

O é&cido euscéfico, acido torméntico e acido 2a- e 3B-acetil-torméntico (Figura 2.12)
também sdo exemplos de triterpenos com atividade antitumoral. Estes acidos foram avaliados
quanto a citotoxicidade em linhagens de células leucémicas, revelando-se o potencial como

fontes para o desenvolvimento de novas drogas antineoplasicas (ROCHA et al., 2007).
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Acido torméntico: R1= p -OH; R2= 0-OH Acido betulinico
Acido euscéfico: R1= a-OH; R2= a-OH

Acido 2a-acetil-torméntico: R1= p -OH; R2= 0-OAc

Acido 3B-acetil-torméntico: R1= B -OAc; R2= a-OH

Figura 2.12. Triterpenos com atividade antitumoral
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2.6. A familia Vochysiaceae

A familia Vochysiaceae é constituida por &rvores tropicais de duas tribos, seis géneros e
aproximadamente 200 espécies. Destas, a tribo Erismae contém dois géneros, chamados
Erismadelphus (3 espécies) e Erisma (20 espécies), enquanto a tribo Vochysieae € composta
de quatro géneros; Callisthene (10 especies), Qualea (60 espécies), Salvertia (1 espécie) e
Vochysia (105 espécies) (MAYWORM e SALATINO, 2002).

No Brasil ocorrem sete géneros e 150 espécies, e ha diversos estudos fitoquimicos sendo
realizados principalmente do género Vochysia. Estes estudos quimicos caracterizam esta
familia com a presenca de acidos graxos, triterpenoides, flavondides e taninos (KHALIL et
al., 2006).

2.7. O género Vochysia

O género Vochysia contém 105 espécies e estd composto de arvores e arbustos sendo
encontrado freqiientemente no Cerrado brasileiro. Atraves dos estudos fitoquimicos relatados
das espécies deste género, pode-se notar que sdo abundantes fontes de terpenos, que
apresentam propriedades farmacoldgicas. Devido a sua grande diversidade o seu estudo tem
sido de grande interesse na tentativa de novas e reais aplicabilidades (CONNOLY e HILL,
2002).

Vaérias espécies do género Vochysia possuem propriedades medicinais, como exemplo a
Vochysia tucanorum Mart., planta medicinal usada no Cerrado brasileiro contra problemas
gastricos, que revelaram esta acdo farmacoldgica gastroprotetora provavelmente devido a
presenca de triterpendides (GOMES C. et al., 2008).

A espécie Vochysia divergens Pohl. também € usada na medicina popular contra
infeccbes e asma. Dentre as substancias isoladas desta espécie, temos o &cido betulinico,
acido divergioico, acido sérico, 24-hidroxitorméntico, o éster (28—1) B-Dglucopiranosilico
derivado do 24-hidroxitorméntico e o 3-sitosterol (Figura 2.13) (HESS et al. , 1999).

HESS et al. (1995), estudaram as propriedades antibacterianas destes constituintes
isolados das cascas do caule de V. divergens Pohl., os quais, tiveram agdo contra Escherichia
coli. O &cido sérico apresentou ainda, atividade contra as bactérias Staphylococcus aureus,
Shigella flexinere e especialmente acdo sobre Streptococcus sp..
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acido divergidico R=0H; R;1=R,=R3=H; Rs=Me acido sérico
R=0H; R1=R,=R;=H; R3=Me 24-hidroxitorméntico
R=0H; R1=Rs=H; R,=Gluc; R3=Me éster (28—1) B-D
glucopiranosilico

Figura 2.13. Acidos triterpénicos de Vochysia divergens Pohl.

Outros terpenos isolados por ARAUJO e SOUZA (1990), através do estudo da Vochysia
vismiaefolia Spruce foram o &cido vismiaefélico e &cido bartogénico (Figura 2.14).

KHALIL et al. (2006)., fizeram estudos de diferentes extratos de Vochysia discolor Mart.,
e verificaram um potencial de atividade antioxidante na contencdo de radicais livres, sendo

que os antioxidantes naturais podem apresentar outras propriedades farmacologicas.

CH,
CH,:

acido bartogénico acido vismiaefolico

Figura 2.14. Acidos triterpénicos de V. Vismiaefolia Spruce

Outra planta deste mesmo género é a Vochysia ferruginea Mart., cujos ensaios realizados
com extrato metanolico das folhas apresentaram resultados significativos quanto as atividades

anti-inflamatdria e analgésica (CALDERON et al., 2001).
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O estudo fitoquimico das folhas e frutos de V. ferruginea Mart., revelaram também um
novo acido triterpendide pentaciclico, o &cido 2a,3p,6p-triidroxiolean-12-en-28-0ico (acido
6i3-hidroximaslinico), dentre outros compostos como, &cidos ursolico e oleandlico, RB-
sitosterol-glucosideo, uvaol e eritrodiol (Figura 2.15) (ZURACO et al., 2000; ARAUJO e
CHAVES, 2005).

Diversas plantas de uso tradicional que contém estes acidos triterpénicos possuem
atividades como anti-inflamatdria, hepatoprotetora, analgésica, cardioténica e sedativa, sendo
muitos destes usos comprovados cientificamente. Além destas atividades, estes acidos
apresentam atividade antitumoral, sendo o0s esqueletos oleano e ursano interessantes

farmacoforos na busca de novos agentes para terapia oncoldgica (VECHIA et al., 2009).

Acido 6R-hidroximaslinico R1=R3=0H; R,=R4s=H:; R5s=CH3; Eritrodiol
R1=R3=0H: R,=Rs=H; R4=CH3 Uvaol

Figura 2.15. Acidos triterpénicos de V. Ferruginea
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2.8. A espécie Vochysia thyrsoidea

A espécie Vochysia thyrsoidea Pohl. (figura 2.16) é encontrada em abundancia no cerrado
brasileiro e campos cerrados de altitude, desde o Ceara, Bahia até Sdo Paulo, Minas Gerais e
Goids. Popularmente esta planta € conhecida por nomes comuns como: gomeira, pau-de-
goma, casca-doce, arvore do vinho, vinheiro-do-campo, goma-arabica, gomeiro-de-minas,
goma-arabica-da-lagoa-santa e pau-d’agua (SILVA, 2005; LORENZI, 1998).

Esta planta possui tronco grosso (figura 2.17) revestido de ritidoma espesso e rimoso com
casca escura, fendida longitudinalmente, com didmetro de 20-40 cm, sendo uma das arvores
mais altas do cerrado. O fuste retilinio as vezes contorcido pode atingir até 12 m de altura
(LORENZI, 1998).

i

Figura 2.16. Foto de Vochysia thyrsoidea

As folhas sdo simples, rigidas, coriaceas, verticiladas, oblongas ou elipticas em numero
de trés a cinco por verticilo. Inflorescéncias em racemos terminais com flores amarelas,

florescem durante os meses de novembro-dezembro, e os frutos amadurecem em agosto-
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setembro. A V. thyrsoidea, fornece através da exudagdo do tronco uma substancia adesiva
muito mais aglutinante que a goma arabica (LORENZI, 1998).

Os frutos secos sdo empregados no artesanato, a seiva fermentada é consumida como
vinho. A goma, os frutos e sementes alimentam a fauna. Na medicina popular é usada como
expectorante (SILVA, 2005).

Na literatura ha trabalhos sobre a caracterizacdo anatdmica e quimica da madeira de V.
thyrsoidea, especificando suas caracteristicas morfoldgicas e também existe uma abordagem
quanto a alta viscosidade da goma desta espécie em comparacdo com outras espécies,
determinando os polissacaridios presentes na goma (WAGNER et al., 2008).

Dos estudos fitoquimicos apenas foi encontrado um levantamento do doseamento de
fendis totais do extrato alcodlico das folhas desta espécie, pelo método de Folin-Ciocalteau e
0 ensaio de precipitacdo de proteinas para a quantificacdo de taninos pelo método de
Hagerman e Butler (1978). A concentracdo de fenois totais para VT relatada foi em média
2,11 mg.ml™* ou 4,22%, e a concentracdo de taninos foi de 0,13 mg.ml™ ou 0,52%
(JACOBSON et al., 2007).

E em relacdo a caracterizagdo quimica dos constituintes desta espécie encontrou-se 0
isolamento de dois &cidos elagicos e da 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona (figura 2.18)
(CORREA et al., 1975).

