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RESUMO

BUSCA POR INIBIDORES DE CATEPSINAS EM PLANTAS DO
CERRADO PAULISTA E AVALIAQAO DA PROTEOLISE TUMORAL IN
VITRO — Este trabalho apresenta o estudo biomonitorado de espécies de plantas
do cerrado paulista na busca de inibidores enzimaticos de catepsinas B e L.
Dentre todos os extratos avaliados, a especie Myrcia lingua Berg. se destacou
pela elevada poténcia. Para avaliagcdo da inibicdo enzimatica foram selecionadas
as catepsinas B e L, que sdo cisteino proteases responsaveis pela degradacao da
matriz extracelular. Foram isolados compostos bioativos de diferentes classes
sendo que os flavonoides foram os mais ativos sobre CTSB (ICs entre 4,9 - 37,2
M) e os triterpenos mais eficazes sobre CTSL (ICsq entre 2,4 - 39,5 uM). Os
triterpenos foram identificados como inibidores competitivos da CTSL e o0s
flavonoides como inibidores incompetitivos da CTSB. Com intuito de realizar
investigacdo mais detalhada ao nivel celular, optou-se por realizar ensaios de
avalicdo da protedlise tumoral in vitro em linhagens de céncer de mama
triplamente negativa. Os inibidores naturais apresentaram resultados pouco
satisfatorios e com isso buscou-se avaliagdo de inibidores sintéticos de
proteases. O composto sintético dipeptideo nitrila (JK_1), inibidor da CTSB, foi
complexado com ruténio Il (JK_2) e através da reacédo de fotoativacdo buscou-se
uma estratégia para delimitar a acdo tecidual dos inibidores como forma de obter
uma melhor localizacdo do efeito terapéutico na regido tumoral. Sobre a
catepsina B o inibidor JK_2 foi menos ativo no escuro (ICso 3,4 uM) quando
comparado ao exposto a radiagdo (ICso 0,3 uM) apresentando uma razdo de
12:1. Nos ensaios de proteolise tumoral 3D vizualizou-se inibicdo da degradacéo
de DQ-coldgeno IV atraves da reducdo da fluorescéncia. Deste modo, 0sS
resultados obtidos contribuem para a busca de novos protétipos, uma vez que 0s
ensaios proteoliticos em células permitem uma avaliagdo mais detalhada dos

inibidores das proteases, antes de serem encaminhados para testes in vivo.
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ABSTRACT

SEARCH FOR CATHEPSIN INHIBITORS USING CERRADO PLANTS
AND IN VITRO TUMOR PROTEOLYSIS EVALUATION - The aim of this
work is search for cysteine proteases inhibitors using a bioactivity-guided assay.
We have selected different plants for the initial screening. Among all evaluated
extracts, the ones obtained from Myrcia lingua Berg. showed to be the most
potent. Cathepsin B and L are cysteine proteases which play a role in the
degradation of extracellular matrix and facilitate tumor progression. Among the
obtained inhibitors, flavonoids were the most active against CTSB (1Cs, values
from 4.9 to 37.2 uM). On the other side, triterpenes were more potent against
CTSL (ICsq values from 2.4 to 39.5 uM). The triterpenes showed competitive
inhibition and the flavonoids showed uncompetitive inhibition. Aiming to
explore enzyme inhibition on tumor cells, we report proteolysis assay using live
cell 3D model that allows to localize and to quantify proteolysis in live triple
negative breast cancer cells. The natural inhibitors isolated from plants were
evaluated against proteases on cell lysate but did not demonstrate good
inhibition and we decided to evaluate synthetic cathepsin B inhibitors. A
dipeptide nitrile compound (JK_1) was synthesized and then complexed with
ruthenium 1l (JK_2). Caged bioactive molecules that can be active upon
irradiation became a strategy to reduce side effects in surrounding tissues and
facilitate spatial control over cysteine protease activity. On pure enzyme activity
assay JK 2 was less active under dark (ICsp 3.4 uM) comparing with light
irradiation (ICsy 0.3 uM), corresponding to a ratio of 12:1. Proteolysis assay
using live cell demonstrated the inhibition of DQ-collagen IV by reducing
fluorescence. Thus, the outcomes of this study could contribute to identify new
hits for the development of potential anticancer drugs, once live cell imaging
proteolysis assay is useful for verifying the efficacy of cathepsin inhibitors prior

to testing in in vivo models.
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PARTE I

BUSCA POR INIBIDORES DE CATEPSINAS EM PLANTAS
DO CERRADO PAULISTA



1— INTRODUCAO (PARTE I)

1.1 - Cancer

O termo cancer pode ser definido como uma patologia que constitui
um grupo de mais de 100 doencas podendo afetar qualquer parte do organismo.
Entretanto, apesar de haver diversos tipos de cancer todos eles se iniciam com o
crescimento descontrolado de células anormais. Assim, diferentes tipos de
cancer apresentam velocidade de multiplicacdo de células distintas, podendo ser
mais ou menos invasivos e agressivos. Usualmente as intervencdes terapéuticas
sdo realizadas através de radioterapia, quimioterapia e intervengdo cirurgica
(ACS, 2014; WHO, 2014; INCA, 2014). Em geral, a velocidade de crescimento
dos tumores estd relacionada com seu tipo de diferenciacdo, de modo que
tumores malignos, em sua maioria, crescem mais rapidamente que as lesdes
benignas e se espalham através das metéstases (CONTRAN, KUMAR &
COLLINS, 2000).

Metéstases sdo processos biologicos dinamicos e complexos
envolvendo interacdo entre células sadias e tumorais e se definem como a
capacidade de invadir 6rgdos vizinhos ou distantes, sendo a principal causa de
morte em processos tumorais (INCA, 2014; WHO, 2014; ENGERS &
GABBERT, 2000). Atualmente o cancer se apresenta como uma das principais
causas de mortes mundiais e a previsdo para 2015 é de que ocorram cerca de
meio milhdo de novos casos. Dentre os diversos tipos conhecidos de canceres os
que apresentam os maiores indices de mortalidade sdo cancer de mama, prostata,
colon, estbmago e pulmao (WHO, 2014).

Compreender e controlar tais doencas malignas requer
conhecimentos cientificos e experiéncias que vado desde entendimento dos
mecanismos de regulacdo molecular intracelular até a busca por novas terapias

mais seletivas e eficazes. Assim pode-se afirmar que a prevencao e o controle do



cancer estdo entre os mais importantes desafios cientificos e de saude publica
(INCA, 2014).

1.2 - Enzimas Como Alvo Terapéutico

As enzimas sdo descritas como macromoléculas responsaveis por
catalisarem reagdes bioldgicas essenciais para a manutencdo da vida. S&o
proteinas e a sua atividade catalitica depende da integridade de suas
conformacdes nativas. Apresentam-se como excelentes alvos para intervencdes
terapéuticas, sendo assim extremamente atrativas na busca por farmacos frente
as inimeras patologias (COPELAND, 2005; NELSON & COX, 2011).

Estudos descritos na literatura afirmam que aproximadamente 47 %
dos medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico agem sobre um
mecanismo de inibicdo enzimatico, e esta estratégia € bem representada por uma
significativa parcela de farmacos antivirais, antiparasitarios e antibioticos em
uso clinico (Tabela 1.1) (COPELAND, 2005).

Apesar das enzimas serem essenciais para a vida, a sua atividade
desregulada pode levar ao desenvolvimento de diversas patologias. A atividade
proteolitica das enzimas se faz necessaria em diversos processos pro-tumorais
tais como angiogéneses e metastases. Consequentemente, o aumento da
expressdo e atividade dessas proteases esta relacionado a progressdo de tumores
malignos e ao mal prognéstico em pacientes cancerigenos (COPELAND, 2005;
PALERMO & JOYCE, 2007).



TABELA 1.1 - Alguns inibidores enziméaticos em uso clinico (Adaptada de COPELAND,
2005).

Medicamento Enzima Alvo Uso Clinico
Aspirina® Ciclooxigenase Inflamacdes, dor e febre
Captopril® ECA Hipertenséo

Lovax® HMG-CoA redutase Hipercolesterolemia
Miantrex® Dihidrofolato redutase Cancer
Floxacin® DNA girase Infeccdes do trato urinario

Viagra® Fosfodiesterase Disfungéo ereétil

1.3 - Cisteino Proteases Lisossomais

As proteases, também conhecidas como peptidases, representam
uma grande familia de enzimas responsaveis pela clivagem de ligacOes
peptidicas. Sabe-se que o genoma humano codifica mais de 550 proteases que
estdo envolvidas na regulacdo de diferentes processos fisiologicos (MOHAMED
& SLOANE, 2006; REISER, ADAIR & REINHECKEL, 2010).

Nos mamiferos, uma das mais importantes cisteino proteases séo as
catepsinas lisossomais que com base na sua estrutura catalitica podem ser
classificadas em serino proteases (catepsinas A e G), aspartil proteases
(catepsinas D e E) e cisteino proteases (OTTO & SCHIRMEISTER, 1997;
REISER, ADAIR & REINHECKEL, 2010).

A familia das cisteino proteasese humanas constitui a maior familia
das catepsinas e possui 11 membros (catepsinas B, C, F, H, L, O, S, V, W e X).
S&o caracterizadas por dois dominios, R (direita) e L (esquerda), que se
organizam em uma configuracdo na forma de V. O sitio ativo se localiza na
parte inferior da fenda (TURK et al., 2002; BERDOWSKA, 2004;) e é parte de
uma triade catalitica formada por residuos de cisteina (Cys 25), histidina
(His159) e asparagina (Asn 175) (LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002;
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TOMOO, 2010). A asparagina possui a funcdo de manter os residuos de cisteina
e histidina em geometria favoravel frente as etapas do mecanismo catalitico.
Esta configuracdo permite a formacdo de um par ibnico, através da
desprotonacdo do tiol, entre a cisteina e as cadeias laterais da histidina, o qual é
estabilizado por ligacdes de hidrogénio pelo residuo Asn 175. Dessa forma, o
ion tiolato formado realiza um ataque nucleofilico no carbono carbonilico da
ligacdo peptidica do substrato levando a formacdo de um intermediario
tetraédrico. Em pH 6timo, o residuo de cisteina encontra-se desprotonado e atua
como nucleofilo para a formacdo de uma ligacdo covalente com o substrato
protéico. O residuo de histidina encontra-se protonado formando um par iénico
tiol-imidazol (Figura 1.1) (OTTO & SCHIRMEISTER, 1997; LECAILLE,
KALETA & BROMME, 2002; EREZ, FAZ & BIBBI, 2009; REISER, ADAIR
& REINHECKEL, 2010).

FIGURA 1.1 - Representacdo do sitio ativo das cisteino proteases (EREZ, FAZ & BIBBI,
2009).

O sitio catalitico das cisteino proteases esta localizado dentro da
regido de ligacdo com o substrato que apresenta bolsos (subsitios) para ligacéo
N-terminal e C-terminal dos aminoacidos. O sitio ativo das proteases pode ser

dividido em sete subsitios, onde cada subsitio acomoda de forma especifica um



residuo de aminoacido do substrato. O processo catalitico de uma ligacédo
peptidica ndo depende somente dos residuos que formam essa ligacdo, mas
também da natureza dos residuos presentes na vizinhanga, 0s quais ocupam 0s
subsitios adjacentes. De acordo com a nomenclatura de SCHECHTER &
BERGER (1967), subsitios na por¢do N-terminal sdo determinados S1, S2, S3...
Sn, e subsitios na por¢do C-terminal sdo chamados S1°, S2°, S3’... Sn’, sendo
que cada subsitio representa quais residuos de aminoacidos podem se ligar ao
substrato de maneira especifica. As cisteino proteases apresentam sete subsitios
assim representados por S1-S4 e S1°-S3” ilustrados na Figura 1.2
(SCHECHTER & BERGER, 1967; LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002;
TOMOO, 2010).

Ponto de clivagem
N- terminal l C- terminal

Hesanseesc

$3 s2 51 S1° S2¢ S3

FIGURA 1.2 - Representacdo dos subsitios das cisteino proteases (MAGANHI, 2013).

A grande maioria das catepsinas é descrita como endopeptidases (B,
L, S, K, F, D, V), entretanto algumas se apresentam como exopeptidases (B, X,
C, H). As catepsinas sdo sintetizadas como precursoras inativas, que se tornam
ativas dentro do ambiente acido dos lisossomos, onde elas funcionam
principalmente como proteases intracelulares (OTTO & SCHIRMEISTER,
1997; TURK, TURK & TURK, 2000; PALERMO & JOYCE, 2007; TURK &
STOKA, 2007; VASILIEVA & TURK, 2008). No entanto, recentemente

demonstrou-se que muitas dessas enzimas ndo séo estritamente encontradas nos
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lisossomos, podendo ser extracelulares, acumular-se em diferentes organelas
como nucleo e citossol e participar de processos celulares especializados
levando a diversas patologias tais como progressdao de tumores malignos,
metastases (PALERMO & JOYCE, 2007; VASILIEVA & TURK, 2008;
WATSON & KREUZALER, 2009), doenga de Alzheimer (HOOK, HOOK &
KINDY, 2010), artrite reumatdide e osteoporose (YASUDA, KALETA &
BROMME, 2005).

Os primeiros relatos que evidenciaram a presenca das catepsinas no
cancer surgiram por volta de 1930 a partir de estudos de transplante tumorais em
ratos. O interesse em catepsinas relacionadas ao processo cancerigeno continua
até o presente momento, uma vez que foram confirmadas como possiveis alvos
terapéuticos na busca por novos agentes quimioterdpicos (VASILJEVA &
TURK, 2008).

Estudos afirmam que nos processos cancerigenos as catepsinas
podem ser encontradas tanto no meio intracelular quanto extracelular, sendo que
as catepsinas B e L sdo as que mais contribuem para os eventos proteoliticos
durante a progressdo tumoral, estando por sua vez diretamente envolvidas na
degradacdo de componentes da matriz extracelular (ECM) tais como laminina,
fibronectina e coldgeno (TURK, KOS & TURK, 2004; MOHAMED &
SLOANE, 2006; PALERMO & JOYCE, 2007; AGGARWAL & SLOANE,
2014). Dessa forma uma compreensdo cada vez maior das catepsinas e seu
mecanismo de acdo identificam essas enzimas como alvos terapéuticos
promissores no desenvolvimento de novos farmacos antitumorais (EDWARDS
& MURPHY, 1998).

Neste trabalho serdo abordadas as principais caracteristicas e

funcdes das catepsinas B e L.



1.3.1 - Catepsina L (EC 3.4.22.15)

A catepsina L (Figura 1.3) é uma endopeptidase, sendo considerada
a cisteino protease lisossomal com maior atividade proteolitica nos lisossomos
(OTTO & SCHIRMEISTER, 1997). E constituida por uma cadeia polipeptidica
de 217 residuos de aminoacidos e massa molecular de 26 kDa (RITONJA et al.,
1996).

DominioR

DominioL

FIGURA 1.3 - Estrutura da catepsina L humana (adaptada de TURK et al., 2002).

De acordo com estudos realizados por MACABEO-ONG e
colaboradores (2003) a catepsina L estd presente em elevadas quantidades em
carcinomas orais, e também se correlaciona com alguns parametros clinicos tais
como tamanho do tumor e estagio da doenca (MACABEO-ONG et al., 2003). O
envolvimento da catepsina L em metastase de doencgas 0sseas encontra-se bem
fundamentado, uma vez que sua superexpressao tem sido observada em tumores
0sseos como osteosarcoma, mieloma mdaltiplo e condrosarcoma (LETO et al.,
2010). Resultados de ensaios também evidenciaram a superexpressao e
contribuicdo de catepsina L em invasdes celulares por melanoma B16 (YANG
& COX, 2007) e progressdo tumoral em cancer colorretal (TROY et al., 2004).