OMe
MeO 9
O O
~ N
OMe o
R;=H A4cido tri-O-metilelagico
R1=Me acido tetra-O-metilelagico 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona

Figura 2.18. Constituintes de V. thyrsoidea
Neste contexto, ressaltamos a importancia de se estabelecer uma relacdo entre a

composic¢ao quimica e atividades bioldgicas da espécie Vochysia thyrsoidea, a fim de validar

0 seu efeito medicinal, bem como a seguranca do seu uso.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1Materiais utilizados

3.1.1 Material botanico

e Folhas e cascas do caule da planta Vochysia thyrsoidea

3.1.2 Materiais e solugdes
Materiais cromatograficos
e Cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 F254 MERC
e Silica gel 60 (230 — 700 Mesh) - MERCK
e Silica gel 60 (60 — 200 Mesh) — MERCK
e Silica gel 60 (230-400 Mesh) — ACROS ORGANICS
e Sephadex LH20 da Amersham Pharmacia Biotech AB

Solventes usados no isolamento e identificacdo dos compostos
e Solventes deuterados para RMN (ALDRICH CHEMICAL COMPANY, ACROS
ORGANICS, CIL — CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES)
e Solventes para uso cromatografico (QHEMIS, NEON, DINAMICA, VETEC): etanol,

hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e n-butanol.
Reveladores de cromatografia de camada delgada analitica (CCDA)
e Solucéo de vanilina

e Lampada na regido do UV (254 e 365 nm)

Solugdes usadas nos testes bioldgicos

Solugéo Salina (para hemolise)

Solucgéo de Dicromato de Potéssio (K,Cr,07)
DMSO (dimetilsulfoxido)
DET (ditioeritreitol)
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Reagentes usados na acetilagdo
e 4-(dimetilamino)-piridina - DMAP(QHEMIS)
e Anidrido acético P.A. (VETEC)

3.1.3. Equipamentos e materiais

e Espectrofluorimetro: leitor de placa de ELISA: Molecular Devices Corporation —
Spectra MAX GEMINI XS.

e Evaporadores rotativos (BUCHI)

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN): aparelhos da BRUKER
modelo ARX 200 MHz e DRX 400 MHz.

e Espectrometro de infravermelho (1VV): BOMEM modelo M102 com transformada
de Fourier e calibracdo interna (uso de pastilhas de KBr).

e Moinho de facas tipo croton Modelo MA-580

3.2 Metodologia do estudo fitoquimico

3.2.1 Coleta e identificacdo do material boténico

As folhas e cascas do caule da planta Vochysia thyrsoidea, foram coletadas no més de
marco de 2010, na Serra dos Pirineus, Pirendpolis-GO, Brasil e identificadas pela Prof® Dr?
Mirley Luciene dos Santos.

Uma exsicata (n°7051) foi depositada no herbario da Universidade Estadual de Goias,

campus Henrique Santillo.

3.2.2 Obtencao do extrato

O material foi previamente pesado, rotulado e armazenado. As folhas e cascas foram
secas em uma estufa a 40°C durante trés dias e depois moidas em moinho de facas.

Posteriormente, as amostras secas e moidas foram pesadas e colocadas em erlenmeyers
com etanol 95% por 3 dias para a extragdo. O extrato bruto concentrado foi obtido com a
evaporacdo do solvente em um rotoevaporador sobre pressdo reduzida, a temperatura de 40°C

nas quantidades descritas nos fluxogramas (figura 3.1 e 3.2).
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Foi realizado o fracionamento do extrato bruto etandlico das folhas de V. thyrsoidea
usando coluna cromatografica, recheada com celulose microcristalina D como fase

estaciondria, obtendo-se as fragdes especificadas na Figura 3.1.

Material seco e moido Maceracio com
FOLHAS solvente gor 3 dias
m=1,140kg P
A 4
Torta l«—1  Filtracéo
A 4
Concentracdo em
rotoevaporador
A
Extrato
VTFE
m=150g )
Cromatografia
¢xh=5x22cm
Celulose microcristalina D
Extracdo Extracdo Extracao Extracao
hexano CH,Cl, AcOEt MeOH
Fracdo Fracdo Fracdo Fracao
Hexanica Diclorometanica acetato de etila metanolica
m=5,63g m=15,79g m=52,34¢g m=50,70g

Figura 3.1. Particdo do extrato bruto das folhas

O extrato bruto etanolico das cascas do caule foi fracionado usando a técnica de particao

liquido-liquido e obteve-se as fragbes apresentadas na Figura 3.2.
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Material seco e moido Maceracio com
CASCA DO CAULE 2 solvente gor 3 dias
m=1,465kg P
A 4
Torta [ Filtracéo
\ 4
Concentragdo em
/ rotoevaporador
Extrato
VTCcE
m=23,0 g

Suspensdo em 1,0L de EtOH:H,0 (1:3)

Extracéo hexano

Fracdo Fracédo
hexanica Hidroalcodlica
m=1,50g
Extracdo CH,ClI,
Fracédo Fracéo
diclorometanica hidroalcoolica
m=1,25¢g
Extracdo AcOEt
Fracédo Fracéo Fracao
n-butandlica acetato de etila hidroalcoolica
m=1,00 g m=7,31g m=10,82g

Figura 3.2. Particdo do extrato bruto da casca do caule
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3.2.3. Isolamento dos constituintes quimicos de V. thyrsoidea

A partir da obtencdo de um espectro de RMN de 'H das 4 fragBes obtidas do extrato
etandlico das cascas do caule de V. thyrsoidea (VTCcE), a fracdo de acetato de etila
(VTCcA) foi escolhida para estudo devido a presenca de sinais interessantes, sendo alguns

destes sinais relacionados a presenca de flavonoides.
3.2.3.1. Estudo fitoquimico de VTCcEA

A fracdo de acetato de etila (VTCcEA) foi submetida a etapas cromatograficas, assim
como as subfracfes obtidas a partir dela e proporcionou o isolamento dos flavonoides F1 e

FC3, ambas pela primeira vez relatadas no género Vochysia.

Isolamento do flavondide F1

O primeiro fracionamento foi feito através de cromatografia liquida em coluna de vidro
(¢=5; h= 18 cm), tendo como fase estacionaria silica gel 60-200 mesh, e como fase movel a
mistura de solventes (MeOH:AcOEt) com gradiente de eluicdo em ordem crescente de
polaridade (Figura3.3). Desta coluna obteve-se 85 fracdes, que foram submetidas a analise

por CCDA e entdo reunidas em 4 fracdes segundo as semelhancas apresentadas.

VTCCcEA
7,319

$=5; h=18cm
Silica 60-200 mesh
Eluicdo gradiente: MeOH:AcOEt

VTCcEA-MD VTCcEA-MD VTCcEA-M VTCcEA-M
(1-16) (17-45) (46-77) (78-85)
0,119 1,00 g 3,009 1,009

Figura 3.4

Figura 3.3. Fracionamento do extrato de acetato de etila

24



O flavondide F1 foi obtido a partir da fragdo MD (17-45) através de cromatografia de

adsorcdo, usando como fase modvel a mistura de solventes (MeOH:CH,CIl;) no modo

isocratico de eluicdo, sendo posteriormente identificada por RMN de *H e experimentos de

correlacdo heteronuclear.

VTCcEA-MD
109
¢=3cm; h=13,5¢cm
Silica 230-400 mesh
Eluicéo isocréatica(2:8): MeOH: CH,CI,
F1 F3 F5 F7 3
(1-4) (9-15) (26-29) (38-40) (41-45)
3,0 mg 253,2mg 66,8 mg 52,3 mg 78,1 mg
F2 F4 F6
(5-8) (16-25) (30-37)
164,1 mg 40,3mg 136 mg
Figura 3.5

Figura 3.4. Isolamento do flavonoide F1

Isolamento do flavonodide FC3

A partir da fracdo F3 realizou-se o refracionamento por cromatografia de excluséo,

utilizando sephadex LH-20 como fase estacionaria e eluicdo em MeOH 100%, obtendo-se 55

fracdes (figura 3.5) que foram analisadas por CCDA e reunidas em 6 novas fragdes.

Destas 6 fracOes, a fracdo F3-2 foi submetida novamente a cromatografia de exclusédo

usando sephadex como fase estacionaria, da qual foi identificada por RMN *H (uni e

bidimensional) o flavonoide FC3 (figura 3.5).

25



F3
253,2 mg

$=2,5;h=112 cm
Sephadex LH-20
Eluicdo isocratica: MeOH

F3-1 F3-3 F3-4 F3-5 F3-6
(1-3) (19-30) (31-37) (38-40) (41-55)
2,4 mg F3-2 33,8 mg 4,3 mg 2,5mg 25,8 mg
(4-18)
45,0 mg
$=3,5; h=24cm

Sephadex LH-20
Eluicdo isocréatica: MeOH

FC1 FC4
(1-4) (9-17)
2,0 mg 11,5 mg
FC3 FCS
(5-8) (18-26)
3,0 mg 23,0 mg

Figura 3.5. Isolamento do flavonoide FC3

3.2.3.2. Estudo fitoquimico de VTCcD
Através de testes preliminares em CCDA, o extrato diclorometanico (VTCcED)
despertou maior interesse, pois apresentava uma maior variedade de constituintes, sendo a

maioria deles de média polaridade. Deste extrato obteve-se as substancias T2 e TC8.

Isolamento do triterpeno T2

O triterpeno T2 foi isolado depois de duas etapas cromatogréficas de adsor¢do em silica

gel de 230-400 mesh, ambas em eluicdo isocratica com acetato de etila e hexano. A
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identificacdo deste triterpendide foi feita através de RMN *H e *C. A figura 3.6 resume como

foi realizado o estudo.

VTCcED

1,25¢

$=3,0; h=15cm
Silica Silica 230-400 mesh
Eluicdo isocratica: AcOEt:Hexano (1,5:8,5)

VTCcED-AH VTCcED-MD VTCcED-AH VTCcED-MD
(1-2) (17-23) (48-55) (61-70)
1,1 mg 53,0 mg 18,2 mg 135,5mg
VTCcED-MD VTCcED-MD
(3-16) VTCcED-AH (56-60)
33,8 mg (24-47) 12,5 mg
390mg
$=2,0; h=23 cm
Silica Silica 230-400 mesh
Isocratica: AcOEt:Hexano (1,5:8,5)
Tl T3 5 T7 T9 T11
(1-3) (10-13) (20-23) (48-59) (73-75) (84-88)
52mg 2,6 mg 4,0 mg 1,7 mg 3,0mg
190mg
T2 T4 T6 T8 T10
(4-9) (14-19) (24-47) (60-72) (76-83)
2,0mg 1,7 mg 43,5 mg 10,0 mg 5,0 mg
v
Figura 3.7

Figura 3.6. Isolamento do triterpeno T2
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Isolamento do acido TC8

Apdbs obtencdo da fracdo T7, realizou-se o refracionamento desta por cromatografia
liguida em coluna utilizando-se silica gel (230-400 mesh) em modo isocratico como
representado no fluxograma (figura 3.7). Desta fracdo obtivemos TC8, substéncia

identificada pelos métodos espectrométricos de ressonancia magnética nuclear (1D e 2D).