Estando presente no compartimento lisossomal &cido a catepsina L
é proteoliticamente ativa, pois exibe atividade 6tima em pH 5,5. Dessa forma, a

acidificacdo do ambiente tumoral causada pelo aumento da glicolise anaerdbia
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em células cancerigenas propicia a atividade extracelular da catepsina L. Em
ambientes acidos a catepsina L é capaz de degradar componentes da ECM tais
como colageno tipo | e IV, fibronectina e laminina (HASHIMOTO et al., 2006;
LANKELMA et al., 2010).

A degradacdo da ECM, por sua vez, estimula a liberacdo de fatores
de crescimento no sitio metastatico, sugerindo assim que a inibicdo da catepsina
L é capaz de diminuir o avanco da metastase tumoral (LANKELMA et al.,
2010).

1.3.2 - Catepsina B (EC 3.4.22.1)

Dentre todas as cisteino proteases lisossomais, a catepsina B
(Figura 1.4) é a mais estudada e tambéem a mais abundante. Atua como endo e
exopeptidase, € constituida por uma cadeia polipeptidica de 254 residuos de
aminoacidos e massa molecular de 30 kDa (OTTO & SCHIRMEISTER, 1997,
LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002).

Apresenta loop de oclusdo que é caracterizado por dois residuos de

10 His'™ responsaveis pela atividade dipeptidica

histidina adjacentes (His
carboxipeptidase da catepsina B (LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002;
FRLAN & GOBEC, 2006) e sua diferente especificidade (OTTO &
SCHIRMEISTER, 1997). O loop de oclusdo é flexivel e estd localizado na
regido correspondente ao subsitio S3° que limita a orientagdo do substrato
(TOMOO, 2010). Sua estabilidade é dependente do pH e esta é uma
caracteristica que distingue a catepsina B das demais cisteino proteases. Assim,
em ambiente onde o pH € neutro prevalece a endopeptidase e em pH acido

apresenta-se como exopeptidase (FRLAN & GOBEC, 2006; ZENG et al., 2006).



Occluding loop

FIGURA 1.4 - Estrutura da catepsina B humana (TOMOO, 2010).

A elevacdo da atividade da catepsina B estd particularmente bem
documentada em carcinomas de coOlon, mama, prostata, pancreas e cérebro
(SLOANE et al., 1986; LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002;
BERDOWSKA, 2004), entretanto, além do lisossomo, a catepsina B tem sido
localizada na membrana plasmatica de células tumorais (GUINEC et al., 1992;
MOIN et al, 1998). A acidificacdo do ambiente tumoral em células
cancerigenas propicia a atividade 6tima da catepsina B em pH levemente acido
(TURK et al., 2002).

Estudos sobre a progressdo do cancer tém mostrado que essa
enzima frequentemente aparece em grandes quantidades na maioria dos tumores
malignos em estagios invasivos, quando comparada aos tecidos normais ou até
mesmo tumores benignos (IACOBUZIO-DONAHUE et al., 1997,
SZPADERSKA & FRANKFATER, 2001; AGGARWAL & SLOANE, 2014).

A atividade da catepsina B € controlada por inibidores enddgenos
especificos, como por exemplo, cistatinas e estefinas. Estudos relatam que em
condic0es fisioldgicas ha um balanco entre as proteases e seus inibidores, cujo
desequilibrio promove progressao tumoral e aumento das propriedades invasivas
do tumor. Dessa forma, a catepsina B é capaz de agir nas células tumorais,
levando a degradacdo da ECM e promocdo da angiogénese (FRLAN; GOBEC,
2006; LEVICAR et al., 2002; WATSON; KREUZALER, 2009; WITHANA et
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al., 2012). Neste contexto, a catepsina B tem sido considerada um importante

alvo terapéutico no processo de intervencao do cancer.

1.4 - Modo de Inibicdo Enzimatica

Inibidores enzimaticos sdo compostos que interferem com a
catalise, diminuindo ou interrompendo as reacfes enzimaticas. Em relacdo aos
mecanismos cinéticos existentes, os inibidores podem ser classificados em duas
classes: reversiveis e irreversiveis (COPELAND, 2005; NELSON & COX,
2011).

Estudos cineticos podem ser realizados através de diversos
métodos, dentre eles o grafico duplo reciproco empregando o método de
Lineweaver Burk, o qual ¢ util para distinguir entre inibidores competitivos, ndo

competitivos e incompetitivos.

1.4.1 - Competitiva

Inibidores competitivos sdo definidos como aqueles que se ligam
exclusivamente a enzima livre, assim estes compostos competem com o0
substrato pelo mesmo sitio ativo enzimatico. Na inibicdo competitiva o valor de
Vimax S€ mantém constante, mas o valor de K, aparente aumenta com o aumento
da concentracéo do inibidor. Dessa forma o grafico duplo reciproco (Lineweaver
Burk) que representa inibicdo competitiva € composto por retas que se

interceptam no eixo y como demonstrado na Figura 1.5 (COPELAND, 2005).
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FIGURA 1.5 - Gréfico duplo reciproco de inibidor competitivo (COPELAND, 2005).

Muitos medicamentos relacionados a diversas patologias e
disponiveis atualmente no mercado tais como enalapril® (enzima conversora de
angiotensina-ECA), estatinas (HMG-CoA redutase), miantrex® (dihidrofolato
redutase), viagra® (fosfodiesterase) entre outros atuam como inibidores
enzimaticos competitivos (COPELAND, 2005).

1.4.2 - Nao competitiva

Inibidores ndo competitivos apresentam afinidade tanto pela enzima
livre quanto pelo complexo enzima-substrato. Para este tipo de inibicéo
definem-se duas constantes de dissociacdo uma referindo-se ao complexo
enzima-inibidor (K;) e outra ao referindo-se ao complexo enzima-substrato-
inibidor (akK;). Dessa forma quando as retas se interceptam a esquerda do eixo y
e acima do eixo x (a >1) diz-se que o inibidor preferencialmente se liga & enzima
livre. Por outro lado, quando as retas se interceptam a esquerda do eixo y e
abaixo do eixo x (o <I) diz-se que o inibidor se liga preferencialmente ao
complexo enzima-substrato. Ha ainda a possibilidade das retas do grafico duplo

reciproco (Figura 1.6) se interceptarem a esquerda do eixo y e sobre 0 €ixo X,
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sendo neste caso a=1 e assim a afinidade do inibidor pela enzima livre e pelo

complexo enzima-substrato sdo equivalentes (COPELAND, 2005).

1

FIGURA 1.6 - Gréafico duplo reciproco de inibidor ndo competitivo (o= 1) (COPELAND,
2005).

1.4.3 - Incompetitiva

Inibidores incompetitivos séo definidos como aqueles que se ligam
exclusivamente ao complexo enzima-substrato, apresentando assim baixa ou
nenhuma afinidade pela enzima livre. Dessa forma, neste tipo de inibicdo ambos
os valores de Ky, e Vmax aparente diminuem com aumento da concentragdo do
inibidor (COPELAND, 2005). O grafico duplo reciproco é representado por

retas paralelas (Figura 1.7).
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FIGURA 1.7 - Gréfico duplo reciproco de inibidor incompetitivo (COPELAND, 2005).

1.5 - Inibidores das Catepsinas

Como demonstrado anteriormente, as catepsinas estdo associadas a
um grande nimero de patologias, sendo, portanto de grande interesse a busca
por novos inibidores enzimaticos potentes e seletivos.

Um dos primeiros inibidores estudados sobre as catepsinas foi o L-
trans-epoxisuccinil-leucilamido (4-guanidino) butano, originalmente isolado do
fungo Aspergillus japonicus e conhecido por E-64 (Figura 1.8). Este composto
se liga de forma covalente e irreversivel a enzima. Estudos demonstraram que o
E-64 apresenta atividade inibitdria potente sobre as catepsinas, mas nao permite
distinguir dentre as varias enzimas desta classe sendo vastamente utilizado como
controle positivo em ensaios envolvendo inibi¢do das cisteino proteases. Sabe-se
que além das catepsinas, 0 E-64 tambem é capaz de se ligar covalentemente a
outras proteases como, por exemplo, as calpainas, que sdo cisteino proteases ndo
lisossomais (PALERMO & JOYCE, 2007).
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FIGURA 1.8 - Estrutura da substancia E-64 que atua como inibidor irreversivel sobre as
catepsinas.

Tendo em vista a necessidade de investigacdo de inibidores
reversiveis, potentes e seletivos para as catepsinas, estudos do extrato aceténico
de galhos e folhas de Taxodium mucronatum (Taxodiaceae) e do extrato
metanolico das folhas de Cycas guizhouensis (Cycadaceae) levaram ao
iIsolamento de biflavonas com expressiva atividade inibitoria sobre as catepsinas
B e K, sendo os valores de 1Cs, determinados para a catepsina B (Figura 1.9)
(PAN et al., 2005; ZENG et al., 2006).

OH o

Amentoflavona 1Cgp= 1,17 uM Hinoquiflavona ICsy= 0,58 uM

FIGURA 1.9 - Biflavonoides isolados de Taxodium mucronatum e Cycas guizhouensis como
inibidores da catepsina B.

Trabalhos anteriormente desenvolvidos pelo Grupo de Produtos
Naturais da UFSCar na busca por inibidores das catepsinas revelaram a
atividade inibitéria a baixo micromolar de alcaloides acridonicos (Figura 1.10)
sobre a catepsina V, isolados do extrato metanolico da casca do caule da
Swinglea glutinosa (Bl.) Merr. (Rutaceae). Os estudos da cinética demonstraram
ainda que estes compostos atuam como inibidores competitivos da catepsina V

(SEVERINO et al., 2011).
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FIGURA 1.10 - Alcaloides acridonicos inibidores da catepsina V.

Particularmente nos ultimos anos houve um aumento crescente do
interesse de indlstrias farmacéuticas por inibidores das cisteino proteases que
possuem papel crucial na terapia de diversas patologias como foi anteriormente
apresentado. Catepsina K € uma cisteino protease predominantemente expressa
em osteoclastos, possui papel fundamental na degradacdo da matriz 0ssea e se
tornou alvo atrativo na terapia da osteoporose e artrite reumatoide (YASUDA et
al., 2005; BROMME; LECAILLE, 2009; COSTA et al., 2011; ASADUL et al.,
2013).

Apesar de nenhum medicamento inibidor da catepsina K ter sido
ainda aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), exemplos
promissores de inibidores da catepsina K (Figura 1.11) encontram-se atualmente
em fase de desenvolvimento em testes clinicos e pré-clinicos, tais como
balicatib® (Novartis) em fase Il e relicatib® (GlaxoSmithKline) em fase 1. No
entanto, recentemente ambos foram descontinuados devido aos efeitos adversos
apresentados pela falta de especificidade (BOONEN et al., 2012), e odanacatib®
(Merck) em fase Il que atualmente se encontra sob intensas investigacdes
clinicas (BROMME & LECAILLE, 2009; STOCK et al., 2009; COSTA et al.,
2011; BOONEN et al., 2012).
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FIGURA 1.11 - Inibidores da catepsina K em testes clinicos e pre-clinicos.

Odanacatib

Atualmente existe na literatura uma grande quantidade de inibidores
das catepsinas B e L obtidos sinteticamente tais como substéncias derivadas do
epoxisucinil (KATUNUMA et al., 2002; TOMOO, 2010), diazometilcetonas e
cistatinas (SHENOY & SIVARAMAN, 2011), contudo inibidores provenientes
de fontes naturais ainda sdo escassos. Diante disso, permanece a necessidade da
busca de novos inibidores de cisteino proteases que sejam potentes, seletivos e
reversiveis com o intuito de auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos
antitumorais mais seguros, eficazes e menos tOxicos, pois 0 cancer com seus
indices crescentes de mortalidade apresenta-se como um grave problema de

salide publica.

1.6 - Plantas do Cerrado como Fonte de Produtos Naturais

Bioativos

A procura por inibidores em espécies vegetais que possam ser
utilizados como protétipos em testes farmacoldgicos sdo uma das formas
racionais adotadas para a busca de novos de farmacos, devido a grande
diversidade de metabdlitos que podem ser adquiridos a partir do reino vegetal
(NISBET & MOORE, 1997; CRAGG & NEWMAN, 2013; LAHLOU, 2013).
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Neste contexto, a triagem de uma variedade de extratos assim como
a determinacdo dos alvos farmacoldgicos especificos e escolha de técnicas
cromatograficas adequadas sdo estrategias adotadas em estudos quimicos e
bioldgicos para obtencéo eficaz de novos protétipos (BAKER et al., 2007).

O cerrado é o segundo maior bioma do Brasil, ocupa 22 % do
territorio nacional, detem 5 % da biodiversidade do planeta, porém um dos
biomas mais ameacados do pais. Em relacdo a diversidade bioldgica apresenta
extrema abundéncia de espécies endémicas ainda pouco exploradas do ponto de
vista quimico. Contudo devido as queimadas, exploracdo predatdria e ocupacgéo
humana inUmeras espécies correm risco de extingdo (MMA, 2014).

A seguir encontra-se a descri¢ao das sete plantas do cerrado paulista
selecionadas para investigacdo e busca por compostos bioativos que possam
atuar como inibidores de cisteino proteases. Vale ressaltar que 0s critérios
adotados para selecdo das espécies foram baseados no uso na medicina popular
tradicional, presenca de metabolitos secundarios e falta de estudo quimico

descrito na literatura.

1.6.1 - Tabebuia ochracea (Cham.) Standl.

O género Tabebuia (Bignoniaceae) compreende cerca 253 espécies,
com varias cores de flor. E uma planta nativa do cerrado brasileiro, conhecida
popularmente como ipé-do-campo, pau-darco-do-campo, pilva, taruma
(ISHARA et al., 2008).

Alcaloides extraidos das folhas de espécies do mesmo género
apresentaram potente atividade antitumoral in vitro (SATHIYA &
MUTHUCHELIAN, 2010). O lenho e as raizes de algumas espécies de
Tabebuia contém lapachol, uma quinona com atividade antitumoral (VIANA et
al., 2003).
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1.6.2 - Memora axillaris K. Schum.

Pertencente a familia Bignoniaceae, conhecida popularmente como
ciganinha. Este género apresenta 72 espécies (ISHARA et al., 2008), sendo a
Memora axillaris nativa do Brasil e muito freqiiente no cerrado (GRASSI et al.,
2005). Auséncia de estudos quimicos sobre esta espécie motivou o
desenvolvimento do presente trabalho.

Espécies desse género apresentam comprovada atividade
alelopatica de compostos isolados de extratos obtidos das folhas e do lenho
(GRASSI et al., 2005).

1.6.3 - Vochysia tucanorum Mart.

Conhecida popularmente como pau-de-tucano, vinheiro-do-mato,
pau-de-vinho, coxa-de-frango, pau-terra, cinzeira, pao-doce, vinhético.

Vochysia tucanorum (Vochysiaceae) e outras espécies de seu
género sdo utilizadas como anticancerigenas na medicina tradicional em
comunidades da América do Sul. Em relacdo ao perfil quimico no género
Vochysia tem-se descrito presenca de flavonoides, flavonas e flavonols
(GOMES et al., 2009).

1.6.4 - Dalbergia miscolobium Benth.

E uma espécie tipica do cerrado, surgindo no meio do campo
aberto, e possui distribuicdo neotropical. Pertence a familia Fabaceae e
subfamilia Faboideae. Na familia Fabaceae é comumente encontrada a presenca
de terpenos e isoflavonoides. Este género apresenta cerca de 500 espécies.

Dalbergia miscolobium Benth. € popularmente conhecida como caviuna-do-
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cerrado e sapuvussu (GIBBS & SASSAKI, 1998), sendo utilizada como planta

ornamental e a casca fornece corante usado em tinturaria.

1.6.5 - Erythroxylum suberosum St. Hil.

Espécie pertencente ao género Erythroxylum (Erythroxilaceae) que
compreende aproximadamente 250 espécies. De Erythroxylum catuaba extrai-se
um pretenso afrodisiaco chamado catuaba e Erytroxylum novogranatensis €
utilizada em refrigerantes do tipo "Coca". Alcaloides tropanicos extraidos das
raizes de Erythroxylum pungens apresentaram atividade citotoxica em linhagens
de células tumorais (SENA et al., 2010).

1.6.6 - Drimys brasiliensis Miers.

Popularmente conhecida com cataia ou casca-de-anta, € uma planta
restrita da América do Sul. Usada na medicina popular como antiinflamatoria e
analgesica. Os membros dessa familia possuem folhas e cascas aromaticas,
sendo muito utilizadas na extracdo de oleo essencial.

Os principais constituintes identificados em plantas do género
Drimys (Winteraceae) foram monoterpenos e sesquiterpenos (LAGO et al.,
2010).

1.6.7 - Myrcia lingua Berg.

Plantas do género Myrcia (Myrtaceae) sdo utilizadas na medicina
popular para o tratamento de diabetes, diarréia e disenteria. Analises
fitoquimicas de varias espécies do género revelaram a presenca de triterpenos,
flavononas e flavonas (GOVAERTS, 2010). O género Myrcia € um dos maiores

géneros da familia Myrtaceae e compreende mais de 300 espécies espalhadas
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em todo o territorio brasileiro (CERQUEIRA et al., 2007; STEFANELLO et al.,
2010). A M. multiflora (Lam). DC. é utilizada como hipoglicemiante na forma
de infusdo. Outros estudos do género relataram a atividade dos extratos de
folnas de M. fallax (Rich) DC. sobre as células cancerigenas KB
(YOSHIKAWA et al., 1998; LIMBERGER et al., 2004; GOVAERTS et al.,
2010; BATISTA et al, 2011) Popularmente conhecida como goiabinha
(SAPORETTI et al., 2003) até o momento ndo ha relatos do estudo fitoquimico
da Myrcia lingua Berg. na literatura e também ndo foram encontrados registros

do uso desta espécie na medicina popular.

FIGURA 1.12 - Imagem ilustrativa da espécie Myrcia lingua Berg.
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2—- OBJETIVO GERAL (PARTE I)

Realizar o estudo biomonitorado de extratos de plantas do cerrado
paulista na busca de inibidores das catepsinas B e L como possiveis protétipos
gue possam contribuir no estudo e desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos do cancer atuando no bloqueio das metastases.

2.1 - Objetivos especificos

1. Avaliar extratos e parti¢des liquido-liquido de diferentes espécies
do cerrado, sobre as catepsinas B e L;

2. Selecionar as fragGes promissoras para o estudo biomonitorado.

3. Isolar e identificar os metabolitos responsaveis pela inibicdo
enzimatica.

4. Elucidar estruturas dos compostos através de técnicas
espectromeétricas.

5. Determinar a poténcia (ICsg) dos inibidores.

6. Realizar modificacGes estruturais e avaliar contribuicdo dos
grupos funcionais sobre a atividade enzimatica.

7. Determinar o mecanismo de acdo e a constante de afinidade (Kj)

dos inibidores mais promissores sobre CTSB e CTSL.
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3- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL (PARTE I)

3.1 - Materiais

3.1.1 - Materiais cromatograficos

. Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA),
preparadas em folhas de aluminio com silica gel 60 F254, com 0,2 mm de
didmetro (Merck).

. Cromatografia por adsor¢cdo: cromatografia em coluna
(CC), utilizando como fases estacionarias silica gel 60 70-230 mesh e 230-400
mesh (Merck).

. Cromatografia por exclusdo: cromatografia em coluna,
utilizando com fase estaciondria Sephadex LH-20 (Amersham Pharmacia
Biotech AB).

3.1.2 - Solventes e Reagentes

. Solventes comerciais destilados na sala de destilacdo do
Departamento de Quimica da UFSCar.

. Solventes deuterados (Merck e Sigma Aldrich).

Inibidor irreversivel das cisteino peptidases E-64 (Sigma
Aldrich).

DTE (Sigma Aldrich).
Substrato Z-Phe-Arg-MCA (Sigma Aldrich).
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3.1.3 - Enzimas

. Catepsina L humana recombinante expressa em Pichia
pastoris de acordo com metodologia descrita por LINNEVERS et al., 1997,
sendo fornecida pelo Prof. Dr. Marcio F. M. Alves.

. Catepsina B extraida de figado humano (Sigma Aldrich).
3.1.4 - Reveladores

. Cémara de luz UV (A 254 nm e 365 nm).

. Solucdo de vanilina em &cido sulfdrico [vanilina (3 g) foi
dissolvida em uma solugdo contendo 135 ml de &gua destilada, 135 ml de
MeOH e 3 ml de H,SO,4 concentrado].

3.2 - Equipamentos

3.2.1 - Dispersor usado na extracao

= Ultra-Turrax IKA T25 basic.

3.2.2 - Evaporadores rotativos

. BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI B-
490 e recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.

3.2.3 - Balanca analitica

= Sartorius modelo BP210S.
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3.2.4 - Camarade UV

- Cabine tipo Spectroline modelo CM-10 com luz tipo
Spectroline modelo ENF- 260C.

3.2.5 - Espectrometro de Ressonancia Magnetica Nuclear

. Brucker DRX 9,4 T (400 MHz para espectros de RMN de
'H e 100 MHz para espectros de RMN de **C) - DQ/UFSCar.

3.2.6 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

. Shimadzu LC-10AD (Preparative Liquid Chromatograph),

coluna de fase estacionaria C-18 ODS Phenomenex (150 x 4,6 mm).

3.2.7 - Espectrofluorimetro

. Leito de Placa de ELISA: Molecular Devices Corporation-
Spectra MAX GEMINI XS.

3.3 - Procedimento Experimental

Os procedimentos para a realizacdo do estudo biomonitorado do
trabalho, assim como a preparacdo dos extratos vegetais, fracionamentos,
isolamentos, identificacdo das substancias e ensaios enzimaticos foram
realizados no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais do Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Sédo Carlos.
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3.3.1 - Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas, galhos e raizes das sete espécies selecionadas (Tabebuia
ochracea; Memora axillaris; Vochysia tucanorum; Dalbergia miscolobium;
Erythroxylum suberosum; Drimys brasiliensis; Myrcia lingua) foram coletados
na cidade de Sdo Carlos-SP em maio de 2011 no cerrado da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar) sendo identificados pela Profd. Dré. Maria Inés
Salgueiro Lima, Departamento de Botanica da Universidade Federal de S&o
Carlos-SP. Um exemplar da espécie M. lingua (8366) foi depositado no
Herbario do Departamento de Botanica (HUFSCar) da Universidade Federal de

Sao Carlos, Brasil.

3.3.2 - Obtencéo de extratos e fracoes

As partes vegetais (folhas, galhos e raizes) das espécies coletadas
foram secas em estufa a 40 °C com circula¢do durante aproximadamente dez
dias e posteriormente trituradas em moinho. O material seco e moido foi
extraido em etanol no extrator Ika Ultra Turrax (T 25) por 5 minutos, 20.000
rpm a temperatura ambiente em uma proporcao de trés extracdo a cada 200 g de
massa vegetal. O extrato etandlico liquido foi filtrado e concentrado sob presséo
reduzida em evaporador rotativo. As massas das partes vegetais, assim como dos

extratos brutos obtidos a partir de cada uma delas estdo descritas na Tabela 3.1.
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Extrato

Fracao

Fracao Hexanica Hidroalcoolica

Fragdo Acetato de
Etila

Fracao
Hidroalcoolica

ESQUEMA 3.1 - Fluxograma da particao liquido-liquido dos extratos.
Condicéo I: Suspensdo em EtOH : H,0 (3:1) e extracdo com hexano.

Condicéo Il: Extragdo com AcOEt e fracao hidroalcdolica.

No total foram preparados 15 extratos e todos foram ensaiados
sobre a CTSB e CTSL. Os extratos obtidos foram submetidos a parti¢do liquido-
liquido, utilizando como solvente hexano e acetato de etila em uma solugdo
etanol/agua (1:3) contendo o extrato. Ao final do processo obtiveram-se trés
fracOes a partir de cada extrato (Esquema 3.1), as quais foram ensaiadas sobre as
cisteino proteases. Destes, 0s mais ativos com atividade superior a 70 % de
inibicdo em uma dosagem de 125 pg/ml foram selecionados para estudos de
maior profundidade, com o intuito de isolar os metabdlitos responsaveis pela

atividade inibitdria sobre as catepsinas.
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TABELA 3.1 - Relacdo do material vegetal, extratos e suas respectivas massas obtidas.

L . Parte vegetal/ Cddigo Massa dos
Espécie
massa (g) extratos (Q)
Drimvs brasiliensis Caules/ 120,0 DBCE 10,0
y Folhas/ 108,0 DBFE 30,0
Caules/ 120,0 MACE 50
Memora axillaris Folhas/ 148,0 MAFE 14,0
Raizes/ 42,0 MARE 4,0
Tabebuia Caules/ 144,0 TOCE 4,0
ochraceae Folhas/ 144,0 TOFE 14,0
Erythroxilum Caules/ 132,0 ESCE 10,0
suberosum Folhas/ 144,0 ESFE 38,0
Vochysia Caules/ 320,0 VTCE 22,0
tucanorum Folhas/ 372,0 VTFE 42,0
Dalbergia Caules/ 684,0 DMCE 52,0
miscolobium Folhas/ 192,0 DMFE 20,0
Mvrcia linaua Caules/ 228,0 MLCE 24.0
y g Folhas/ 90,0 MLFE 32,2

C= caule; F= folhas; E= extrato.

3.3.3 - Metodologia para isolamento dos metabolitos de Myrcia

lingua Berg.

3.3.3.1 - Fracionamento da fracdo hexanica MLF1

A fracdo hexanica (MLF1) do extrato etandlico das folhas de
Myrcia lingua Berg. contendo 1,1 g foi submetida a cromatografia em coluna de
silica gel (70-230 Mesh) como fase estacionaria (¢ x h= 4,0 x 20,0 cm) e como
fase mdvel mistura dos solventes hexano e acetato de etila em elui¢do isocratica
(9:1) como demonstrado no Esquema 3.2. Esta separacao forneceu nove fragoes

e todas foram ensaiadas sobre a CTSB e CTSL a fim de avaliar o potencial
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inibitério de cada uma delas e dessa forma dar seguimento no processo de

isolamento dos metabdlitos ativos mediante os resultados apresentados.

B MLF11
m MLF12
= MLF13
]
[~ MLF14
| MLF1 Hexano == MLF15
MLFE 322 g MLF2Acetato | MLF16
Hid r?aligésolica ] MLF17
— MLF18
= MLF19

ESQUEMA 3.2 - Fracionamento da fracdo MLFL1.
Condicéo I: Suspensdo em EtOH : H,0 (3:1). Extracdo com Hexano e AcOEt.
Condicéo Il: Coluna ¢ x h=4,0 x 20,0 cm. Eluicdo isocréatica: Hex : AcOEt (9:1).

Na fracdo MLF14 (397,4 mg) verificou-se a presenca de um 6leo
amarelado, identificado como uma mistura acidos anacardicos insaturados;
apesar de apresentar-se como uma mistura, esta fracdo foi codificada como
substéncia I.

As fragbes MLF16 (11,4 mg) e MLF17 (39,9 mg) também
mostraram atividade inibitoria sobre as cisteino proteases. E devido ao fato de
apresentarem semelhante perfil cromatografico em CCD e em RMN de 'H,
ambas foram reunidas formando a nova fragdo MLF16-7 (51,3 mg). Esta fracdo
foi submetida a cromatografia por adsorcdo em coluna e a combinacdo deu
origem a nove subfracdes. Entretanto dentre todas as subfragdes ensaiadas, a
fracdo MLF16-7G (6,7 mg) foi a que apresentou atividade inibitoria e através do

espectro de RMN de *H verificou-se que era a substancia I, previamente isolada.
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3.3.3.2 - Fracionamento da fracdo acetato de etila MLF2

A fracéo acetato de etila (MLF2) das folhas de Myrcia lingua Berg.
contendo 12,0 g foi submetida a cromatografia flash (230-400 Mesh) (¢ x h=6,0
x 22,0 cm) e como fase movel utilizou-se mistura dos solventes hexano e acetato
de etila em eluigdo isocratica (2:8) como demonstrado resumidamente no
Esquema 3.3. Esta separacdo forneceu onze fragbes. As subfracdes MLF291
(121 mg) e MLF292 (3,2 g) apresentaram atividade inibitoria superior a 70 % na
dosagem de 125 pg/ ml e foram selecionadas para os procedimentos
subsequentes com o0 objetivo de isolar os metabolitos secundarios responsaveis

pela inibicdo enzimatica.

4 MLF21

H  MLF22

H  MLF23

I H mirs

I MLF1 Hexano| MLF25
MLFE 322 g METZACEIRO v Fo
Hidroaleeolical [I_ MLF27

L MLF28

H MLF29

H MLF201

L MLF292

ESQUEMA 3.3 - Fracionamento da fragdo MLF2.
Condigéo I: Suspensdo em EtOH: H,0O (3:1). Extragdo com Hexano e AcOEt.
Condicao II: Coluna ¢ x h= 6,0 x 22,0 cm. Eluicdo isocratica: Hex: AcOEt (2:8).
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Através do refracionamento de MLF-291 e MLF-292 (Esquema
3.4), obtiveram-se novas subfracdes que permitiram o isolamento de substancias
ativas, dentre elas flavonoides glicosilados e derivados do &cido chiquimico.

A subfragdo MLF-292E (14,5 mg) (Esquema 3.4) apresenta-se
como um solido marrom, refere-se ao &cido quinico (5,2 mg) e foi identificada
como a substancia I1. No segundo processo, a subfragdo MLF-291L (65 mg) foi
novamente submetida a cromatografia em coluna com Sephadex LH-20 e
através do espectro de RMN de 'H verificou-se que a subfracio MLF-291L-1

(36,3 mq) era a substancia 11, previamente isolada.

= 291-G

= 291-H

MLEF291 (121 mg) 291-1

| H 291-)

= 29]-L
MLF2 (12 g) 1 200E

m B 292-F

H 292G

MLF292 (3,2 g)

= 292-H

292-1

292-)

ESQUEMA 3.4 - Resumo do fracionamento das fracdes MLF291 e MLF292.

Condicao I: Coluna ¢ x h=6,0 x 22,0 cm. Eluicdo isocrética: Hex: AcOEt (8:2).

Condicao Il: Coluna Sephadex LH-20 ¢ x h= 2,0 x 140,0 cm. Eluicdo isocratica: MeOH:
CH.Cl, (1:2).

Condicao Il1: Coluna Sephadex LH-20 ¢ x h= 4,0 x 55,0 cm. Eluigdo isocratica: MeOH.

Todos os grupos provenientes de MLF-291 e MLF-292 foram

analisados por RMN de 'H onde se verificou a presenca de substancias com

31



perfil aromatico caracteristico da classe dos flavonoides, despertando assim
interesse na busca por inibidores potenciais das cisteino proteases. Seguiu-se 0
trabalho de fracionamento, onde as fracbes MLF-291H e | foram reunidas (4,8
mg) por semelhanca espectroscopica, submetidas a cromatografia conforme
Esquema 3.5, onde se obteve as subfragdes 291HI-2 (1,5 mg) e 291HI-4 (0,7
mg), identificadas como as substancias 111 e 1V, referentes ao acido galico e
acido protocatecuico, respectivamente. As demais subfrages foram verificadas

por CCD e RMN de *H e continham principalmente pigmentos.