T7
190,0 mg

$=2,5;h=16 cm
Silica Silica 230-400 mesh
Isocratica: AcOEt:Hexano (3:7)

TC1 TC3 TC5 TC7 TC9 TC11
(1-2) (6-8) (19-30) (35-37) (41-42) (47-53)
1,0mg 2,7mg 15,0 mg 1,7 mg 1,0 mg 7,0 mg
TC2 TC4 TC6 TCS8 TC10
(3-5) (9-18) (31-34) (38-40) (43-46)

4,1 mg 3,2 mg 4,8 mg 5,2 mg 2,0 mg

Figura 3.7. Isolamento do acido TC8

3.2.3.3. Estudo fitoquimico de VTCcB

A fracdo n-butandlica das cascas do caule de VT foi fracionada, assim como as
subfracdes obtidas a partir dela, de acordo com os Fluxogramas (figura 3.8, 3.9 e 3.10). Esta
fragdo proporcionou o isolamento dos alquilglicosideos A8 e All, e levou também ao
isolamento do flavonoide FC3, ja isolada anteriormente na fracdo de acetato de etila. As

substancias foram identificadas por experimentos de RMN (1D e 2D), DEPT e IV.
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VTCcEB
1,009

$=5,5; h=20 cm
Silica 60-200 mesh
Isocrética: MeOH:CH,Cl, (1:9)

VTCcEB-MD VTCcEB-MD VTCcEB-M VTCcEB-M
(1-4) (19-25) (26-28) (29-48)
3,0 mg 10,0 mg 5,0 mg 85,0 mg
VTCcEB-MD
(5-18)
300,0 mg
Figura 3.9
Figura 3.8. Fracionamento do extrato n-butandlico
VTCCEB-MD
300,0 mg
$=2,5; h=16 cm
Silica Silica 230-400 mesh
Isocratica: AcOEt:Hexano (3:7)
Al A3 A5 A7 A9 All Al3 Al5
(1-4) (9-15) (18-19) | (23-25) (33-42) (47-54) (59-63) | (71-73)
2,0 mg 1,1 mg 0,7 mg 5,5 mg 21,0 mg 10,0 mg 3,0 mg 2,8 mg
A2 A4 A6 A8 A0 A12 Al4 7’21767
(5-8) (16-17)  (20-22) | (26-32) | (43-46) (55-58)  (64-70) 2(2 0 m)
2,1 mg 0,5mg 1,7 mg 20,0 mg 9,2 mg 11,0 mg 2,0 mg 0 mg
Figura 3.10

Figura 3.9. Isolamento dos frutofuranosideos A8 e A1l
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Al6

22,0 mg
$=2,5; h=15cm
sephadex LH20
Eluicdo isocréatica: MeOH
H1 H?2 H3 H4
(1-2) (3-10) (11-12) (13-16)
1,3 mg 5,5 mg 1,5mg 3,0 mg
FC3
5,5 mg

Figura 3.10. Isolamento do flavondide FC3

3.2.3.4. Estudo fitoquimico de VTFE

A analise de RMN H dos extratos hexanico (VTFEH) e diclorometanico (VTFED) das
folhas de V. thyrsoidea forneceram sinais relativos a uma quantidade elevada de material
graxo, e os fracionamentos realizados ndo forneceram nenhum metabdlito de interesse.

Ja os extratos de Acetato de etila (VTFEA) e metandlico (VTFEM) tiveram boa anéalise
para estudo cromatografico, entretanto o alto teor de clorofila dificultou bastante os diversos

fracionamentos, sendo este material reservado.

3.2.4. Reacao de acetilacédo de A8 para obtencdo de ARS8

A substancia A8 (20 mg) foi submetida a reacdo de acetilacdo, através da adicdo de 1mg
de 4-(dimetilamino)-piridina (C;H1oN, — DMAP) e 4,0 mL de anidrido acético (CH3CO),0).
Esta solucdo ficou sobre agitagdo a temperatura ambiente e a reacdo foi acompanhada por
CCDA. Depois de terminada a reacdo fez-se a extracdo da fase organica num funil de

separacado, utilizando acetato de etila para solubilizar esta solucéo e lavando-a 3 vezes com
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agua destilada. O produto da reacdo foi entdo posteriormente submetido a ensaios de RMN

'H para confirmar a acetilacéo.

3.2.5. Reagdo de acetilagédo de All para obtencédo de AR11

A substancia A1l (10 mg) foi colocada em um baldo e submetida a reacdo de acetilacéo,
através da adicdo de 0,3mg de 4-(dimetilamino)-piridina (C;H; 0N, — DMAP) e 1,5 mL de
anidrido acético (CH3CO),0. Esta solucao ficou sobre agitacdo a temperatura ambiente e a
reacao foi acompanhada por CCDA. Depois de terminada a reacao fez-se a extracdo da fase
organica num funil de separacdo, utilizando acetato de etila para solubilizar esta solucdo e
lavando-a 3 vezes com agua destilada. O produto da reacdo foi entdo posteriormente
submetido a ensaios de RMN *H para confirmar a acetilagao.

3.3. Metodologia dos ensaios biologicos

3.3.1 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

Baseado na metodologia de MEYER et al. (1982), com algumas adaptacdes, foi
preparado em uma cuba de vidro com capacidade para 1000 mL um ambiente adequado para
o desenvolvimento da Artermia salina. A este sistema foram adicionados 1000 mL de agua
salina (36,5 g NaCl/L) previamente tratada, pH= 8,5 e temperatura ambiente (26°C), e
submetido a luz artificial e aeracdo suave. Os cistos foram entdo mantidos por 48 h até a
eclosdo dos nauplios.

Os extratos brutos e particionados da casca do caule e das folhas de V. thyrsoidea foram
solubilizados em &gua salina e DMSO 1%, e partindo-se de solucdes padrdo efetuaram-se
diluigdes.

Foram separadas 10 larvas por tubo de ensaio contendo 10 mL das solugdes nas
concentragdes de 125, 250 e 500 pg/mL em triplicata. Cada teste foi acompanhado de um
controle negativo, solucdo salina e o veiculo usado para diluir os extratos (DMSO 1%), e
controle positivo com K,Cr,0O7 (DLso = 20 a 40 ppm). As A. salina em testes foram mantidas
a temperatura ambiente (26°C) sob iluminacdo artificial por um periodo de 24 horas. Apds
este periodo, foram realizadas leituras da contagem do namero de larvas sobreviventes e

mortas.
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Analise dos dados

A obtencdo da dose que causa letalidade de 50% dos nauplios (DLso) foi feita por
célculos do método PROBIT de andlise, através do software STATPLUS® 2005 (95% de
confianca).

A porcentagem de larvas vivas, em relacdo ao aumento da concentracdo do extrato
aquoso de V. thyrsoidea, ajustou-se em uma equacédo linear simples, a qual foi usada para

estimar a DLsp.

3.3.2 Ensaio de inibi¢do enzimatica das Catepsinas B e K

Os ensaios de inibicdo enzimatica frente a catepsina B e K foram realizados no
Laboratorio de Bioquimica da Universidade Federal de Sdo Carlos, usando-se as mesmas
condicdes experimentais para ambas as catepsinas.

A metodologia de determinacdo da inibicdo enzimética consiste na deteccdo do aumento
da fluorescéncia, devido a hidrolise do substrato fluorogénico Z-FRMCA detectado em
espectrofluorimetro com fenda de excitacdo ajustada para Ae= 380 nm ¢ emissdo Aem= 460
nm.

A catepsina B usada neste ensaio foi obtida comercialmente através da empresa Sigma,
enquanto a catepsina K, uma enzima ndo comercial pertencente ao Laborat6rio de Produtos
Naturais do DQ-UFSCar, foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Dieter Bromme da University
of British Columbia, Vancouver, Canada. Foram utilizadas placas de ELISA de 96 pocos de
coloracdo preta e fundo plano, mantida em compartimento termostatizado a 27°C.

Inicialmente 3 pocos foram preenchido com 5 pL de DMSO (controle negativo), e 0s
demais pocos da placa com 5 pL de inibidor, que consiste dos compostos dissolvidos em
DMSO auma concentracdo de 125 uM, sendo avaliados em triplicata.

Em seguida adicionou-se o MIX 1, que é a enzima em concentracdo 3mM em tampao
(acetato de sodio 100 mM com 5 mM de EDTA e pH de 5,5) pré-ativada com DTE (5,0 mM)
durante 5 minutos. Deixou-se esta enzima pré-incubada em contato com os compostos por 5
minutos e posteriormente foram adicionados 10 uM do MIX 2 (substrato fluorogénico Z-
FRMCA em tampdo), realizando-se a leitura em seguida.

A leitura da fluorescéncia detectada em espectrofluorimetro foi convertida em pmols de

substrato hidrolisado por minuto a partir das curvas de fluorescéncia das solucGes de

32



substrato antes e depois da hidrolise total. O percentual de inibi¢do foi calculado através da
comparacdo da atividade enzimatica na auséncia e presenca do inibidor.