MLF 291-HI (4,8
mg)

| |
I 1 | | | | | | 1 |

291-HI1 291-HI 2 ‘ 291-HI1 3 291-Hl 4 ‘ 291-H1 5 291-H1 6

ESQUEMA 3.5 - Fracionamento da fracdo MLF291-HI.
Condicéo I: Coluna Sephadex LH-20 ¢ x h= 4,0 x 55,0 cm. Elui¢&o isocratica: MeOH.

Analises de RMN de *H permitiram identificar sinais referentes ao
grupamento acetato na fracdo MLF291-G (15,3 mg), sendo assim submetida a
cromatografia com Sephadex LH-20 (1,5 x 47 cm) com elui¢do isocratica em
MeOH, obtendo-se trés subfracbes. Em seguida a subfracdo MLF291-G2 (6,5
mg) obtida foi submetida a separacdo por CLAE utilizando coluna C-18
Phenomenex Luna 10 pm (1,0 x 25 cm) com fluxo continuo de 4,0 ml/min e
eluicdo isocratica em acetonitrila/H,O (20:80, v/v) (Esquema 3.6). A deteccédo
foi monitorada em 240 e 350 nm, resultando no isolamento do flavonoide
miricetina 3-O-(4’’-0-acetil)-a-ramnosideo, identificada como substancia V (0,8

mg) e se apresentou como um solido amarelado.

32



MLF 291-G
(15,3 mg) I

‘ 291-G1 291-G2 291-G3

1] L
Substancia V

ESQUEMA 3.6 - Fracionamento da fragdo MLF291-G.
Condigéo I: Coluna Sephadex LH-20 ¢ x h=1,5 x 47,0 cm. Eluigdo isocratica: MeOH

Condicgéo I1: CLAE coluna C-18 Phenomenex Luna 10 um (1,0 x 25 cm) com fluxo continuo

de 4,0 ml/min. Eluicdo isocratica: acetonitrila/H,O (20:80, v/v).

A amostra MLF292-H (16,5 mg) foi refracionada (Esquema 3.7)
por cromatografia com Sephadex LH-20 como fase estacionaria. Da subfracdo
292-H2 foi possivel o isolamento de um solido amarelo identificado como
miricetina 3-O-a-ramnosideo (substéancia VI) (2,1 mg). A substancia VI se
apresentou como majoritaria nas demais fragbes estudadas proveniente do
acetato das folhas de M. lingua, sendo assim submetida a sucessivos processos
de purificacdo e isolada atraves da cromatografia com Sephadex LH-20 como
fase estacionaria em diversas outras subfracdes descritas a sequir: MLF294-G2A
(5,3 mg); MLF294-F4D (12,6 mg); MLF294-F3B1 (6,4 mg); MLF-294I-5-C
(11,1 mg).

Seguindo o processo de isolamento e busca de compostos ativos, da
fragdo MLF292-H (16,5 mg) (Esquema 3.7) também foi possivel isolar
miricetina 3-O-B-glucosideo presente na subfracdo MLF292-H3C e identificada
como substancia VII (1,7 mg). As demais fragGes continham principalmente

pigmentos.
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. = 292-H3A
= 292-H1
m 292-H3B
m 292-H2
| = 292-H3C
= 292-H3 -
MLF292-H = - 292-H3D
- 292-H4
= 292-H3E
= 292-H5
- 292-H3F
- 292-H6

ESQUEMA 3.7 - Fracionamento da fracdo MLF292-H.
Condicéo I: Coluna Sephadex LH-20 ¢ x h= 1,5 x 47,0 cm. Eluicdo isocratica: MeOH
Condicéo Il: Coluna Sephadex LH-20 ¢ x h= 1,5 x 47,0 cm. Eluicéo isocratica: MeOH

A amostra MLF292-F (45 mg) foi refracionada por cromatografia
Sephadex LH-20 com elui¢do isocratica em MeOH, obtendo-se seis novas
subfracbes. A fracdo 292F-4 (15,3 mg) foi novamente submetida a
cromatografia com Sephadex LH-20 e obteve-se 5 subfracfes. Posteriormente, o
isolamento da quercetina 3-O-a-ramnosideo (substancia VI11) (0,8 mg) presente
na subfracdo 292F-4B (6,5 mg) foi realizado por CLAE utilizando coluna C-18
Phenomenex Luna 10 pm (1,0 x 25 cm) com fluxo continuo de 4,0 ml/min e
eluicdo isocratica em acetonitrila/H,O (20:80, v/v) (Esquema 3.8). A deteccédo
foi monitorada em 240 e 350 nm e verificou-se que as demais fragdes continham

majoritariamente pigmento.
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- 292-F1
]
- 292-F2 —  292-F4A
|
m 292-F3 m 292-FAB substancia VIl1
MLF292-F (=

= 292-F4 -~ 202-FAC i

- 292-F5 H 292-F4D

. 292-F6 — 292-F4E

ESQUEMA 3.8 - Fracionamento da fragdo MLF292-F.

Condicéo I: Coluna Sephadex LH-20 ¢ x h= 1,5 x 47,0 cm. Eluicdo isocratica: MeOH.
Condicéo Il: Coluna Sephadex LH-20 ¢ x h= 1,5 x 47,0 cm. Eluicéo isocratica: MeOH.
Condicéo Ill: CLAE coluna C-18 Phenomenex Luna 10 pum (1,0 x 25 cm) com fluxo continuo

de 4,0 ml/min. Eluic&o isocratica: acetonitrila/H,O (20: 80, v/v).

3.3.3.3 - Fracionamento da fracédo hexanica MLC1

A fracdo hexanica (MLC1) dos caules de Myrcia lingua contendo
1,17 g foi submetida a cromatografia em coluna contendo silica gel (70-230
Mesh) como fase estacionaria (¢ x h= 4,0 x 40,0 cm) e como fase mdvel mistura
dos solventes hexano e acetona em elui¢do isocratica (8:2) como demonstrado
resumidamente no Esquema 3.9. Esta separacdo forneceu seis fragcdes e todas

foram ensaiadas sobre as catepsinas B e L.
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— MLC1A
— MLC1B
]
— MLC1C
— MLC1Hexano =
[
— MLC1D
MLCE 24 MLC2
g Acetato de Etila
— MLCI1E
MLC3
Hidroalcoolica
— MLCI1F

ESQUEMA 3.9 - Fracionamento da fragdo MLCE.
Condicéo I: Suspensdo em EtOH : H,O (3:1). Extracdo com Hexano e AcOEt.

Condicéo IlI: Coluna ¢ x h=4,0 x 40,0 cm. Eluicédo isocréatica: Hex : Acetona (8:2).

Através do refracionamento de MLC-1B (440 mg) e MLC-1C
(249,7 mg), como esta demonstrado no Esquema 3.10, obtiveram-se novas
subfracbes onde se verificou a presenca de compostos triterpénicos majoritarios.
Todos os grupos foram analisados por CCD e RMN de 'H, sendo reunidos em
novas fracbes atraves da semelhanca espectroscopica e submetidos a novos

refracionamentos para o isolamento dos compostos ativos.

36



m 1BA

T - 1BB

MLC1B mE 1BC

— 1BD

- 1BE
MLC1 =
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MLC1C m

= 1CC

- 1CD

ESQUEMA 3.10 - Fracionamento da fracdo MLC-1B e MLC-1C.
Condicéo I: Coluna ¢ x h=4,0 x 40,0 cm. Eluicdo isocréatica: Hex : Acetona (8:2).
Condicéo IlI: Coluna ¢ x h= 2,5 x 35,0 cm. Eluicdo isocréatica: Hex : Acetona (8:2).

Condicéo Ill: Coluna ¢ x h=1,5x 56,0 cm. Eluicéo isocratica: Hex : Acetona (8:2).

Da fracdo MLC-1CB (6,5 mg) obteve-se um solido branco amorfo
identificado como é&cido acetil ursolico e codificada como substancia IX.
Seguindo o isolamento, a nova fragio MLC-1BE (94,7 mg) foi submetida a
cromatografia com Sephadex-LH20 conforme demonstrado no Esquema 3.11.
Através de RMN de *H verificou-se que a subfracdo 1BE-3 (1,9 mg) era o 4cido
acetil ursolico (1X), previamente isolado, e a subfracdo 1BE-5 era o0 &cido 3-epi-
ursolico (2,4 mg) identificado como substancia X. Também se pode perceber
que a subfracdo 1BE-8 (2,0 mg) continha uma mistura de acido ursolico e

oleandlico aparentemente em quantidades equivalentes (XI).
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= 1BE-1

— 1BE-2

[~ 1BE-3

B 1BE-4

MLC-1BE

— 1BE-5

— 1BE-6

— 1BE-7

- 1BE-8

ESQUEMA 3.11 - Fracionamento da fracdo MLC-1BE.
Condicéo I: Coluna ¢ x h=1,5 x 30,0 cm. Eluicdo isocratica: Hex : Acetona (9:1).

O é&cido acetil ursolico (1X) foi obtido em quantidades maiores em
diversas subfracbes tais como 1BC-2 (37 mg), 1BC-3 (35 mg), 1BC-4 (3 mg),
1BC-5 (19 mg), 1BC-6 (5,3 mg) e 1CA-1 (11,8 mg) tornando-se assim
majoritario na fracdo hexanica do caule. A fracdo MLC-1BC-1 (12,5 mg) foi
posteriormente submetida a uma coluna cromatografica em Sephadex LH-20
como fase estacionaria (¢ x h= 2,5 x 34,0 cm), com eluicéo isocratica utilizando
os solventes diclorometano e metanol (1:1) como fase mdvel, conforme
demonstrado no Esquema 3.12. Todos os grupos obtidos foram avaliados por
RMN de 'H, proporcionando assim o isolamento do orselinato de metila (0,4

mg) da fragdo 1BC1-D, sendo identificado como substancia XII.
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m 1BC-1A
I
= 1BC-1B
n 1BC-1 =
— 1BC-1C
= 1BC-2
| — 1BC-1D
" 1BC-3
MLC-1BC =
B 1BC-4
— 1BC-5
- 1BC-6

ESQUEMA 3.12 - Fracionamento da fragdo MLC-1BC.

Condicéo I: Coluna ¢ x h=2,5 x 30,0 cm. Eluicéo isocréatica: Hex : AcOEt (9:1).
Condicéo Il: Coluna Sephadex LH-20 ¢ x h= 2,5 x 34,0 cm. Eluicéo isocratica: MeOH :
CH.Cl, (1:1).

A fracdo MLC-1CD (62,7 mg) foi submetida a cromatografia em
coluna contendo silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionaria (¢ x h= 2,0 x
35,0 cm) e como fase mdvel mistura dos solventes hexano e acetona em eluicéo

isocratica (9:1) como demonstrado no Esquema 3.13.

‘ MLC-1CD ‘ I

1CD-1 1CD-2 1CD-3 1CD-4

ESQUEMA 3.13 - Fracionamento da fracdo MLC-1CD.
Condicao I: Coluna ¢ x h=2,5 x 30,0 cm. Eluicéo isocrética: Hex : Acetona (9:1).
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Esta separacdo forneceu quatro subfracbes, sendo que através de
RMN de 'H e de **C verificou-se que a subfracdo 1CD-4 (1,2 mg) tratava-se do

acido ursolico, identificado como substancia XII1.

3.3.4 - ModificacOes estruturais

3.3.4.1 - Reacdo de hidrogenacdo da substancia | para obtencdo

da substancia X1V

Em um baldo de fundo redondo sob agitacdo magnetica adicionou-
se paladio 10 % em carvao ativo (1 mg) e a mistura de acidos anacardicos (1)
(41 mg) em metanol (2 ml) deixando-se a atmosfera do baldo sob H, e
temperatura ambiente. Apos 2 horas de reacéo, filtrou-se a solu¢gdo em uma
coluna previamente empacotada com carvdo, celite, silica e algodao.
Posteriormente, evaporou-se o solvente a pressdo reduzida em rotaevaporador e
obteve-se como produto um sélido amarelado referente ao acido anacardico

reduzido, denominado substancia X1V (29,1 mg).

3.3.4.2 - Reacdo de hidrolise da substancia VI para obtencéo da

substancia XV

Em um baldo de fundo redondo o flavonoide glicosilado,
previamente identificado como substancia VI (20 mg), foi dissolvido em EtOH-
10 % HCI e refluxado por periodo de 2 horas. Apds este periodo, procedeu-se a
extracdo sendo a mistura obtida diluida com &gua destilada e extraida com
AcOEt. Apds extracdo da porcdo glicosidica, ramnose foi identificada na fase
aguosa e aglicona permaneceu na fase orgéanica, sendo confirmada por CCD. O
produto obtido foi identificado com substancia XV (PIZZOLATTI et al., 2003).
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3.3.4.3 - Reacdo de metilacdo da quercetina (I-SA) para obtencao
das substancias XVI, XVIl e XVIII

A reacdo de metilacdo ocorreu com diazometano, ap0s preparar-se
uma solucdo dissolvendo 2,1 g de p-toluilsulfonilmetilnitrosamida em 30 ml de
éter etilico. Posterior resfriamento da solucdo em banho de gelo transferiu-se
para baldo de destilagdo e acrescentou-se solucdo de 0,4 g de KOH em 10 ml de
EtOH. Posteriormente, deixou-se o0 sistema em repouso por 5 minutos em banho
de gelo e iniciou-se a destilacdo em banho de 6leo e coleta do diazometano.

Apos obtencdo do diazometano, acrescentou-se uma aliquota do
destilado a substancia I-SA em temperatura ambiente até completa liberacdo dos
gases (N2) na capela. A reacdo foi acompanhada por CCD e a mistura de
produtos metilados foi submetida a cromatografia por exclusdo obtendo-se
assim as substancias XVI, XVII e XVIII.

3.3.4.4 - Reacao de metilacdo da substancia IX para obtencao da

substancia XIX

A reacdo de metilacdo ocorreu com diazometano conforme
descricdo anteriormente mencionada no item 3.3.4.3. Ap6s completa reacdo na

capela, obteve-se composto sélido puro identificado com substancia XIX.

3.345 - Reacdo de oxidacdo de III-SA para obtencdo da

substancia XX

Em um baldo volumétrico, dissolveu-se a substancia I11-SA (15

mg) em 25 ml de CH,Cl,. Posteriormente acrescentou-se 50 mg de PCC e

manteve-se sob agitagdo a temperatura ambiente por 1 hora. A reacdo foi

acompanhada por CCD e seguiu-se o isolamento, onde a mistura foi submetida a
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cromatografia por exclusdo obtendo-se assim a substancia XX (KUO & LIN,
2004).

3.3.4.6 - Reacdo de formacdo de oxima (XXI) a partir da

substancia XX

Apos obtencdo e purificagdo da substancia XX conforme
procedimento previamente descrito procedeu-se a reagdo para obtencdo da
oxima XXI. Em um baldo contendo 0,5 ml de MeOH dissolveu-se 13,4 mg
(0,03 mmol) da substancia XX acrescido de 19 mg (0,3 mmol) de NH,OH/HCI.
ApoOs permanecer em refluxo por 5 horas, acrescentou-se 20 ml de &gua e
procedeu-se extracdo com CH,Cl, e AcOEt. A reacdo foi acompanhada por
CCD e a mistura obtida submetida a cromatografia por adsor¢cdo em coluna
contendo silica gel para purificacdo. Obteve-se solido identificado substancia
XXI (5 mg) (GARCIA-GRANADOS et al., 2003).

3.3.4.7 - Reacdo de acetilacdo de III-SA para obtencdo da
substéancia XXII

Em baldo volumétrico dissolveu-se a substancia 111-SA (12 mg) em
1 ml de piridina e acrescentou-se 1 ml de anidrido acético. Apds 24 h em refluxo
(60 °C) sob constante agitacdo, adicionou-se agua e extraiu-se com AcOEt.

Obteve-se o produto acetilado (substéancia XXI1).
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3.3.5 - Metodologia dos ensaios enzimaticos

3.3.5.1 - Ensaios enzimaticos sobre as catepsinas B e L

A determinacgéo da atividade enzimatica é baseada na hidrélise do
substrato fluorogénico Z-FR-MCA e foi continuamente monitorada pelo
aumento da fluorescéncia em funcdo do tempo reacional. Os experimentos
foram realizados em placa de ELISA de 96 pogos com coloracdo preta, tampao
acetato (pH 5,5), temperatura de 37 °C, volume final de 200 pl/poco, sendo a
fluorescéncia detectada em espectrofluorimetro com fenda de excitacédo e
emissdo ajustada para Agx 380 Nm e Agm 460 NM, respectivamente.

Nestas condicOes as enzimas foram pré-ativadas com ditiotreitol
(DTT) (2,5 mM) por 5 minutos e posteriormente adicionou-se 5 pl do inibidor
dissolvido em DMSO, e incubou-se por 5 minutos. Em seguida, acrescentou-se
0 substrato fluorogénico Z-FR-MCA e fez-se a leitura. Para o controle negativo
utilizou-se DMSO, enquanto que para o controle positivo foi usado o inibidor
irreversivel E-64. A concentracdo final de DMSO nos ensaios foi 2,5 %
(SEVERINO, 2008). A metodologia geral do ensaio de inibicdo enzimatica esta

demonstrada na Figura 3.1.
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_ 7-amino-4-metikcumarina (M CA)

Tampéo+Enzimas+ DTT

Inibidor Baixa Fluorascencia

Arg%
. . PR \._
PrE -au‘laqao | m \

Hidrdlise pelas Panto de Clivagem
catepsinas

Incubagdo 3 mim,
MCA livre

HzN 0 0
=
Z-FR-MCA <:>_\ )\ m
i
CH:

Leitura 7
Altafluorescéncia

Espectrofluorimetro

FIGURA 3.1 - Esquema geral de inibigdo enzimatica pelas catepsinas (adaptado SEVERINO,
2008).

Na triagem bioquimica, todos os ensaios foram realizados em
triplicata, sendo que para os extratos e fragbes utilizaram-se dosagens de 125
Hg/ml e para as substancias puras foram 100 uM. O percentual de inibicdo foi
determinado a partir da atividade enziméatica em situacdes de auséncia e
presenca de inibidor através da seguinte equacéo,

% Inibicdo = 100 x (1-Vi/Vy)

onde V; se refere a velocidade na presenca do inibidor e Vo a velocidade na
auséncia de inibidor.

Realizada a triagem inicial, todas as substéncias que apresentaram
inibicdo significativa (superior a 70 %) sobre CTSB e CTSL foram selecionadas

para a determinacao do 1Csp,
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3.3.5.2 - Determinacao do valor de K,

A concentracdo de substrato utilizada nos ensaios enzimaticos foi
estabelecida baseando-se na determinacdo experimental do valor de K, para Z-
FR-MCA sobre as catepsinas humanas B e L. Foram utilizadas diferentes
concentracdes de substrato até completa saturacdo enzimatica e a determinacao
do valor de K, foi feita atraves do grafico de regressdo ndo linear de melhor
ajuste utilizando o programa SigmaPlot 12.0. Os valores obtidos foram

comparados com dados descritos na literatura.

3.3.5.3 Determinacao da poténcia (1Cs)

A obtencdo da poténcia (ICsg) das substancias selecionadas foi
realizada através da metodologia de inibicdo enzimatica anteriormente
apresentada. Assim, para a construcédo da curva concentragao x resposta, utiliza-
se dez diferentes concentracdes do inibidor, explorando-se valores de inibicdo
no intervalo de 15 a 90 %, para maior confiabilidade dos resultados. Os dados
cinéticos foram obtidos e tratados a partir do método de regresséo ndo linear de

melhor ajuste utilizando o programa SigmaPlot 12.0.

3.3.5.4 - Determinacéo do mecanismo de acao

Apos obtencdo dos valores de I1Csg, 0s inibidores mais promissores
foram submetidos aos ensaios cinéticos para determinacdo do mecanismo de
acdo e obtencéo do valor de K; mediante utilizacdo do substrato Z-FR-MCA.

Para realizacdo deste estudo e obtencdo de dados, utilizou-se o
método de Lineweaver-Burk. O meétodo experimental consiste em medir a

velocidade da reacdo utilizando diferentes concentracOes de substrato Z-FR-
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MCA, baseada no valor de K, assim como na auséncia e em trés diferentes
concentracdes do inibidor, as quais séo baseadas no valor de ICsq.

Considerando o valor de K, experimental do substrato sobre a
catepsina B (K= 123 M) os valores de substrato utilizados foram 350; 250;
185; 125; 75; 50; 30 e 20 uM. Entretanto, considerando o valor de K
experimental sobre a catepsina L (Kn= 1,2 uM) os valores de substrato
utilizados foram 7; 5; 4; 2; 1,5; 1; 0,5 e 0,25 uM.

Dessa forma, utilizando grafico duplo-reciproco determina-se o
mecanismo de acdo atraves do modo de interseccdo das retas no plano de
coordenadas cartesianas (COPELAND, 2005).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO (PARTE I)

4.1 - Substancias isoladas

A partir do estudo biomonitorado foram isoladas treze substancias
presentes no caule e folha da espécie Myrcia lingua pertencentes a classe dos

flavonoides, triterpenos e derivados do &cido chiquimico.

OH o]
Mistura de acidos anacéardicos (1)
Origem: Fracdo hexanica das folhas de
OH M. lingua
Atividade sobre CTSB.
R Identificacdo: p.61
R= An 17:3
An17:2
An17:1
An 17:0
H H .
Acido quinico (1)
H OH Origem: Frago acetato das folhas de M.
" lingua
HO,C OH ) N
H N&o apresentou atividade sobre os alvos
H H enzimaticos
OH OH Identificagdo: p.68
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HO

Acido galico (111)
Origem: Fracdo acetato das folhas de M.
lingua

N&o apresentou atividade sobre os alvos
enzimaticos

Identificacdo: p.73

Acido protocatechuico (1V)
Origem: Fracdo acetato das folhas de M.
lingua

Né&o apresentou atividade sobre 0s alvos
enzimaticos

Identificacdo: p.74

Miricetina 3-O-(4"-O-acetil)-a-
ramnosideo (V)

Origem: Fragdo acetato das folhas de M.
lingua

Atividade sobre CTSB.

Identificacdo: p.76
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OH

OH
HO (6]
OH
(@]
OH (@]
O
H3C
HO
HO OH
OH
OH
OH
OH e} HO
OH
HO O
OH
(@]
OH O
(0]
HsC
HO
HO OH

Miricetina 3-O-a-ramnosideo (V1)

Origem: Frac&o acetato das folhas de M.
lingua

Atividade sobre CTSB.

Identificagdo: p.81

OH

Miricetina 3-O-B-glucosideo (VII)

Origem: Fracdo acetato das folhas de M.
lingua

Atividade sobre CTSB

Identificacdo: p.86

Quercetina 3-O-a-ramnosideo
(V1)

Origem: Fragdo acetato das folhas de M.
lingua

Atividade sobre CTSB

Identificagdo: p.91




Acido 3-acetil ursolico (1X)

Origem: Fragdo hexanica do caule de M.
lingua

Atividade sobre CTSL

Identificacdo: p.96

Acido 3-epi-ursdlico (X)

Origem: Fragéao hexanica do caule de M.
lingua

Atividade sobre CTSL

Identificacdo: p.100

Mistura do acido ursolico e
oleandlico (XI1)

Origem: Fracdo hexanica do caule de M.
lingua

Atividade sobre CTSL

Identificagdo: p.102




COOCH,4

HO

OH

Orselinato de metila (XI1)

Origem: Fragdo hexanica do caule de M.
lingua

N&o apresentou atividade sobre os alvos
enzimaticos

Identificacdo: p.104

Acido ursolico (XI111)

Origem: Fracdo hexanica do caule de M.
lingua

Atividade sobre CTSL

Identificagdo: p.108

4.2 — Substéncias provenientes de modificagcOes estruturais

OH o}
OH
R
R=An17:0
OH
OH
HO o}
OH
OH
OH e}

o1

Acido anacardico saturado (XIV)

Origem: Reacéo de Hidrogenacdo da
mistura I.

Atividade sobre CTSB.

Identificagdo: p. 112

Miricetina (XV)

Origem: Reacéo de Hidrdlise da
substancia VI.

Atividade sobre CTSB

Identificagdo: p. 114




OCHs

OH
HzCO o}
OCH,
OH o}
OCH,
OCH,
H;CO o)
OCH,
OH o}
OCH,
OCH;
HzCO o}
OCH;
OCH; o}
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3, 7, 3'-O-metil quercetina (XVI)

Origem: Reagdo de metilagdo da
substancia I-PN.

Né&o apresentou atividade sobre os alvos
enzimaticos

Identificagdo: p. 115

3,7, 3", 4'-O-metil quercetina (XVII)

Origem: Reagdo de metilagdo da
substancia I-PN.

N&o apresentou atividade sobre os alvos
enzimaticos

Identificagdo: p. 118

3,5,7,3" 4'-O-metil quercetina
(XVI1II)

Origem: Reagdo de metilacéo da
substancia I-PN.

N&o apresentou atividade sobre os alvos
enzimaticos

Identificacdo: p. 119
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3-O-acetil ursolato de metila (X1X)

Origem: Reacéo de Metilacdo da
substancia 1X

N&o apresentou atividade sobre os alvos
enzimaticos

Identificacdo: p. 121

Acido 3-oxo-oleandlico (XX)

Origem: Reacdo de Oxidacéo da
sunstancia Il1-SA.

Atividade sobre CTSL

Identificagdo: p. 123

Acido 3-oxima-oleanélico (XXI)

Origem: Reacéo de obtencdo da Oxima a
partir da substancia XX

Atividade sobre CTSL

Identificagdo: p.124

3-O-acetil-oleandlico (XXI1)

Origem: Reacéo de Acetilagéo da
substancia I11-SA

Atividade sobre CTSL

Identificacdo: p. 125




4.3 — Substéncias provenientes de fontes diversas

OH
oH Quercetina (I1-PN)
HO o Origem: Laboratdrio de Produtos Naturais
Atividade sobre CTSB
OH
OH o]

OH
OCH3; - -
Tamarixetina 3-O-a-ramnosideo
(11-PN)
HO (@] . £ .
oK Origem: Laboratorio de Produtos Naturais
N&o apresentou atividade sobre os alvos
o enzimaticos
OH o}

H
HO

Catequina (111-PN)
Origem:Laboratorio de Produtos Naturais
N&o apresentou atividdade sobre os alvos
HO enzimaticos.

(0]
3C
HO
OH
OH
OH
(0]
OH
OH O

OH
on Epicatequina (1V-PN)
Origem:Laboratério de Produtos Naturais
HO o Nao apresentou atividade sobre os alvos
enzimaticos.
..,,,//OH
OH O
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OAc

OAc
AcO (0]
OAc
OAc (e}
OAc
OAc
AcO (e}
OAc
OAc o

HOOC

\/§

gy

MeOOC

Quercetina pentacetato (V-PN)

Origem: Laboratério de Produtos Naturais

Atividade sobre CTSL

Catequina pentacetato (VI-PN)

Origem: Laboratério de Produtos Naturais

Nao apresentou atividade sobre os alvos
enzimaticos.

Acido masticadienoico (V11-PN)
Origem:Laboratério de Produtos Naturais

Atividade sobre CTSL.

Ester metilico do acido
masticadiendico (VII1-PN)

Origem:Laboratdrio de Produtos Naturais

N&o apresentou atividade sobre os alvos
enzimaticos.
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Schinol (IX-PN)
Origem: Laboratério de Produtos Naturais

Atividade sobre CTSL

Acido 3-oxima masticadiendico (X-
PN)
Origem: Laboratorio de Produtos Naturais

Atividade sobre CTSL

Kaempferol (I-SA)
Origem:Sigma Aldrich

Atividade sobre CTSB.




Luteolina (11-SA)

Origem:Sigma Aldrich

Atividade sobre CTSB.

Acido oleandlico (111-SA)

Origem:Sigma Aldrich

Atividade sobre CTSL.

?,
2
7,
Z
’d

4.4 - Ensaios de inibicdo sobre as catepsinas B e L dos extratos e

das fragOes de plantas do cerrado paulista

A evolucdo da biologia molecular e de novas técnicas genéticas
permitiram o isolamento e purificacdo de muitas enzimas relacionadas a uma
grande diversidade de processos patologicos, representando assim alvos
moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos (VIEGAS, BOLZANI
& BARREIRO, 2006).

As diversas espécies de plantas constituem um vasto reservatorio de
principios ativos e fonte de uma grande diversidade estrutural, podendo dessa
forma servir como compostos modelo para o desenvolvimento de analogos
biossintéticos com alto potencial farmacologico (CRAGG, GROTHAUS &
NEWMAN, 2009). Assim, por serem pouco exploradas do ponto de vista
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cientifico as espécies provenientes do cerrado apresentam-se como fonte
promissora na busca por inibidores enzimaticos.

Na busca por potenciais inibidores das cisteino proteases relativas
aos processos tumorais tais como as catepsinas B e L, foram selecionados
extratos de sete plantas do cerrado paulista pertencentes a diferentes géneros, 0s
quais foram submetidos a triagem bioquimica.

Para os ensaios preliminares dos extratos e fragfes utilizou-se a

dosagem de 125 pg/ ml, anteriormente estabelecida pelo grupo.

120

100
s 80
L1
i" B W Catepsina B
- 6{} ml -1
= O CatepsinaL
[
S 40

20

0 —_—
FEFFSF FELES *\&0@0 MY

Fxtratos

GRAFICO 4.1 - Triagem dos extratos sobre as catepsinas B e L na dosagem de 125 pg/ml.
Extrato etanolico (E); caule (C); folha (F); raiz (R); Drimys brasiliensis (DB); Memora
axillaris (MA); Tabebuia ochracea (TO); Erythroxylum suberosum (ES); Vochysia
tucanorum (VT); Dalbergia miscolobium (DM); Myrcia lingua (ML).

Avaliando a inibi¢ao dos extratos sobre as catepsinas B e L pode-se
observar atraves do Grafico 4.1 que coincidentemente o0s extratos que
apresentaram atividade inibitoria foram os mesmos sobre ambas as enzimas,
sendo que as espécies mais ativas foram: Drimys brasiliensis, Erythroxilum
suberosum, Dalbergia miscolobium e Myrcia lingua que apresentaram inibigéo

acima de 70 %.
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Dessa forma, mediante os resultados apresentados 0s extratos ativos
DBCE, DBFE, ESCE, ESFE, DMCE, DMFE, MLCE e MLFE foram
selecionados para particdo liquido-liquido (hexano, acetato de etila e
hidroalcoolica) e biomonitoramento através dos ensaios de inibicdo enzimatica.