Os compostos que apresentaram inibicao significativa (superior ou igual a 80%) frente as
catepsinas B e K foram selecionados e posteriormente encaminhados para a determinagdo dos
valores de 1Cs, que é a concentragdo do inibidor responsavel por provocar uma queda de
50% na atividade da enzima.

O potencial de inibicdo foi determinado utilizando dez diferentes concentracGes do
inibidor e construindo uma curva de concentragcdo X resposta atraves do método de regressao

ndo-linear do programa Origin.

3.3.3. Estudo da atividade citotéxica in vitro

As analises da citotoxicidade foram realizadas no Laboratdrio de Oncologia Experimental
da Universidade Federal do Ceara, sobre responsabilidade da doutoranda Kristiana Cerqueira
Mousinho, através do método de MTT.

Este método é uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. Ou seja, a solucao
amarela de MTT ¢é reduzida pela atividade mitocondrial nas células metabolicamente ativas
em um cristal roxo, sendo um método réapido, sensivel e barato.

As linhagens utilizadas, MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (célon humano), SF-295
(sistema nervoso central) e HL-60 (leucemia), foram cedidas pelo Instituto Nacional do
Cancer (USA), tendo sido cultivadas em frascos plasticos para cultura, utilizando o meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de CO, e 95% de umidade, seguido da observacao do crescimento celular com ajuda do
microscopio de inversdo a cada 24 horas, quando necessario as células foram repicadas em
meio de cultura novo, em uma concentrago de 1,0 x 10° céls/100pL.

As substancias foram diluidas em DMSO puro e estéril na concentracdo de 5ug/mL (dose
Unica) e adicionadas em placas de 96 pogos (100uL/pogo). O quimioterapico doxorrubicina
foi usado como controle positivo. Apds um periodo de incubacdo de 72 horas, as placas
foram retiradas e centrifugadas a 1500rpm/15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e foi
adicionado 200pL da solugdo de MTT 10% em RPMI 1640, sendo a placa colocada em

estufa a 5% de CO, por 3 horas. Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a
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3000rpm/10 minutos, tendo o sobrenadante aspirado e o precipitado ressuspendido em 150uL
de DMSO e agitado por cerca de 10 minutos até completa dissolucdo dos cristais de
formazan. A absorbéncia foi lida em um espectrofotometro de placas a um comprimento de
onda de 550nm.

Os resultados foram analisados segundo suas médias e respectivos desvios-padrdo no
programa GraphPad Prism. Cada amostra foi analisada a partir de dois experimentos

realizados em duplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Substancias isoladas

O estudo fitoquimico de V. thyrsoidea, permitiu o isolamento de 6 metabdlitos
secundarios. E através das reacdes de acetilacdo dos compostos A8 e All obtiveram-se 0s
compostos AR8 e AR11.

OH
HO o) P
g o)
. E)Q
o)
OH
o) CH,
OH
OR
OH
F1

Catequin-3-O-ramino(3-cinamoil)piranosideo
Massa: 3,0 mg

Isolamento: p. 25

Identificacdo: p.36 - 42
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HO

OH

FC3

Catequin-3-O-ramnopiranosideo

Massa: 8,5 mg
Isolamento: p. 26 e 30
Identificacdo: p. 43 - 47

OH

HO )

MeO OMe

OMe
OH

OH
OH

TC8

Acido 2,4,6-Trimetoxibenzoico
Massa: 5,2 mg

Isolamento: p. 28

Identificacdo: p. 51 - 53

T2

Acido 3-Oxo-urs-12en-28-0ico
Massa: 2,0 mg

Isolamento: p. 27

Identificacdo: p. 48 - 51
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A8

2-Butil D-frutofuranosideo
Massa: 20,0 mg

Isolamento: p. 29
Identificacdo: p. 53 - 57

AcO
OAc

ARS8

2-Butil D-frutofuranosideo acetilado
Massa: 16,2 mg

Reacdo: p. 30

Identificacdo: p. 62

All

1-Butil D-frutofuranosideo
Massa: 10,0 mg

Isolamento: p. 29
Identificacdo: p. 58 - 61

AcO

AR11

1-Butil D-frutofuranosideo acetilado
Massa: 9,3 mg

Reacéo: p. 31

Identificacdo: p. 63

4.1.1. Determinacéo estrutural do flavonodide F1

A substancia F1 (3,0 mg) é um flavondide da classe dos flavanonols (flavan-3-ols ou
catequinas) e foi isolada da fracdo de acetato de etila (VTCcA) proveniente do extrato

etanolico das cascas do caule de V. thyrsoidea. Sua estrutura foi determinada através dos
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experimentos de RMN *H, HSQC, HMBC e também da comparacéo com dados na literatura
(LOKVAMA et al., 2004; DAVID, et al., 2006; KRAFT, et al.,2001).

Analisando o espectro de RMN *H de F1 (figura 4.1), observaram-se os sinais na regiéo
de hidrogénios alifaticos: 6 2,71(1H, dd, J=8,4 Hz e 15,6 Hz), 6 2,97(1H, dd, J=5,2 e 15,2
Hz), 6 4,69(1H, d, J=7,6 Hz) ¢ 6 3,98(m) caracteristicos dos hidrogénios H-4a, H-4b, H-2 e
H-3 respectivamente; na regido de deslocamentos quimicos de hidrogénios aromaticos os
sinais & 5,95 (1H, d, J=2,4 Hz) e¢ 6 5,86 (1H, d, J=2,4 Hz) referem-se aos hidrogénios H-8 e
H-6; os dois dubletos em & 7,27 (2H, d, 8,4 Hz) ¢ 6 6,80 (2H, d, 8,4 Hz), foram atribuidos aos
hidrogénios H-2’, H-6’, H-3’ e H-5" referente a um sistema de acoplamento de spin AA’BB’.

No espectro de HSQC (figura 4.2), pdde-se observar a correlagdo do dubleto em & 4,69
com um sinal de carbono em & 82,0; 0 multipleto em & 3,98 correlacionando com o carbono &
76,0 e a correlacdo dos hidrogénios 6 2,97 e 2,71 (H-4a e H-4b) com o carbono 6 28,5. O
experimento de HMBC (figura 4.3) mostrou as correlagdes do hidrogénio em & 4,69 (H-2)

com os carbonos em & 129 (C-6") e 130 (C-1") respectivamente.
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O espectro de HSQC mostrou também correlacdo com os hidrogénios & 7,27 (H-2’) e &
6,8 (H-5") com os carbonos em & 129 e 6 119. E a partir do espectro de HMBC estes
hidrogénios H-2* e H-6" correlacionaram-se com 0s sinais de carbono & 82,0 e 6 157,0

referentes aos carbonos C-2 e C-4’.

OH H2’97 H2,71

O dubleto em & 5,86 (H-8) mostrou no espectro de HSQC correlacionar-se com o carbono
em & 96 (C-8), e o outro dubleto caracteristico do hidrogénio em & 5,95 (H-6) estar em
correlagdo com o carbono 6 97 (C-6). As correlacbes observadas no HMBC entre os
hidrogénios 6 2,71 e 2,97 com o carbono 6 102 (C-10) confirmaram a ligagdo com o anel A.

A presenca do residuo de agucar nesta estrutura foi confirmada pela presenca do dubleto
em 6 4,19(d) (H-1" anomérico), com uma constante de acoplamento bastante pequena devido
ao acoplamento diequatorial do H-1” ¢ H-2”, e de hidrogénios carbinolicos entre ¢ 3,60 e
4,19. A caracterizagdo da ramnose foi entdo realizada com base no sinal de dubleto em 6 1,30
referente ao acoplamento dos hidrogénios da metila (H-6”) com o hidrogénio H-5” ¢ em

comparacgédo aos dados da literatura.
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Através do espectro de HMBC observou-se a correlacdo do hidrogénio anomérico da
ramnose em & 4,19 com o carbono em & 76,0 (C-3), confirmando a unidade de ramnose

ligada ao flavondide nesta posicao.

2,97H H2,71

O 4cido cinamico presente pdde ser observado pelo conjunto de sinais no espectro de
RMN *H, onde na regido de arométicos um conjunto de dois dubletos em & 7,76 e 6,58 (H-
7 e H-8") ambos com J=16 Hz integrando para um hidrogénio cada caracterizou o
acoplamento em trans. Os multipletos em & 7,61 e 7,40 apresentaram um padrdo de

acoplamento tipico de anel aromatico sem substituintes.

o) <‘|'-| H761 H7.4
/ 46

H7.4

7.61H H7,4

No espectro de HSQC verificamos a relagdo entre os sinais do hidrogénio em 6 7,76 (H-
7”) e o carbono em 6 146; o hidrogénio em & 7,61 correlacionando com o carbono em & 130
(C-2). E no espectro de HMBC po6de-se verificar as relagdes entre o hidrogénio com sinal

em d 7,76 (H-7""") com os carbonos em & 119, 8169 e 6 134; e através da correlagdo entre o
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H-3” e o carbono da carbonila 6 169 (C-9””) confirmou-se que o &cido cindmico encontra-se

ligado no oxigénio na posicdo do carbono C-3” (& 73,5) da ramnose.

Tabela 4.1. Dados de RMN de *H e **C da catequin-3-O-ramno(3-cinamoil)piranosideo

H/C on @ o lit© 5c P ¢ lit®@
d(ppm) J (Hz) d(ppm) J (Hz) d(ppm) d(ppm)
2 4,69(d 7,6) 4,9(d 6,5) 82,0 79,6
3 3,98(m) 4,19(m) 76,0 76,3
4 2,97(dd 15,2; 5,2) 2,91(dd 16,5; 5,5) 28,5 26,7
2,71(dd 15,6; 8,4) 2,76(dd 16,5; 7,0)
5 - - 147,0 152,7
6 5,95(d 2,4) 6,04(d 2,5) 97,0 96,3
7 - - 157,2 157,7
8 5,86(d 2,4) 5,91(d 2,5) 96,0 95,5
9 - - - 156,5
10 - - 102,0 100,3
I’ - - 130,0 129,85
2°/6’ 7,27(d 8,4) 7,56(d 8,5) 129,0 128,81
3°/5° 6,80(d 8,4) 6,96(d 8,5) 119,0 116,48
4 - - 157,0 156,4
17 4,19(d) 4,12(d 1B) 102 101
2”7 3,62(dd 3,2; 9,2) 3,84(m) 72,5 69
3” 5,02(dd 4; 10) 5,12(dd 3; 9,7) 73,5 74
4”7 3,68(m) 3,71(t9,7) 715 70
57 3,70(m) 4,41(dq 6,2; 9,7) 70,0 69,5
6” 1,30(d 6,4) 1,22(d 6,2; 9,7) 31,0 30
17 - - 136 134
2" e 6 7,61(m) 7,67(m) 130 128
37,47, 57 7,40 (m) 7,44(m) 129 129
77 7,76(d 16) 7,71(d 16) 146 145
8" 6,58(d 16) 6,53 (d 16) 119 118
97 - - 169 168

(2) MeOD; (b) MeOD; (c) acetona dg (LOKVAMA et al., 2004; DAVID, et al., 2006); (d) acetona dg

(DAVID, et al., 2006; KRAFT, et al.,2001)
* valores obtidos através das projec¢des de carbono do HSQC e HMBC
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A analise e comparacdo dos dados obtidos com a literatura permitiram identificar a

substancia F1 como a catequin-3-O-ramno(3-cinamoil)piranosideo, sendo esta a primeira vez
relatada no género Vochysia.
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Figura 4.1. Espectro de RMN *H do flavonéide F1 (MeOD, 400 MHz)
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4.1.2. Determinagdo estrutural do flavondide FC3

Foram isolados 8,5 mg da substancia FC3, uma catequina glicosilada proveniente das
fracdes n-butanolica (VTCCEB) e acetato de etila (VTCCcEA) do extrato etandlico das cascas
do caule de V.thyrsoidea. Sua estrutura foi determinada através dos experimentos de RMN
'H, HSQC, HMBC e também da comparacdo com dados na literatura (LOKVAMA et al.,
2004; DAVID, et al., 2006; KRAFT, et al.,2001).

A andlise do espectro de RMN ‘H de FC3 (figura 4.4) apresentou sinais na regido de
hidrogénios alifaticos: & 2,64(1H, dd, J=8,4 Hz e 16,4 Hz), 6 2,91(1H, dd, J=6.,0 e 16,5 Hz),
o 4,65(1H, d, J=8,0 Hz) e & 3,95(m) caracteristicos dos hidrogénios H-4a e H-4b
(diastereotdpicos), H-2 e H-3 respectivamente; na regido de deslocamentos quimicos de
hidrogénios aromaticos os sinais 6 5,93 (1H, d, J=2,4 Hz) e 6 5,84 (1H, d, J=2,4 Hz) referem-
se aos hidrogénios H-8 e H-6; os dois dubletos em & 7,22 (2H, d, 8,5 Hz) ¢ 6 6,78 (2H, d, 8,5
Hz), foram atribuidos aos hidrogénios H-2°, H-6’, H-3’ e H-5" referente a um sistema de

acoplamento de spin AA’BB’.
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No espectro de HSQC (figura 4.5), pdde-se observar a correlagdo do dubleto em & 4,65
com um sinal de carbono em & 81,0; o multipleto em & 3,95 correlacionando com o carbono 6
76,2 e a correlacdo dos hidrogénios 6 2,91 e 2,64 (H-4a e H-4b) com o carbono 6 28,3. O
experimento de HMBC (figura 4.6) mostrou as correlagdes do hidrogénio em & 4,65 (H-2)
com os carbonos em 6 129 (C-6") e 130 (C-17).

6,78

O espectro de HSQC também apresentou correlacdo com os hidrogénios 6 7,22 (H-2’) e &
6,78 (H-5") com os carbonos em & 129,0 ¢ 6 116,3. E a partir do espectro de HMBC estes
hidrogénios (H-2’ e H-6) correlacionaram-se com 0s sinais de carbono & 81,0 ¢ & 156,4

referentes aos carbonos C-2 e C-4’.

O dubleto em 6 5,84 (H-8) mostrou no espectro de HSQC correlacionar-se com o carbono
em & 95 (C-8), e 0 outro dubleto caracteristico do hidrogénio em & 5,93 (H-6) em correlacdo
com o carbono & 96,2 (C-6). As correlaces observadas no HMBC entre os hidrogénios &
2,64 ¢ 2,91 com os carbonos & 102 e 145 (C-10 e C-5) confirmaram a ligagdo com o anel A.

A presenca do residuo de acucar nesta estrutura foi confirmada pela presenga do dubleto

em 6 4,25(d) (H-1” anomérico), com uma constante de acoplamento bastante pequena devido

44



ao acoplamento diequatorial do H-1” ¢ H-2”, ¢ de hidrogénios carbinolicos entre 6 3,61 e

4,19. A caracterizacdo da ramnose foi entdo realizada com base no sinal de dubleto em &

1,24, referente ao acoplamento dos hidrogénios da metila (H-6) com o hidrogénio H-5, e

em comparagéo aos dados da literatura.

Através do espectro de HMBC observou-se a correlagdo do hidrogénio anomeérico da

ramnose em & 4,25 com o carbono em & 76,2 (C-3), confirmando a unidade de ramnose

ligada ao flavonoide.
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Figura 4.4. Espectro de RMN *H do flavonéide FC3 (MeOD, 400 MHz)
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Os dados experimentais obtidos e as correlagdes encontradas nestes experimentos em

comparacdo com a literatura permitiram identificar a substancia FC3 como a catequin-3-O-

ramnopiranosideo.

Tabela 4.2. Dados de RMN de *H e *3C da catequin-3-O-ramnopiranosideo

H/C on @ o it © oc O ¢ lit @
d(ppm) J (Hz) d(ppm) J (Hz) d(ppm) d(ppm)
2 4,65(1H, d 8,0) 4,9(d 6,5) 81,0 79,6
3,95(m) 4,19(m) 76,2 76,3
4 2,91(dd 16,5; 6,0) 2,91(dd 16,5; 5,5) 28,3 26,7
2,64(dd 16,4; 8,4) 2,76(dd 16,5; 7,0)
5 - - 145,0 152,7
6 5,93(d 2,4) 6,04(d 2,5) 96,2 96,3
7 - - - 157,7
8 5,84(d 2,4) 5,91(d 2,5) 95,0 95,5
9 - - - 156,5
10 - - 102,0 100,3
ik - - 130,0 129,85
2°/6° 7,22(d 8,5) 7,56(d 8,5) 129,0 128,81
3°/5° 6,78(d 8,5) 6,96(d 8,5) 116,3 116,48
4 - - - 156,4
17 4,25(d) 4,12(d 1B) 102 101
2” 3,62(dd 3,2; 9,2) 3,84(m) 72,5 69
3” - 5,12(dd 3; 9,7) 71,8 74
47 3,68(m) 3,71(t9,7) 715 70
57 3,70(m) 4,41(dq 6,2; 9,7) 70,0 69,5
6” 1,24(d 6,4) 1,22(d 6,2; 9,7) 31,0 30

(a) MeOD; (b) MeOD; (c) acetona ds (LOKVAMA et al., 2004; DAVID, et al., 2006; KRAFT, et al.,2001);
(d) acetona ds (LOKVAMA et al., 2004; DAVID, et al., 2006; KRAFT, et al.,2001)

* valores obtidos através das projecdes de carbono do HSQC e HMBC
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4.1.3. Determinagao estrutural do triterpeno T2

A substdncia T2 é um triterpeno isolado da fracdo diclorometénica (VTCCED)
proveniente do extrato etanolico das cascas do caule de V.thyrsoidea. Foi isolado 2,0 mg de
um po branco e amorfo, sendo revelado como uma Unica mancha roxa na CCDA, usando
AcOEt:hexano 2:8. Sua estrutura foi determinada através dos experimentos de RMN *H,
RMN *3C e também da comparag&o com dados na literatura (GNOATTO et al., 2008).

A anélise dos espectros de RMN de *H (figura 4.7) mostrou um sinal centrado em & 5,27
(m), referente ao H-12 olefinico. J& na regido entre 6 0,75 e 1,5 percebe-se 0s hidrogénios de
metilenos sendo 7 grupos metilas.

O espectro de RMN de 3C (figura 4.8) apresentou 30 carbonos demonstrando a
caracteristica de esqueleto triterpénico de seu constituinte, e os sinais de carbono sp? em §
126,1 e 139,4 atribuidos aos carbonos C-12 e C-13 confirmaram a presenca da dupla ligacao.