De forma geral, as espécies que mantiveram os mais altos indices
de inibicdo sobre as catepsinas foram as fragdes de Drimys brasiliensis, Myrcia
lingua, Erythroxilum suberosum e Dalbergia miscolobium. Baseado nas
informagdes apresentadas nos Gréaficos 4.2 e 4.3 e na auséncia até 0 momento de
relatos do estudo fitoquimico na literatura, optou-se por iniciar os estudos de
iIsolamento das substéncias ativas através da fracdo hexanica (MLF1) das folhas
de M. lingua Berg., seguida pela fracdo acetato de etila (MLF2) também das
folhas, e posteriormente passando para o estudo das fracdo hexénica (MLC1)

proveniente do caule (MLC) da mesma planta.

100

80

® Hexano
60 - B Acetato de Etila
® Hidroalcoolica

40

% de Inibicio (CTSL)

DBF DBC ESF ESC DMF DMC MLF MLC
Plantas

GRAFICO 4.2 - Triagem das fracdes sobre as catepsina L na dosagem de 125 pg/ml. Caule
(C); folha (F); Drimys brasiliensis (DB); Erythroxylum suberosum (ES); Dalbergia
miscolobium (DM); Myrcia lingua (ML).
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GRAFICO 4.3 - Triagem das fracdes sobre a catepsina B na dosagem de 125 pg/ml. Caule
(C); Folha (F); Drimys brasiliensis (DB); Erythroxylum suberosum (ES); Dalbergia
miscolobium (DM); Myrcia lingua (ML).

4.5 - Myrcia lingua Berg.

4.5.1 - Estudo biomonitorado da fracdo MLF1

Todos os grupos obtidos a partir da fracdo hexanica das folhas de
M. lingua (MLF1) foram acompanhados por cromatografia em camada delgada
(CCD) e reunidos totalizando nove subfracdes. Todos foram ensaiados sobre
CTSB e CTSL, a fim de se avaliar o potencial de inibicao.

A subfracdo MLF14 (397,4 mg) refere-se a uma mistura de &cidos
anacardicos e foi identificada como substancia | (6leo amarelado). Esta mistura
foi avaliada como sendo 0s componentes majoritarios da fracdo e apresentaram

inibi¢Bes significativas sobre ambas as cisteino proteases (Tabela 4.1).
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TABELA 4.1 - Inibicdo enzimética das subfracdes provenientes de MLF1 na dosagem de 125

pg/ mil.

Fragdo/ massa (mg)

% Inibigdo CTSB

% Inibicdo CTSL

MLF11/ 9,6 0,0+0,08 0,0+0,10
MLF12/ 62,1 0,0+0,03 0,0+0,03
MLF13/ 37,2 3,0+0,09 2,0+0,10
MLF14/ 397,4 92,4 +0,03 98,7 + 0,03
MLF15/ 28,3 69,0 + 0,08 75,0 + 0,03
MLF16/ 11,4 72,0+ 0,01 82,0 + 0,02
MLF17/ 39,9 85,0+ 0,01 89,0 + 0,03
MLF18/ 54,3 75,0 + 0,03 72,0 £ 0,01
MLF19/ 128,6 82,0 + 0,03 78,0 + 0,01

Verificou-se através da analise de RMN de 'H que todas as
subfracGes provenientes da fracdo hexanica das folhas de M. lingua (MLF1) que
apresentavam resultado positivo sobre as proteases avaliadas, continham os
acidos anacardicos de forma majoritaria. Dessa forma, optou-se por néo
continuar com a purificacdo dessas fracdes, uma vez que se tratavam dos
mesmos constituintes previamente isolados e a substancia | (mistura de acidos

anacardicos) ja havia sido obtida em quantidades satisfatérias.

45.1.1 - Elucidacéo estrutural da mistura de acidos anacardicos

(N

A mistura de acidos anacéardicos (1) (Figura 4.1) foi isolada do
grupo MLF14 proveniente do fracionamento cromatografico do extrato hexanico
das folhas de M. lingua (MLF1). Esta mistura foi elucidadada através de
experimentos de RMN de uma e duas dimensdes e espectros de massas, assim
como também através da comparacdo com dados da literatura (CESLA et al.,
2006).
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FIGURA 4.1 - Estrutura da mistura de acidos anacardicos (1).

A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 4.2) sugeriu a
presenca de um derivado fendlico devido a presenca de sinais na regido de
hidrogénios aromaticos que se situam entre 6 6,79 ¢ 6 7,39. O sinal em ¢ 6,80
pode ser atribuido ao hidrogénio H-3 (1H, d, J= 8,0 Hz), em 6 6,90 corresponde
ao hidrogénio H-5 (1H, d, J= 8,0 Hz) ¢ em 6 7,37 relativo ao hidrogénio H-4
(1H, t, J= 8,0 Hz). O grupamento R refere-se a uma cadeia alquilica. A
caracterizacdo dessa mistura se baseou nos sinais presentes na regido entre 6
532 e 6 5,45 que se referem aos hidrogénios olefinicos, indicando assim
insaturacdes na cadeia alquilica e os hidrogénios alilicos atribuidos aos sinais na
regido de & 2,08 a 6 3,03. Outro indicativo de mistura de compostos foi a
presenca de um tripleto em 6 1,00 integrando para trés hidrogénios referente a
metila terminal da cadeia e outro sinal bem préximo a este em & 0,89 que
também se refere a metila.

Através do mapa de contornos COSY (Figura 4.3) tem-se a
correlacdo entre os hidrogénios aromaticos, assim como a correlacdo dos
hidrogénios olefinicos e alilicos com o hidrogénio metilénico em & 1,00.
Entretanto, nota-se que o outro hidrogénio metilénico, referente a mistura, ndo
possui correlagdo com os hidrogénios olefinicos.

Através do espectro de HSQC (Figura 4.4) observou-se a correlacéo

dos hidrogénios com os respetivos carbonos.
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FIGURA 4.2 - Espectro de RMN de 'H da mistura de acidos anacérdicos (1) (400 MHz,
CDCls).
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FIGURA 4.3 - Mapa de contornos COSY da mistura de &cidos anacardicos (1) (400 MHz,
CDCly).
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FIGURA 4.4 - Espectro de HSQC da mistura de acidos anacardicos (1) (400 MHz, CDCls).

O cromatograma de ions totais obtido via ESI (-)-MS insercdo
direta (Figura 4.5) também evidenciou que a substéncia | tratava-se de uma
mistura de acidos anacardicos, onde os dados obtidos foram compativeis com
aqueles apresentados por CESLA et al.,, 2006. Dessa forma, os dados
espectroscopicos obtidos sugerem a presenca de quatro compostos identificados
na Tabela 4.2. Através dos dados do cromatograma de ions totais foi possivel

estabelecer que a cadeia alquilica € constituida por 17 carbonos.
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FIGURA 4.5 — Cromatograma de ions totais da mistura de acidos anacardicos (I).

TABELA 4.2 - Identificagcdo dos &cidos anacardicos por ESI (-)-MS.

Acido anacardico fon [M-H] (m/2)
An17:3 369,2
An17:2 371,2
An17:1 373,2
An 17:0 375,2

O é&cido anacéardico e definido como acido salicilico substituido
com uma cadeia alquilica (grupamento R) que pode apresentar 13, 15 ou 17
carbonos. Dessa forma, podemos afirmar através dos experimentos realizados
gque os compostos identificados na mistura (I) possuem 17 carbonos em sua
cadeia alquilica (CESLA et al., 2006).
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4.5.2 - Estudo biomonitorado da fracdo MLF2

Todos os grupos obtidos a partir da fracdo acetato de etila das
folhas de M. lingua foram acompanhados por cromatografia em camada delgada
(CCD) e reunidos em treze subfracGes (Tabela 4.3) a partir da semelhanca em
seus perfis cromatograficos. A fim de se avaliar o potencial de inibicéo, todas
subfracbes foram ensaiadas sobre as catepsinas B e L. Entretanto, apesar das
subfracbes MLF24 até MLF27 apresentarem no geral bons resultados de
inibicdo optou-se por ndo investiga-las, pois analise por RMN de *H revelou a
presenca dos acidos anacardicos como 0s componentes majoritarios.

Dando seguimento na busca por novos potenciais inibidores as
subfracbes MLF291 e MLF292 foram selecionadas para investigacdes
subsequentes, pois aléem dos bons resultados apresentados sobre as catepsinas a
analise por RMN de 'H revelou a presenca de sinais caracteristicos da classe dos
flavonoides. Esta situacdo sugeriu a investigacdo dessas fracGes na busca por
inibidores, visto que conforme levantamento bibliografico (PAN et al., 2005;
ZENG et al., 2006) esta classe de substancias se apresentava como inibidores

potenciais das cisteino proteases.
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TABELA 4.3 - Inibicdo enzimética das subfracdes provenientes de MLF2 na dosagem de 125
pg/ mi.

Fragdo/ massa (mg) % Inibicdo CTSB % Inibicdo CTSL

MLF21/9,0 0,0+0,09 0,0+0,10
MLF22/471,1 0,0+0,08 0,0+0,09
MLF23/ 374,2 92,3+0,03 88,9 + 0,02
MLF24/ 715,9 97,3 +0,08 95,0 + 0,02
MLF25/ 257,9 98,9 + 0,01 88,3+ 0,01
MLF26/ 81,9 99,0 +0,01 89,2 + 0,02
MLF27/ 105,6 99,0 + 0,03 87,0 +0,03
MLF28/ 30,1 91,0 +0,03 56,6 + 0,01
MLF29/ 23,5 99,0 + 0,02 73,9 + 0,02

MLF291/ 212,0 97,0 + 0,06 74,6 + 0,02
MLF292/ 3.200,0 99,0 + 0,02 71,0 + 0,02

A subfracdo MLF292 foi refracionada, obtendo-se seis novos
grupos (Tabela 4.4) que foram purificados posteriormente para isolamento dos

componentes bioativos.

TABELA 4.4 - Inibicdo enzimética das subfraces provenientes de MLF294 na dosagem de
125 pg/ ml.

Fracdo % Inibicdo CTSB % Inibicdo CTSL
MLF292-E 70,0 £ 0,02 7,43 £ 0,05
MLF292-F 75,4 +£0,1 43,7 £0,07
MLF292-G 79,2 £ 0,06 57,1+0,08
MLF292-H 82,2 £ 0,05 70,6 £ 0,05
MLF292- 82,6 £0,2 70,8 £ 0,02
MLF292-J 85,4 £ 0,06 71,8+0,1
MLF292-L 56,8 + 0,01 6,8 £ 0,02

Os dados de inibicdo das subfracBes obtidos sobre as cisteino
proteases permitiram o redirecionamento do estudo bioguiado na busca por

inibidores que se apresentaram mais ativos sobre CTSB (Tabela 4.3 e 4.4).
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45.2.1 - Elucidacgéo estrutural do &cido quinico (1)

A substancia Il (Figura 4.6) foi isolada do grupo MLF292-E
proveniente dos sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato acetato
de etila (MLF2) das folhas de M. lingua. O acido quinico se apresenta
fisicamente como um sélido de cor marrom, solivel em agua.

Esta substdncia teve sua estrutura elucidada através de
experimentos de RMN de uma e duas dimensdes, assim como também atraves
da comparacdo com dados da literatura (HASLAM & TURNER, 1971; PAULLI,
POETSCH & NAHRSTEDT, 1998).

FIGURA 4.6 - Estrutura do acido quinico (I1).

De acordo com a literatura, o &cido quinico (I1) pode existir em
duas conformac6es de cadeira apresentando o grupo carboxilico tanto na posicéo
axial quanto na posicdo equatorial, e também uma série de conformacdes em
barco. Entretanto, devido ao efeito de impedimento estérico dos grupos
funcionais, as conformacdes em barco se apresentam menos favoraveis devido a
menor estabilidade (CORSE et al., 1966).

Através de reacdes de acetilacdo previamente descritas na literatura,
estudos evidenciaram que em solucdo o acido quinico € encontrado somente na
conformacéo de cadeira com o grupo carboxilico em equatorial (CORSE et al.,
1966; CORSE & LUNDIN, 1970).

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.7) utilizando D,O como
solvente mostrou sinais referentes a sete protons que se situam entre 6 1,85 ¢ &
4,17. O sinal em 6 4,15 pode ser atribuido ao hidrogénio H-3 (1H, ddd, J= 3,0;
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3,5; 3,5 Hz), em 6 4,02 correspondente ao hidrogénio H-5 (1H, ddd, J= 9,5;
11,0; 5,0 Hz) ¢ um sinal em 6 3,55 relativo ao hidrogénio H-4 (1H, dd, J= 3,0;
9,5 Hz). Todos estes sinais referentes aos hidrogénios H-3, H-5 e H-4 podem ser
visualizados na expansdo da Figura 4.8.

Os sinais em & 2,09 (1H, ddd, J= 13,5; 5,0; 2,0 Hz), 6 2,04 (1H, dd,
J=14,5; 3,5 Hz), 8 1,99 (1H, ddd, J= 14,5; 3,5; 2,0 Hz) ¢ 6 1,88 (1H, dd, J=
11,0; 13,5 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-6 equatorial, H-2 axial, H-2
equatorial e H-6 axial, respectivamente (Figura 4.9). Verifica-se que devido a
coplanaridade os hidrogénios H-6 equatorial e H-2 equatorial sdo capazes de

acoplar entre si em longa distancia atraves do J,= 2,0 Hz.

TABELA 4.5 - Dados de RMN de *H do &cido quinico (11) e comparacéo com a literatura.

Substancia I1 (400 MHz, D;0) Lit.2(360 MHz, D,0)
H 6 (ppm), J (H2) 6 (ppm), J (H2)

2 ax 2,04 (dd, J= 14,5; 3,5) 2,06 (dd, J= 14,5; 3,3)

2 eq 1,99 (ddd, J= 14,5; 3,5; 2,0) 2,01 (ddd, J=14,5;3,7; 2,0)
3 4,15 (ddd, J= 3,0; 3,5; 3,5) 4,08 (dt, J=3,2; 3,3; 3,7)
4 3,55 (dd, J=3,0; 9,5) 3,38 (dd, J=3,2;9,2)

5 4,02 (ddd, J=9,5; 11,0; 5,0) 3,99 (ddd, J=9,2; 11,0; 4,7)

6 ax 1,88 (dd, J= 11,0; 13,5) 1,84 (dd, J=11,0; 13,2)

6 eq 2,09 (ddd, J= 13,5; 5,0; 2,0) 2,12 (dd, J= 13,2; 4,7; 2,0)

*PAULI, POETSCH & NAHRSTEDT, 1998.
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FIGURA 4.8 - Ampliagdo da regido & 3,50 a 4,20 do espectro de RMN de 'H da substéncia I1.
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FIGURA 4.9 - Ampliacio da regido & 1,80 a 2,10 do espectro de RMN de *H da substancia 1.

A partir da analise do espectro de RMN de *C (Figura 4.10) foi
possivel confirmar e atribuir todos os carbonos do esqueleto do acido quinico
(I1). Para realizacdo deste experiemento utilizando D,O como solvente foi
acrescentado o padréo interno TMSP-d4. O sinal em & 184,2 foi atribuido ao
carbono C-7 que se apresenta bastante desblindado, sendo caracteristico do
grupo carboxilico. O sinal em & 79,9 foi atribuido ao carbono C-1 e 0s sinais em
o0 78,0; 0 73,3 ¢ & 69,8 foram atribuidos aos carbonos C-4, C-3 e C-5,
respectivamente. Observou-se um sinal em & 43,5 referente ao C-6 ¢ em 6 40,2

referente ao C-2. Assim, a substancia Il foi identificada como &cido quinico.
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FIGURA 4.10 - Espectro de RMN de *3C da substancia 11 (100 MHz, D,0).