Através da comparacdo do espectro de carbono com os dados descritos na literatura
(GNOATTO et al., 2008), observou-se gque 0s sinais eram caracteristicos de esqueleto
ursanico, e o sinal em 216,2 caracteristico de carbono de carbonila confirmou a estrutura do

acido 3-oxo-urs-12en-28-oico.
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Tabela 4.3. Dados de RMN de *H do 4cido 3-oxo-urs-12en-28-0ico

H on @ o lit ®
d(ppm) J (H2) 6(ppm) J (Hz)
5e25 0,86(s) 0,87(s)
30 0,90(d 6,4) 0,91(d 6,3)
11e20 0,97(m) 0,95(m)
29 1,02(d) 0,99(d 6,0)
26 1,05(s) 1,07(s)
24 1,08(s) 1,11(s)
23e 27 1,15(s) 1,13(s)
2,7¢19 1,38(m) 1,36(m)
1,15,16e21 1,51(m) 1,52(m)
6 1,52(m) 1,64(td 14,3; 7,0)
16 1,71(m) 1,76(dd 13,6; 7,0)
15e 22 1,97(m) 1,94(m)
18 2,25(d 12) 2,24(d 11,2)
12 5,27(m) 5,31(m)

(a) acetona dg; (400 MHz) (b) CDClIs; (500 MHz) (GNOATTO et al., 2008)
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Figura 4.7. Espectro de RMN *H do triterpeno T2 (acetona ds, 400 MHz)
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Tabela 4.4. Dados de RMN de *C do 4cido 3-0x0-urs-12en-28-o0ico

C oc® oclit®
d(ppm) d(ppm)
1 39,6 39,2
2 21,5 19,9
3 216,2 217,7
4 37,6 39,4
5 55,9 55,6
6 20,3 19,6
7 33,4 33,7
8 40,4 40,6
9 47,6 47,8
10 37,4 37,1
11 239 23,8
12 126,1 125,9
13 139,4 138,5
14 41,6 42,7
15 26,9 26,9
16 24,17 24,5
17 478 48,4
18 53,9 52,9
19 40,4 39,7
20 39,9 39,8
21 31,4 31,0
22 34,6 37,1
23 28,8 28,4
24 21,8 21,8
25 15,6 15,6
26 17,6 15,9
27 25,0 23,8
28 178,0 184,1
29 17,65 17,3
30 21,48 21,6

(b) acetona dg;(200 MHz) (c) CDCls; (125 MHz) (GNOATTO et al., 2008)
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Figura 4.8. Espectro de RMN *3C do triterpeno T2 (acetona ds, 200 MHz)

4.1.4. Determinacao estrutural do acido TC8

HO O

MeO OMe

OMe

Do extrato etanolico, particdo diclorometanica (VTCcED), da casca do caule de V.
thyrsoidea, apds vérias etapas cromatograficas em silica, foi obtido 5,2 mg de uma
substancia amarela. A analise do espectro de RMN de *H (figura 4.9) revelou um sinal em &
6,12(s), integrando para 2H (H-3 e H-5), sendo quimica e magneticamente equivalentes; e
dois sinais em & 3,74 e 3,61(singletos), integrando para nove hidrogénios no total. O espectro

de RMN de °C (figura 4.10) revelou somente seis sinais, sendo dois referente & porgéo
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aromatica em 6 94,04 e 154,96, dois referentes as metoxilas em ¢ 60,67 e 56,25 e o carbono
mais desblindado em & 206,27 da carbonila.

Os dados espectrais obtidos e os dados relatados na literatura (RUSSEL et al., 1990),
trouxeram a proposta da estrutura do &cido 2,4,6-trimetoxibenzdico.

Tabela 4.5. Dados de RMN de *H e *C do 4cido 2,4,6-trimetoxibenzéico

H/C o @ o lit® 5. © oclit®
d(ppm) J (Hz)  d(ppm) J (Hz) &(ppm) J (Hz) &(ppm) J (H2)
26 (OCHs) 3,74(s 6H) 3,95(s 6H) 56,74 60,67
3e5 6,12(s 2H) 7,03(s 2H) 107,93 94,04
2,6e4 - - 154,96 -
4 (OCHs) 3,61(s 3H) 3,90(s 3H) 52,185 56,25
7 - - 206,54 206,27

(a) acetona ds; RMN 'H (400 MHz) (b) MeOD; RMN 'H (500 MHz) (RUSSEL et al., 1990)
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Figura 4.9. Espectro de RMN *H do 4cido TC8 (acetona dg, 400 MHz)
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Figura 4.10. Espectro de RMN

4.1.5. Determinagdo estrutural do frutofuranosideo A8

Foram isolados da fracdo n-butandlica (VTCcEB) proveniente do extrato etandlico das
cascas do caule de V.thyrsoidea, 20,0 mg do frutofuranosideo A8. Sua estrutura foi
determinada através dos experimentos de 1V, RMN 'H, HSQC e HMBC e também da

comparacio com dados na literatura (DUDIKOVA et al., 2007).
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No espectro de infravermelho (figura 4.11) foram observadas absorc¢des caracteristicas de
ligacbes O—H de hidroxilas (v=3400). A presenca da deformacédo axial de C-O-C levaram
usualmente a formacdo de um multiplete na regifo de 1028-1121 cm™, devido as
ramificagdes dos atomos de carbono adjacentes ao oxigénio. E a cadeia alquilica pode ser
evidenciada por dois conjuntos de bandas de absorcdo, deformacdo axial de ligacdes C—H
(v=2874, 2959 e 2932) e deformagdo angular (v=1462 ¢ 1383).

O espectro de RMN *H (figura 4.12) mostrou um tripleto bastante intenso em & 0,93(t 3H)
referente ao hidrogénio da metila; um sexteto em 6 1,41 e um quinteto em 6 1,53 integrados
para dois hidrogénios cada. Um duplo-dubleto é observado em & 3,51 (dd J=6,4; 9,0 Hz),
indicando a presenca de uma unidade O-glicosidica que provocou a desblindagem destes
hidrogénios da cadeia alquilica (H-d). Neste experimento observa-se ainda a presencga de
multipletos na regido de & 3,47-3,77 relativos aos hidrogénios carbinolicos, e um dubleto em
04,1 (d 1H; 4,8) referente ao H-3, confirmando assim a presenca de uma unidade de acUcar.

No espectro de HSQC (figura 4.13) ¢ possivel observar a correlagdo do sinal em 80,93
(H-a) com um sinal em 614,5, atribuido ao carbono da metila; o sexteto em 6 1,41(H-b) e 0
quinteto em 6 1,53 (H-c) mostraram correlagdo com seus respectivos carbonos em o 20,0 e 6
34,0; e o duplo dubleto em 6 3,51 (H-d) correlacionando com um sinal em & 62,0 (OCH) que
é caracteristico deste carbono. No HMBC (figura 4.14) visualizamos as correlagdes entre 0s
hidrogénios e os carbonos adjacentes como é demonstrado abaixo, confirmando a cadeia n-

butilica.

Foi observado também no HSQC que o dubleto em 064,10 (1H, H-3, J=8,0 Hz)
correlacionou-se com o sinal em & 83,0 (C-3) e os hidrogénos carbindlicos da unidade
glucosidica que estdo entre 6 3,47 e 3,77 correlacionaram-se com 0s sinais de carbono que

comparados a literatura (DUDIKOVA et al., 2007) confirmam o agucar frutofuranose.
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Os sinais de carbono projetados no espectro de HMBC confirmam através das correlagoes
este agucar. Em especifico, o sinal em 6 3,51 (H-d) correlacionando com os carbonos em 6
34,0 (CHy) e 6 103,0 (C-2), confirmam a ligacdo da cadeia alquilica a unidade de agucar na

posicdo do carbono 2 podendo concluir a identificacdo de um 2-butil D-frutofuranosideo.

Tabela 4.6. Dados de RMN de *H e *C do 2-butil D-frutofuranosideo

H/C on @ on lit © oc O oc lit@
o(ppm) J (Hz) o(ppm) J (Hz) d(ppm) o(ppm)
CHs 0,93(t 3H) 0,92(t 3H) 14,5 14,4
CH, 1,41(sexteto, 2H) 1,37(sexteto, 2H) 20,0 20,3
CH; 1,53(quintet, 2H) 1,51(quintet, 2H) 34,0 33,5
OCH, 3,51(dd 6,4; 9,0) 3,47-3,77(m) 62,0 64,2
lel’ 3,62(d 12 Hz) e 3,47-3,77(m) 62,0 62,0
3,7(d 12 Hz)
2 - - 103,0 105,2
3 4,1(d 1H; 4,8) 4,11(d 1H; 8,1) 83,0 78,4
4 3,91(dd 1H; 7,6; 8,0)  3,92(dd 1H; 7,7; 7,8) 78,0 77,3
5 3,8-3,9(m) 3,47-3,77(m) 83,0 83,3
6 3,6-3,8(m) 3,47-3,77(m) 62,0 65,0

(a) MeOD; (b) MeOD; (c) CDCl; (DUDIKOVA et al., 2007); (d) CDCl; (DUDIKOVA et al., 2007)

* valores obtidos através das projec@es de carbono do HSQC e HMBC

Dados espectroscopicos de 1V de A8
IV (Pastilha de KBr): v max(cm™) 3400; 2959; 2932; 2874; 1730; 1635; 1461; 1383; 1286;
1198; 1120; 1097; 1076; 1028; 743; 702; 619.
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4.1.6. Determinacéo estrutural do frutofuranosideo A1l

A substancia A1l (10,0 mg) também é um frutofuranosideo isolado da fragcdo n-
butandlica (VTCcEB) proveniente do extrato etandlico das cascas do caule de V.thyrsoidea.
Sua estrutura foi determinada através dos experimentos de RMN *H, HSQC, HMBC e DEPT,
também da comparac&o com dados na literatura (DUDIKOVA et al., 2007).

O experimento de DEPT 135 (figura 4.16) foi utilizado para determinar a multiplicidade
dos carbonos e ajudar na determinacdo do agucar presente nesta substancia.

O espectro de RMN *H da substancia A1l (figura 4.15) mostrou um tripleto bastante
intenso em & 0,93(t 3H) referente ao hidrogénio da metila; um sexteto em 6 1,41 ¢ um
quinteto em & 1,53 integrados para dois hidrogénios cada. Observou-se também um duplo
dubleto em & 3,51 (dd J=6,4; 9,0 Hz), mostrando hidrogénios mais desblindados em
consequéncia da presenca do oxigénio ligado a este carbono.

Ha ainda a presenga de multipletos na regido de & 3,47-3,77 relativos aos hidrogénios
carbindlicos, ¢ um dubleto em & 4,1 (d 1H; 4,8) referente ao H-3, confirmando assim a
presenca de uma unidade de acucar.

No espectro de HMBC (figura 4.18) ¢ possivel observar a correlagdo do sinal em 60,93
(H-a) com um sinal em & 20,0 (C-b) e 34,0 (C-c) atribuidos aos grupos CH,; o sexteto em o
1,41(H-b) correlacionou-se com os carbonos em & 34,0 (C-c), 14,4(C-a) e 62,0 (C-d); o
quinteto em 6 1,53 (H-c) mostrando correlagdo com os carbonos em 4 20,0 (C-b), & 14,4 (C-
a) € 62,0 (C-d).
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A posicdo que o grupo alquila esta ligado ao acucar é confirmada pela relacdo entre os

hidrogénios H-1 e H-1’ com o sinal em & 62,0 (C-d), sendo a substancia A1l identificada

como 1-butil D-frutofuranosideo.

Tabela 4.7. Dados de RMN de *H e *C do 1-butil D-frutofuranosideo

H/C on @ o lit © oc O dc lit @
d(ppm) J (Hz) d(ppm) J (Hz) d(ppm) d(ppm)
CH; 0,93(t 3H) 0,92(t 3H) 14,5 14,4
CH, 1,41(sexteto, 2H) 1,37(sexteto, 2H) 20,0 20,3
CH, 1,53(quintet, 2H) 1,51(quintet, 2H) 34,0 33,5
OCH;, 3,51(dd 6,4; 9,0) 3,47-3,77(m) 62,0 64,2
lel’ 3,62(d 12 Hz) e 3,47-3,77(m) 62,0 62,0
3,7(d 12 Hz)
2 - - 103,0 105,2
3 4,1(d 1H; 8,0) 4,11(d 1H; 8,1) 83,0 78,4
4 3,91(dd 1H; 7,6; 8,0)  3,92(dd 1H; 7,7; 7,8) 78,0 77,3
5 3,8-3,9(m) 3,47-3,77(m) 83,0 83,3
6 3,6-3,8(m) 3,47-3,77(m) 62,0 65,0

(a) MeOD; (b) MeOD; (c) CD;0D (DUDIKOVA et al., 2007); (d) CD;0D (DUDIKOVA et al., 2007)

* valores obtidos através das projecdes de carbono do HSQC e HMBC

59



00070
606"
i’
abe”
£8E7
LotE”
18E°
GBE”
L
({1
275"
T4

2i5°1-

10"
g0’
G0E°E
EIEE
LTE'E
1Le°
EBRE
T16°F
THs*
Bag’
BELG"
Bag"
59’
ZED°E
110
zoL”
oL’
91iL”
9EL’
BEL™
gkL”
98L"

60E°L

({1
PZE”
PrE"
660"
6lL"
(T4 N
POB"

=D
3

Figura 4.15. Espectro de RMN *H de A11 (MeOD, 400 MHz)

000°0-— L
L O

996" 1t —
§Gh 07— — Le
Lo
"

26 '6— I
L O
2
Lo
w
Lo
w
R
1L O
R ~
Lo
o
e

&

260'96—
2
602" 60T — e
Q
-
Q
]
9
=]
Q
.9
Q
L]
Ll
o

Figura 4.16. Experimento de DEPT 135 de A1l (MeOD, 400 MHz)

60



|

JAA

i

ppm

|

|

L

_,__na‘q NL_JNM‘M_F\_J“

-4

- 15
- 20
- 25

F 20

F 4o
F a5
=11
F 55
F a0
- &5
E 7o
L s
~ 80

E 85

100

F1os

110
3

T T
4.0 3.5

T
o

3.

T
2.5

2.

o

T
1.5

Ppm

Figura 4.17. Mapa de contorno de HSQC de A1l (MeOD, 400 MHz)

.......

--------

Mo ol -

Figura 4.18. Mapa de contorno de HMBC de A1l (MeOD, 400 MHz)

61



4.2. Reacgéo de acetilacéo para obtencédo de ARS8

A acetilacdo do 2-Butil D-frutofuranosideo (A8) foi confirmado através dos experimentos
de RMN *H (figura 4.20), onde foi observado a presenca de um singleto em & 2,86 integrando
para 12H que confirmou a acetilagdo dos quatro grupos hidroxilas (ARS).

AcO OAc

Figura 4.19. Esquema da reagéo de acetilacdo de A8

Tabela 4.8. Rendimento total da reacdo de acetilacdo de A8

Substrato de trabalho Produto Rendimento (%)
2-Butil D-frutofuranosideo 2-Butil D-frutofuranosideo
acetilado 0
A8 AR8 81%
(20 mg; 0,10 mmol) (16,2 mg; 0,044 mmol)

- —2.8589
—2.8275
—2.0410
—1.9757
~0.9448

—0.9258
™-0.8070

AcO

4 )

WY S

1253 200 213 3.00
= = = —
LR RR A e o L oL B s L L L e ey LA LR R L e R LR s

AR L L ey TRt L LA o s e L
21 . A .

. . 18 1.7 16 15 14 09
Chemical Shift (ppm)

Figura 4.20. Espectro de RMN *H de ARS8 (MeOD, 400 MHz)
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4.3. Reacgao de acetilacéo para obtencédo de AR11

O 1-Butil D-frutofuranosideo acetilado (AR11) foi confirmado através dos experimentos
de RMN *H (figura 4.22) pela observacio da presenca de um dubleto em & 2,06 integrando
para 9H e um singleto em & 2,0 integrando para 3H referente aos hidrogénios das metilas do

grupo acetil.

AcO

Figura 4.21. Esquema da reacdo de acetilagdo de A1l

Tabela 4.9. Rendimento total da reag&o de acetilacdo de All

Substrato de trabalho Produto Rendimento (%)
1-Butil D-frutofuranosideo 1-Butil D-frutofuranosideo
acetilado
0,
All AR11 93%
(10 mg; 0,042 mmol) (9,3 mg; 0,023 mmol)
¥ YT 7T
AcO
A\ e
9.00 011 313 0.5
[ S— T
o 2% %0 2bs 2k 2% 2t 2bs | 2bo | i&s i 1hs | 1m0 4%
Chemical Shift (ppm)

Figura 4.22. Espectro de RMN *H de AR11 (MeOD, 400 MHz)
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4.4. Atividades bioldgicas

4.4.1. Atividade citotoxica frente a Artemia Salina

Os resultados de citotoxicidade em larvas de Artemia salina seguem na Tabela 4.10. A
analise dos resultados do teste TAS segundo MEYER et al. (1982) ¢é realizada através de
uma relacdo entre a dose letal média, DLso, € 0 grau de toxicidade, nos quais consideram-se

toxico valores de DLsp< 1000 pg/mL.

Tabela 4.10. Resultados de Letalidade frente a Artemia salina

Amostra TAS Letalidade
Analisada DLso(pg/mL)

VTCcE 283,94 Ativo
VTCcEH 499,60 Ativo
VTCcED 288,33 Ativo
VTCcEA 476,58 Ativo

VTFE 209,08 Ativo

VTFEH >1000 Inativo

VTFED 921,47 Ativo

VTFEA 32,06 Ativo
VTFEM 151,90 Ativo

V= Vochysia; T=thyrsoidea; F= folha; Cc= casca do caule; E= etanol;
H = hexano; D = diclorometano; A = acetato de etila; M = Metanol

Todas as amostras apresentaram citotoxicidade ao TAS exceto o extrato hexanico
(VTFEH). As fracdes obtidas da casca do caule apresentaram DLsy superior ao valor
encontrado para o extrato bruto (VTCcE), sugerindo que esta diminuicdo provavelmente
ocorreu devido a separacdo de substancias que agiam em sinergismo no extrato bruto. De
maneira semelhante as fracdes de hexano e diclorometano das folhas, também apresentaram
DLso superior ao valor encontrado para o extrato bruto (VTFE), 209,08 pg/mL.

No entanto, os resultados apresentados das fracdes do acetato e do metanol das folhas
foram potencialmente mais ativos que o extrato bruto, sendo que possivelmente houve neste
caso a concentracao de substancias letais a artémia, o0 que potencializou a toxicidade.

Os ensaios de toxicidade frente a esta espécie de microcrustaceo apresentam correlacéo

com diversas atividades bioldgicas, e baseando-se nas substdncias obtidas no estudo
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fitoquimico foi realizado ensaios de inibicdo enzimatica e de citotoxicidade
(PISUTTHANAN et al., 2004).