No espectro de HSQC (Figura 4.11) pode-se observar a correlagéo
dos sinais em & 2,04 e 6 1,99 referente aos hidrogénios H-2 axial e H-2
equatorial respectivamente, com um sinal de carbono em & 40,2; o0 hidrogénio
H-3 (6 4,1) correlacionando com o carbono em 6 73,3; 0 hidrogénio H-4 (& 3,55)
correlacionando com o carbono em & 74,0 ¢ o hidrogénio H-5 (6 4,02)
correlacionando com o carbono em 9 69,8. Os sinais em o 1,88 e 6 2,09 referem
aos hidrogénios H-6 axial e H-6 equatorial respectivamente, e se correlacionam
com o sinal de carbono em 6 43,5. Verifica-se que o carbono C-1 em 6 79,9 néao
se correlaciona com nenhum sinal de hidrogénio, sendo assim um sinal referente

ao carbono quaternario.

72



—24
28
30
:—35

— 40
= 0 -
—48
5o
56
&0
:—64

— a8

.- -
5 0 e
0 -

| PPM (F1)

T I T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM (F2) 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8

FIGURA 4.11 - Mapa do contorno do experimento de HSQC da substancia 11 (400 MHz,
D,0).

4.5.2.2 - Elucidacgéo estrutural do &cido galico (I11)

A susbstancia 111 (Figura 4.12) foi obtida a partir de fracionamentos da
subfracdo MLF-291HI sendo elucidada por experimentos de RMN de 'H e
comparacdo com dados da literatura (LEE & YANG, 1994).

FIGURA 4.12 - Estrutura do acido galico (111).

Através da analise do espectro de RMN de 'H obtido em 400 MHz
utilizando MeOH-d4 como solvente é possivel identificar um tnico sinal em d

7,03 (2H, s) demonstrado na Figura 4.13. Este simpleto é referente aos
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hidrogénios magneticamente equivalentes H-2 e H-6 presentes no anel

aromatico do acido galico.
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FIGURA 4.13 - Espectro de RMN de *H da substancia 111 (400 MHz, MeOH-d4).

4.5.2.3 Elucidacao estrutural do acido protocatecuico (1V)

Assim como a substancia 111, a substancia 1V (Figura 4.14) também
foi obtida a partir da subfragdo MLF-291HI sendo elucidada por experimentos

de RMN de 'H e comparacio com dados da literatura (LEE et al., 2002).

FIGURA 4.14 - Estrutura do acido protocatecuico (1V).
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Através da analise do espectro de RMN de *H obtido em 400 MHz
utilizando MeOH-d4 como solvente é possivel identificar trés sinais na regido de
aromatico (Figura 4.15). Em 6 6,72 (1H, d, J= 8,0 Hz), em & 7,34 (1H, dd, J=
8,0; 2,0 Hz) e em 6 7,41 (1H, d, J= 2,0 Hz) sendo atribuidos aos hidrogénios H-
5, H-6 e H-2, respectivamente. A partir da multiplicidade dos sinais é possivel
observar que H-6 apresenta acoplamento em orto com H-5 e acoplamento em

meta com H-2.

TABELA 4.6 - Dados de RMN de *H do &cido protocatecuico e comparacio com a literatura.

Substancia IV (400 MHz, MeOH-d4)

Lit.? (400 MHz, DMSO-d6)

H 6 (ppm), J (H2) 8 (ppm), J (H2)
2 7,41 (d, I= 2,0) 7,33 (d, J=1,8)
5 6,72 (d, J=8,0) 6,78 (d, J=8,2)
6 7,34 (dd, J= 8,0; 2,0) 7,28 (dd, J=8,2; 1,8)

’LEE et al., 2002.
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FIGURA 4.15 - Espectro de RMN de *H da substancia 1V (400 MHz, MeOH-d4).
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45.2.4 - Elucidacao estrutural da miricetina 3-O-(4”-O-acetil)-a-

ramnosideo (V)

A substancia V (Figura 4.16) foi isolada por CLAE a partir da
subfracdo MLF291-G e sua estrutura elucidada através de experimentos de
RMN de 'H, HSQC, HMBC, COSY e comparacdo com dados da literatura
(MAHMOUD et al., 2001).

FIGURA 4.16 - Estrutura da miricetina 3-O-(4"-O-acetil)-a-ramnosideo (V).

A anélise do espectro de RMN de *H (Figura 4.17) mostrou sinais
caracteristicos da aglicona miricetina. Foram observados sinais correspondentes
aos hidrogénios do anel A em 6 6,34 (1H, d, J= 2,0 Hz) correspondente ao H-8 e
em & 6,17 (1H, d, J= 2,0 Hz) correspondente ao H-6. O sinal referente aos
hidrogénios do anel B (H-6’ e H-2’) se apresenta como um simpleto em o 6,84
(2H, s) uma vez que estes hidrogénios sao magneticamente equivalentes.

No mapa de contornos COSY (Figura 4.18) os acoplamentos dos
hidrogénios do anel A s&o confirmados pela correlagcdo entre o H-6 (6 6,17) e H-
8 (6 6,34). Através do mapa de correlacdes HSQC (Figura 4.19) estes
hidrogénios estdo ligados aos carbonos em & 98,6 (C-6) e 6 93,4 (C-8). Em
relacdo ao anel B, ambos os hidrogénios H-6’ ¢ H-2" estao ligados ao carbono

em o 107,7.
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No mapa de correlacdes HMBC (Figura 4.20) foi possivel observar
que o sinal dos H-2’/H-6 correlaciona-se com os carbonos C-2 (& 157,6), C-3°/
C-5°(6 145,7), C-4°(6 136,4) permitindo assim a atribuicdo dos carbonos no anel
B. No anel A foi possivel identificar apenas as correlaces do H-6 e H-8 com C-
10 (3 103,4), ndo sendo observados os sinais de carbono referente a C-5, C-7 e
C-9.

Através do espectro de RMN de 'H (Figura 4.17) verificou-se a
presenca da ramnose com sinal de metila em 6 0,72 (d, J= 6,5 Hz) referente ao
H-6". O sinal em 6 5,17 (d, J=1,5 Hz) refere-se ao hidrogénio anomérico (H-1")
e este valor de constante é caracteristico de a-ramnosideo (SANTOS et al.,
2005). Atraves do mapa de contornos COSY o0 pode-se verificar que o
hidrogénio H-6" correlaciona-se com H-5" que por sua vez se correlaciona com
H-4”. Ha também a existéncia de correlagcdes entre o H-3” com H-2”. Atraves
do mapa de correlagbes HSQC os hidrogénios H-6” e H-1" estdo ligados aos
respectivos carbonos C-6” (6 17,7) e C-1” (6 101,1). Dessa forma, C-5” (6 68,2)
liga ao H-5”, C-4” (5 73,4) liga-se ao H-4”, C-3” (6 67,7) liga-se ao H-3” ¢ C-2”
(6 69,5) liga-se ao H-2”. Atravées do HMBC confirmou-se a posicdo de
substituicdo da unidade de rhamnose pois o sinal do hidrogénio anomérico H-1”
correlaciona-se com C-3 (6 134,4).

Por fim, foi possivel confirmar a presenca do grupamento acetato
através do espectro de RMN de ‘H com simpleto caracteristico em & 2,01
integrando para trés hidrogénios. A posicdo correta deste grupamento foi
determinada atraves do HMBC, onde foi observado correlagcdo do sinal do
hidrogénio -COCH3; em 6 2,01 e do sinal do hidrogénio H-4” (& 4,72) com a
carbonila em 6 170,5. Através do mapa de correlacbes HSQC, -COCHj; esta
ligado ao carbono em & 22,5. Nota-se também que o H-4” torna-se mais

desblindado por estar ligado ao grupo acetato.
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TABELA 4.7 - Dados de RMN de 'H e projecdo de *3C da miricetina 3-O-(4”-O-acetil)-o-
ramnosideo (V) e comparacdo com a literatura.

Substancia V (400 Lit.?(300 MHz, SubstanciaV (100 Lit.*(75 MHz,
MHz, DMSO-d6)  DMSO-d6) MHz, DMSO-d6)  DMSO-d6)

H/C Sn (ppm) Sn (ppm) Sc (ppm) dc (ppm)
2 - - 157,6 157,75

3 - - 134,4 134,24

4 - - 177,8 177,74

) - - NI 161,38

6 6,17 (d, J=2,0) 6,20 (d, J=1,9) 98,6 98,82

7 - - NI 164,37

8 6,34 (d, J=2,0) 6,36 (d, J=1,9) 93,4 93,69

9 - - NI 156,50
10 - - 103,4 104,12
r - - 120,0 119,50
2 6,86 (s) 6,86 (s) 107,7 107,90
3 - - 145,7 145,97
4 - - 136,4 136,63
5’ - - 145,7 145,97
6’ 6,86 (S) 6,86 (S) 107,7 107,90
1” 517 (d, J=1,5) 5,15 (d, J=1,5) 101,1 101,75
- 4,02 (1%)3: 15, 4,02 ((?3('1:,35]: 1,5; 695 70.02
- 3,77 (dgc?lé)J: 4,0; 3,75 (%?,5)3: 3,3; 677 68.04
47 472 (t,J=95) 4,71 (t J=9,5) 73,4 73,30
57 3,51 (m) 3,50 (m) 68,2 68,04
6” 0,72(d,J=6,5) 0,72 (d, J=6,1) 17,7 17,20

-COCHj 2,01 (s) 1,99 (s) 170,5/ 22,5 170,1/ 21,07

“MAHMOUD et al., 2001. NI= N&o identificado.
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45.2.5 - Elucidagéo estrutural da miricetina 3-O-a-ramnosideo
(V1)

A substancia VI (Figura 4.21) apresenta-se como majoritaria no
grupo MLF-292 proveniente da fracdo acetato de etila das folhas de M. lingua.
Foi obtida atraves de sucessivos refracionamentos cromatograficos e encontrada
em diversas subfracdes. Consiste em um soOlido amarelo palido e sua
identificacdo foi realizada por experimentos de RMN de ‘H, HSQC, HMBC,
COSY e comparacdo com dados da literatura (AROT et al., 1996).

FIGURA 4.21 - Estrutura da miricetina 3-O-a-ramnosideo (V1).

A anélise do espectro de RMN de 'H (Figura 4.22) mostrou sinais
caracteristicos da aglicona miricetina. Foram observados sinais correspondentes
aos hidrogénios do anel A em 6 6,29 (1H, d, J= 2,0 Hz) correspondente ao H-8 e
em & 6,14 (1H, d, J= 2,0 Hz) correspondente ao H-6. O sinal referente aos
hidrogénios do anel B (H-6’ e H-2’) se apresenta como um simpleto em o 6,93
(2H, s) uma vez que estes hidrogénios sao magneticamente equivalentes.

Através do mapa de contornos COSY (Figura 4.23) foi possivel
confirmar os acoplamentos do anel A pela correlagédo entre o H-6 (6 6,14) e H-8

(6 6,29). No mapa de correlagcbes HSQC (Figura 4.24) estes hidrogénios estéo
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ligados aos carbonos em 6 99,2 (C-6) e 6 94,0 (C-8). Em relacdo ao anel B,
ambos os hidrogénios H-6" e H-2’ estdo ligados ao carbono em 6 108,4.

No mapa de correlagbes HMBC (Figura 4.25) foi possivel observar
que o sinal dos H-2’/H-6 correlaciona-se com os carbonos C-2 (6 157,8), C-3°/
C-5’(5 146,3), C-4°(6 136,8) permitindo assim a atribui¢cdo dos carbonos no anel
B. Também foi possivel ver as correlagdes do sinal dos hidrogénios H-2’/ H-6’
com C-1’ (6 102,0) e C-2°/C-6" (6 108,5). No anel A foi possivel identificar
apenas as correlagcdes do sinal do hidrogénio H-8 com C-6 (6 99,2), C-10 (6
104,3), C-9 (6 156,4) e C-7 (5 165,4) e o hidrogénio H-6 com C-8 (5 94,0), C-10
(6 104,3), C-7 (6 165,4) e C-5 (161,8).

Através do espectro de RMN de 'H verificou-se a presenca da
ramnose com sinal caracteristico de metila em ¢ 0,95 (d, J= 6,0 Hz) referente ao
H-6. O sinal em 6 5,29 (d, J= 1,4 Hz) refere-se ao hidrogénio anomerico H-1",
sendo este valor de constante caracteristico de a-ramnosideo (SANTOS et al.,
2005). Através do mapa de contornos COSY foi possivel verificar que o
hidrogénio anomérico H-1” acopla diretamente com H-2” ¢ este se correlaciona
com H-3” em & 3,78. O hidrogénio H-3" correlaciona-se entdo com H-4” (5
3,35) e este por sua vez com hidrogénio H-5" (6 3,50) que estabelece correlacéo
com H-6” em & 0,95. Atraves do mapa de correlacdes HSQC verifica-se que 0s
hidrogénios H-1” e H-6” estdo ligados aos carbonos C-1" (6 102,6) ¢ C-6” (6
17,8), respectivamente. Os demais hidrogénios do agucar se ligam a carbonos na
faixa de deslocamento caracteristico de carbonos carbinolicos e foram assim
definidos da seguinte forma: H-2” se liga ao C-2” em 6 70,5; H-3” se liga ao C-
3” em o 70,7; H-4” se liga ao C-4” em 6 71,6 ppm e H-5" se liga ao C-5” em 6
71,2.

No mapa de correlagdes HMBC o sinal do hidrogénio anomérico H-
1” se correlaciona com 0 carbono C-3 em & 134,7 confirmando assim a posi¢ao

de substituicdo da unidade de ramnose.
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TABELA 4.8 - Dados de RMN de *H e projec&o de **C da miricetina 3-O-a-ramnosideo (V1)
e comparagao com a literatura.

Substancia VI (400  Lit.*(250 MHz,  Substancia VI (100 Lit.?(62.5
MHz, MeOH-d4) CDCly) MHz, MeOH-d4)  MHz, CDCls)

H/C Sn (ppm) Sn (ppm) dc (ppm) dc (ppm)
2 - - 157,8 157,8
3 - - 134,7 134,56
4 - - NI 178,15
5 - - 161,8 161,65
6 6,14 (d, J=2,0) 6,24 (d, J=2,1) 99,2 98,38
7 ] . 165,4 164,53
6,29 (d, J=2,0) 6,36 (d, J=2,1) 94,0 93,73

9 ] ; 156,4 156,75
10 - - 104,3 104,28
I 120,0 119,89
2’ 6,93 () 7,04 (s) 108,5 108,15
3’ - - 146,3 146,08
4 - - 136,8 136,74
5 - - 146,3 146,08
6 6,93 (3) 7,04 (s) 108,5 108,15
1”7 529 (d, J=1,4) 5,44 (d, J=0,8) 102,6 102,17
27 4,20 (m) 4,24 (m) 70,4 70,17
3 378 (‘19‘?"5)‘]: 3.5 3,85 (dd, J=9,2) 70,6 70,65
g 3 (dg‘f'é)‘]: 35 335(dd, 3=9,3) 71,6 71,44
57 3,50 (M) 3,50(m) 71,2 70,71
6” 0,95 (d, J=6,0) 0,98 (d, J= 6,0) 17,8 17,56

AROT et al., 1996. NI= N&o identificado.
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4.5.2.6 - Elucidacdo estrutural da miricetina 3-O-B-glicosideo
(VII)

A substéncia VI foi isolada a partir da subfragdo MLF-292H (16,5
mg) proveniente da fracdo acetato das folhas de M. lingua e sua estrutura
elucidada através de experimentos de RMN de *H, HSQC, HMBC, COSY e
comparacgao com dados da literatura (SCHARBERT et al., 2004).

FIGURA 4.26 - Estrutura da miricetina 3-O-B-glicosideo (VI1).