4.4.2. Ensaio de inibicdo enzimatica

Os produtos naturais isolados e os derivados sintéticos foram submetidos a ensaios de
inibicdo enzimatica das catepsinas B e K. Os resultados de inibi¢do (%) na concentracdo de

125 uM e desvio padrdo (SD) sdo apresentados a seguir na tabela 4.11.

Tabela 4.11. Porcentagem de inibicdo das catepsinas B e K
pelas substancias testadas na concentragdo de 125 uM

Amostra CatB CatK
FC3 9,87 (+/- 0,05) 0
F1 80,34 (+/- 1,69) 0
TC8 48,91 (+/- 3,54) 0
T2 3,99 (+/- 8,33) 10,78(+/- 6,84)

Os compostos testados ndo apresentaram inibicdo frente a catespina K, exceto o triterpeno
acido 3-oxo-urs-12en-28-oico (T2), que apresentou 10,78% (+/- 6,84) de inibicao.

No entanto os resultados de atividade inibitoria frente & catepsina B foram bastante
distintos, nos quais 0 composto acido 3-oxo-urs-12en-28-oico (T2) obteve inibicdo de 3,99%
(+/- 8,33) e 0 &cido 2,4,6-trimetoxibenzdico (TC8) inibiu 48,91% (+/- 3,54).

Os alquilglicosideos (A8 e All) e os seus derivados (AR8 e AR11) ndo apresentaram
potencial inibitorio contra as catepsinas testadas, sendo estas modificacfes estruturais por
reacdo de acetilacdo pouco importantes em relacéo a esta atividade.

O flavonoide catequin-3-O-ramnopiranosideo (FC3) inibiu 9,87% (+/- 0,05) e a
catequina-3-O-ramino(3-cinamoil)piranosideo (F1) apresentou um resultado bastante
expressivo com inibicdo seletiva de 80,34% (+/- 1,69) da catepsina B, 1C5,=65,12 (+/-2,99
MM) (figura 4.23).
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Figura 4.23. ICs da catequin-3-O-ramino(3-cinamoil)piranosideo sobre a catepsina B

Vale ressaltar que o composto F1 e o composto FC3 apresentam estruturas bastante
semelhantes, diferenciando apenas no substituinte na posi¢do 3”, sendo hidroxila e &cido
cindmico respectivamente, o que diferenciou significativamente as atividades frente a

catespina B.
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Os flavondides apresentam uma grande variedade de atividades biologicas, como a
atividade anti-inflamatdria, anti-fibrética, anticoagulante, antibacteriana, antioxidante,
antitumoral e anti-hipertensiva. Assim, o estudo desta classe de composto tem sido de grande
interesse (HUBER e AMAYA, 2008; DEWICK, 2002).

Trabalhos da literatura sobre flavondides e derivados testados frente as cisteino
peptidases apresentaram resultados bastante interessantes, sendo compostos promissores na
busca de inibidores especificos para estas enzimas.

PAN et al. (2005), mostraram atividade inibitdria das bioflavonas isoladas de Taxodium
mucronatum frente a catepsina B (ICso de 1,75, 1,68 e 0,55 puM). E alguns flavondides como
dihidrochalconas diméricas e flavonas isolados de Artocarpus altilis (Moraceae) mostraram
significativa atividade inibitoria frente a catepsina K (ICso de 170 e 840 nM) (PATIL et
al.,2002).

Na busca de inibidores especificos frente as catepsinas K, V, L e S alguns derivados de
catequinas foram estudados e tiveram boa atividade, como seguem os resultados na tabela
4.12 (KATUNUMA et al., 2006).

Tabela 4.12. Porcentagem de inibicdo de flavonoides frente as cisteino peptidases (25 puM)

Flavonoide CatK CatVv CatL CatS
15 0 0 0 14
16 0 0 0 0
17 0 83 26 20

Fonte: KATUNUMA et al., 2006.

A catequina (17) inibiu as catepsinas V, L e S sendo a atividade frente & catepsina V
bastante consideravel, enquanto o composto 15 inibiu apenas a catepsina S e 0 16 ndo
apresentou inibicao frente as enzimas testadas.

A diferenca estrutural observada entre estes flavondides esta na presenca dos diferentes
substituintes na posi¢cdo 3 e no caso do composto 17 também na reducdo da carbonila na
posicao 4 que parece ser benéfica em relacéo a esta atividade biologica (KATUNUMA et al.,
2006).
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Figura 4.24. Flavondides testados frente as catepsinas K, V, L e S

Estes dados descritos na literatura juntamente com o0s resultados obtidos
experimentalmente, reforgam o potencial como compostos interessantes inibidores de cisteino
peptidades lisossomais. A falta de um nimero maior de estruturas entretanto, ainda dificulta

maiores conclusdes em vista da correlagdo entre estrutura e atividade.

4.4.3 Ensaio de citotoxicidade in vitro

As fracBes obtidas do extrato bruto etanolico foram testadas em concentracdo Unica de
25ug/mL, e as substancias puras isoladas na concentracdo de 5ug/mL. Estas amostras foram
submetidas a ensaios de citotoxicidade para avaliacdo do potencial citotoxico em 3 linhagens
celulares tumorais humana, MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon-humano), SF-295
(sistema nervoso central). Os resultados de citotoxicidade com suas respectivas porcentagens

de inibicdo celular e desvio padrdo das amostras seguem nas tabelas 4.13 e 4.14.
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Tabela 4.13. Resultados de inibig&o do ensaio MTT pelas fragdes de V. thyrsoidea

Linhagem Celular

Amostra MDA 435 HCT-8 SF-295
VTCCEH 25,30 (+/-0,82) 2,92 (+1-2,17) 36,59 (+/-0,06)
VTCCED 44,12 (+/-1,01) 27,77 (+1-0,14) 42,39 (+/-0,82)
VTCCEA 2,91 (+/-5,94) -19,91 (+/-1,75) 4,07 (+/-1,58)

VTFEH 34,24 (+/-0,19) 16,7 (+/-0,56) 37,97 (+/-2,02)
VTFED 41,13 (+/-2,47) 13,83 (+/-4,19) 38,15 (+/-2,02)
VTFEA 0,85 (+/-3,16) 224,11 (+/-1,4) 7,52 (+/-3,84)
VTFEM -23,42 (+1-1,07) -32,95 (+/-1,75) -19,55 (+/-0,19)

V= Vochysia; T=thyrsoidea; F= folha; Cc= casca do caule; E= etanol;
H = hexano; D = diclorometano; A = acetato de etila; M = Metanol

Os valores de percentual de inibicdo do crescimento tumoral sdo considerados relevantes
quando sdo maiores que 90%. Das fracOes de V. thyrsoidea avaliadas nenhuma demonstrou

potencial citotdxico relevante.

Tabela 4.14. Resultados de inibicdo do ensaio MTT pelas substancias puras testadas
Linhagem Celular

Amostra MDA 435 HCT-8 SF-295
A8 25,40 (+/-6,23) 25,22 (+/-10,26) 100,00 (+/-13,33)
All 0,00 (+/-10,62) 42,00 (+/-0,07) 0,00 (+/-37,73)
FC3 24,52 (+/-4,07) 23,71 (+/-0,71) 20,94 (+/-5,07)
TC8 34,02 (+/-6,75) 40,09 (+/-4,20) 5,25 (+/-4,75)

As substancias puras All, FC3 e TC8 ndo apresentaram inibicdo significativa frente
as células tumorais testadas. Ja a substancia A8 (2-butil D-frutofuranosideo) apresentou um
valor relevante de 100,0% (+/-13,33) de inibicdo frente a células tumorais do sistema nervoso
central (SF-295), entretanto a mesma ndo foi encaminhada para avaliagbes subsequentes
(ICxp), pois as substancias sé sdo escolhidas para novo screening se 0s valores de inibigdo >
75 % forem em pelo menos duas linhagens tumorais testadas. As demais substancias nao

foram testadas devido a pouca quantidade de massa.
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5. CONCLUSOES

Esta pesquisa contribuiu com a caracterizacao fitoquimica da planta Vochysia thyrsoidea,
com o isolamento e identificacdo de 2 flavondides do tipo flavanonols, 1 triterpeno de
esqueleto ursénico, 2 alquilglicosideos e 1 &cido benzdico.

Segundo levantamento bibliografico das espécies de Vochysia, os flavondides e
alquilglicosideos foram relatados pela primeira vez neste género. Os triterpenos tém sido
relatados em grande quantidade neste género, sendo o derivado de acido ursolico descrito
pela primeira vez nesta espécie.

No ensaio de inibicdo enzimética ndo foram observados resultados consideraveis frente a
catepsina K, contudo foi observado comportamento inverso para catepsina B que teve como
resultado mais satisfatorio 1C5,=65,12 uM apresentado pelo flavondide catequin-3-O-
ramino(3-cinamoil)piranosideo (F1). No ensaio de citotoxicidade (TAS) o 2-butil, D-
frutofuranosideo (A8) obteve valor significativo de 100% de inibic&o na linhagem tumoral do
sistema nervoso central (SF-295).

Neste contexto, o0s resultados obtidos com os ensaios biologicos descritos neste trabalho
vieram complementar as atividades descritas na literatura de outras espécies da familia
Vochysiaceae e as substancias com resultados promissores proporcionaram entusiasmo ao
colaborar na busca por um auxilio no tratamento quimioterapico de doengas que atingem a

populacdo mundial, como a osteoporose e o cancer.
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