A analise do espectro de RMN de *H (Figura 4.27) mostrou sinais
caracteristicos da aglicona miricetina. Foram observados sinais correspondentes
aos hidrogénios do anel A em 6 6,34 (1H, d, J= 2,0 Hz) correspondente ao H-8 e
em d 6,16 (1H, d, J= 2,0 Hz) correspondente ao H-6. O sinal referente aos
hidrogénios do anel B (H-6’ ¢ H-2") se apresenta como um simpleto em & 7,30
(2H, s) uma vez que estes hidrogénios sao magneticamente equivalentes.

No mapa de correlagbes HSQC (Figura 4.29) os hidrogénios do
anel A H-8 e H-6 estdo ligados aos carbonos C-8 (6 93,7) e C-6 (6 99,1),
respectivamente. Em relacdo ao anel B, ambos o0s hidrogénios H-6 e H-2’ estdo
ligados ao carbono em 6 108,5.

No mapa de correlacdes HMBC (Figura 4.30) foi possivel observar

que o sinal dos H-2’/H-6 correlaciona-se com os carbonos C-2 (& 157,2), C-3°/
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C-5°(6 136,6), C-4’(5 144,9) permitindo assim a atribui¢cdo dos carbonos no anel
B. Também foi possivel ver as correla¢cdes do H-2’/ H-6’ com C-1" (6 120,0) e
C-2’/C-6’ (6 108,5). Em relacdo ao anel A foi possivel identificar a correlagédo
do hidrogénio H-8 com C-10 (6 103,5), C-5 (6 161,2) e C-7 (6 165,9) e 0
hidrogénio H-6 com C-10 (6 103,5), C-7 (6 165,9) e C-9 (6 157,2).

Através do espectro de RMN de 'H verificou-se a presenca de
sinais caracteristicos dos hidrogénios glicosidicos. A presenca de um dupleto em
6 5,15 com constante de 7,2 Hz caracteriza hidrogénio anomerico (H-1"") de -
glicose, os hidrogénios H-6" apresentaram sinais em 6 3,90 (m) e em & 3,81 (m),
os demais hidrogénios do acUcar apresentaram sinais na faixa de ¢ 3,29-3,65. No
mapa de correlagdes HMBC, o sinal do hidrogénio anomérico H-1" se
correlaciona com o carbono C-3 em 6 136,6 confirmando assim a posi¢cdo de

substituicdo da unidade glicosidica.
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TABELA 4.9 - Dados de RMN de *H e projecdo de **C da miricetina 3-O-p-glicosideo (V1)
e comparacao com a literatura.

Substancia VII (400  Lit.*(500 MHz, Substancia VII (100 Lit.*(125 MHz,

MHz, MeOH-d4) CD;COD) MHz, MeOH-d4) CD;COD)
H/C 81 (ppm) 81 (ppm) dc (ppm) dc (ppm)
2 - - 157,2 158,1
3 - - 136,6 136,1
4 ] ] NI 179,3
5 - - 161,2 162,3
6 6,16 (d, J= 2,0) 6,22 (d) 99,1 99,0
7 - - 165,8 165,3
8 6,34 (d, J= 2,0) 6,41 (d) 93,7 93,9
9 - - 157,2 157,7
10 - - 103,5 104,7
iR - - 120,0 121,0
2 7,30 (s) 7,32 (s) 108,5 109,1
3’ - - 136,6 137,2
4 ] ; 144.9 145,6
5’ - - 136,6 137,2
6 7,30 (s) 7,32 (s) 108,5 109,1
1” 5,15 (d, J= 7,2) 5,23 (d, J=7,7) 103,7 103,6
2” 3,65 (M) 3,54 (dd) 75,7 74,8
3” 3,47 (m) 3,46 (dd) 78,4 773
4 3,62 (M) 3,41 (dd) 72,9 70,1
57 3,29 (m) 3,26 (M) 78,0 77,6
6a” 3,90 (m) 3,75 (dd) 65,6 61,4
6b” 3,81 (M) 3,64 (dd) 65,6 61,4

8 SCHARBERT et al., 2004. NI= N&o identificado.
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45.2.7 - Elucidacgdo estrutural da quercetina 3-O-a-ramnosideo
(VI

A substancia VIII (Figura 4.31) foi isolada a partir da subfragédo
MLF292-FAB através de CLAE, sendo proveniente da fracdo acetato das folhas
de M. lingua. Sua estrutura foi elucidada através de experimentos de RMN de
'H, HSQC, HMBC, COSY e comparacio com dados da literatura (SANTOS et
al., 2005).

FIGURA 4.31 - Estrutura da quercetina 3-O-a-ramnosideo (VI1I1).

A anélise do espectro de RMN de *H (Figura 4.32) mostrou sinais
caracteristicos da aglicona quercetina. Foram observados sinais correspondentes
aos hidrogénios do anel A em 6 6,10 (d, J= 2,0 Hz) correspondente ao H-8 e em
6 5,94 (d, J= 2,0 Hz) correspondente ao H-6. No anel B ha sinais referentes ao
sistema de substituicdo 3’, 4’ com sinal em ¢ 7,24 (d, J= 2,0 Hz) referente ao
hidrogénio H-2’; em & 7,21 (dd, J= 2,0; 8,0 Hz) referente ao H-6’ ¢ em & 6,80
(d, J= 8,0 Hz) referente ao H-5’.

No mapa de contornos de COSY (Figura 4.33) acoplamento dos
hodrogénios do anel B é confirmado pela correlacdo entre H-2’ (6 7,24) e H-5’
(6 6,80). Através do mapa de correlacbes de HSQC (Figura 4.34) é possivel

verificar que os hidrogénios H-2’, H-5’ e H-6" estdo diretamente ligados aos
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carbonos C-2’ (6 115,3), C-5" (6 115,8) e C-6’ (6 121,0), respectivamente. No
anel A, os hidrogénios H-6 e H-8 estdo ligados aos carbonos C-6 (6 99,1) e C-8
(0 95,6), respectivamente.

Através do espectro de RMN de 'H verificou-se a presenca da
ramnose com sinal de metila em 6 0,81 (d, J= 6,0 Hz) referente ao H-6". O sinal
em & 5,25 (d, J= 1,4 Hz) refere-se ao hidrogénio anomeérico H-1”, sendo este
valor de constante caracteristico de a-ramnosideo (SANTOS et al., 2005).
Através do mapa de contornos de COSY o hidrogénio anomerico H-1" acopla-se
com H-2” em & 3,97 que por sua vez esta acoplado ao H-3” em 6 3,50. O
hidrogénio H-3” correlaciona-se com multipleto em 6 3,17 que corresponde aos
hidrogénios H-4 ¢ H-5".

A substituicdo do residuo de agucar na posi¢cdo C-3 do flavonoide
foi atribuida com base no valor do deslocamento quimico para o carbono C-2,
uma vez que néo foi possivel observar a correlacdo necessaria entre os sinais de
H-1” e C-3 no mapa de correlagbes HMBC. Dessa forma, C-2 sofre
desblindagem quando a posicdo C-3 esta substituida pelo agucar, apresentando
descolamento de & 156,3 (AGRAWAL, 1989).
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TABELA 4.10 - Dados de RMN de 'H e projecdo de *C da quercetina 3-O-a-ramnosideo
(V1) e comparagdo com a literatura.

Substancia VIII

Lit. (400 MHz,

Substancia VIII

Lit.? (100 MHz,

(400 M DMSO-d6) g&os“é'_ﬂé') DMSO-d6)
e on(em) 31 (ppm) 3¢ (ppm) 3¢ (ppm)
2 : : 156,3 156,84
3 : : 1344 134,72
4 : : N 178,24
5 : : N 161,81
6 594(d,J=20) 6,20 (d, J=2.2) 99,1 99,30
7 : : N 164,94
8 610(d,J=20) 6,38 (d, J=2.2) 95,6 94,23
g : : N 157,01
10 : : N 104,54
I : : N 121,25
> 724(d,0=20) 7,20 (d, 3= 2,2) 1153 116,16
3 : : NI 145,74
" : : NI 149,0
s 680(d J=80) 6,88 (d, J= 8,0) 1158 116,0
¢ 721 =200 (=22 1210 121,66
* 525(d J=14) 5,28 (d, J= 1.4) 102,9 102,35
2 3,97 (m) 3,98 (m) 703 70,59
3 3,50 (dd, 3=3,0; 9,0) 3,75 (m) 715 71,71
4 3,16 (m) 3,21 (m) 714 71,12
5 3,17 (m) 3,50 (m) 709 70,88
6 081(d,J=60) 0,80 (3) 18,7 18,02

8SANTOS et al., 2005. NI= Nio identificado.
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4.5.3 - Estudo biomonitorado da fracdo MLC1

Os grupos obtidos a partir da fracdo hexanica dos caules de M.
lingua foram acompanhados por cromatografia em camada delgada (CCD) e
reunidos em novas seis subfracdes a partir da semelhanca em seus perfis
cromatograficos. Com o objetivo de se avaliar o potencial de inibitorio das
mesmas, todas subfracdes obtidas foram ensaiadas sobre as catepsinas B e L.
Nota-se que em sua maioria 0s compostos bioativos isolados desta fracédo

pertencem a classe dos triterpenos.
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TABELA 4.11 - Inibicdo enziméatica das subfracbes provenientes de MLC1 na dosagem de
125 pg/ ml.

Fracéo/ massa (mg) % Inibigdo CTSB % Inibicdo CTSL
MLC1A/ 12,3 7,3+0,03 0,0 £0,03
MLC1B/ 440,2 71,3+0,04 95,0 £ 0,05
MLC1C/ 249,7 60,5 + 0,08 96,7 £ 0,09
MLC1D/ 33,4 59,8 + 0,05 78,9 £ 0,04
MLC1E/ 32,9 76,5+ 0,04 68,45 £ 0,01
MLC1F/ 82,4 49,7 £ 0,03 65,78 £ 0,02

Apos avaliagdo dos resultados obtidos optou-se por seguir o
isolamento das substéncias ativas a partir das fracbes MLC1B e MLC1C, as
quais apresentaram inibicdo superior a 80 % sobre CTSL, conforme

demonstrado na Tabela 4.11.
4.5.3.1 - Elucidacéo estrutural do &cido 3-O-acetil ursélico (1X)

A substancia IX (Figura 4.35) foi isolada a partir da fracdo hexanica
do caule de M. lingua (MLC1) e teve sua estrutura elucidada através de

experimentos de RMN de 'H e de *C e comparacdo com dados da literatura
(CHEN et al., 2012).
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FIGURA 4.35 - Estrutura do &cido 3-O-acetil ursolico (1X).

Analisando o espectro de RMN de 'H da substancia IX (Figura

4.36) observaram-se sinais entre 6 1,23-0,66 os quais podem ser atribuidos aos

hidrogénios metilicos. Um simpleto bastante desblindado em & 2,03 integrando

para trés hidrogénios é caracteristico do grupamento acetato. Ha ainda sinais em

6 5,25 (1H, t, J= 4 Hz) relativo ao hidrogénio H-12 e em & 4,50 (1H, dd, J= 12;

4 Hz) referente ao hidrogénio H-3. Também se observou um dupleto em & 2,15

referente ao H-18 (1H, d, J= 11,0 Hz).
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FIGURA 4.36 - Espectro de RMN de *H da substancia IX (400 MHz, CDCls).

A partir da analise dos espectros de RMN de *3C (Figura 4.37) foi

possivel atribuir os carbonos referentes ao esqueleto ursano. Os sinais em &
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183,2 e 6 171,0 referem-se aos carbonos carbonilicos pertencente ao grupamento
carboxilico e acetato, respectivamente. Foram observados sinais 6 125,7 e 137,9
referentes aos carbonos C-12 e C-13 da dupla ligacdo. Também foi observado
sinal em & 80,9 relativo ao carbono C-3, caracteristico de carbono ligado a

oxigénio (Tabela 4.12).
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FIGURA 4.37 - Espectro de RMN de *3C da substancia 1X (100 MHz, CDCls).

Realizou-se também experimento de RMN de **DEPT (Figura
4.38), que permitiu a determinacdo de todos os sinais referentes aos grupos
metilénicos e metinicos. Dessa forma, foi possivel estabelecer a presenca de
nove grupos metilénicos e sete grupos metinicos que permitiram assim

confirmar a estrutura do acido 3-O-acetil ursolico.
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TABELA 4.12 - Dados de RMN de *3C do 4cido 3-O-acetil ursélico (1X) e comparagdo com a
literatura.

Substancia 1X (100 MHz, CDCls) Lit.? (125 MHz, CDCly)

Bc 3 (ppm) 3 (ppm)
1 38,2 38,0
2 23,2 23,1
3 80,9 80,6
4 37,6 37,9
5 55,2 54,8
6 18,1 17,7
7 32,8 32,5
8 39,4 40,2
9 47 4 47,2
10 36,7 36,1
11 23,2 22,9
12 125,7 125,6
13 137,9 137,6
14 41,8 41,8
15 27,6 27,6
16 24,0 24,1
17 47,9 47,5
18 52,5 52,2
19 39,0 39,2
20 38,8 38,7
21 30,5 30,3
22 36,9 36,7
23 27,9 27,4
24 15,5 15,3
25 17,0 16,6
26 17,0 16,8
27 23,5 23,2
28 183,2 182,7
29 16,7 16,8
30 21,3 22,0
31 171,0 170,9
32 21,1 20,6

*CHEN et al., 2012,
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FIGURA 4.38 - Espectro de RMN de **DEPT da substancia I1X (100 MHz, CDCl5).

4.5.3.2 - Elucidacéo estrutural do &cido 3-epi-ursolico (X)

A substéncia X (Figura 4.39) foi isolada a partir da fracdo hexanica
do caule de M. lingua (MLC1) e teve sua estrutura elucidada atraves de

experimentos de RMN de *H.

FIGURA 4.39 - Estrutura do acido 3-epi-ursolico (X).
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Nota-se que a substancia X apresenta grande semelhanca estrutural
com a substancia IX, diferenciando-se apenas na posicdo C-3, onde ha

substituicdo do grupamento acetato pela hidroxila em axial (Figura 4.40).

'S ¥

3

OH
FIGURA 4.40 - Demonstragdo da hidroxila na posicéo axial.

Analisando o espectro de RMN de 'H da substancia X (Figura
4.42), observaram-se sinais entre 6 1,24-0,66 os quais podem ser atribuidos aos
hidrogénios metilicos. Sinal em & 5,25 (1H, t, J= 4 Hz) relativo ao hidrogénio H-
12 e em 6 3,40 (1H, dd, J= 4 Hz) relativo ao hidrogénio H-3. Também se
observa um dupleto em & 2,15 referente ao hidrogénio H-18 (1H, d, J= 11,0 Hz).
A constante de acoplamento referente ao hidrogénio H-3, em equatorial, se deve
a correlacdo com o hidrogénio H-2 em axial e equatorial, e o valor desta

constante depende diretamente do angulo diedro.
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FIGURA 4.41 - Espectro de RMN de *H da substancia X (400 MHz, CDCly).

4.5.3.3 - Elucidacéo estrutural da mistura dos acidos ursolico e

oleandlico (XI)

A mistura de acidos ursolico e oleandlico (XI) (Figura 4.42) foi
obtida a partir da fracdo hexanica do caule de M. lingua (MLC1) e a elucidacéo

estrutural de ambos os compostos (&cido ursélico e oleandlico) foi realizada

através de experimentos de RMN de 'H e de *C e comparagdo com dados da

literatura (GUVENALP et al., 2009).

FIGURA 4.42 - Estrutura da mistura de acidos ursolico e oleandlico (XI).
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Ambos os compostos apresentam grande semelhanca estrutura

entre si, diferenciando-se apenas pela posicdo da metila na posicdo C-29, o que

permite distinguir entre o esqueleto ursano e oleano. Analisando o espectro de

RMN de *H de XI (Figura 4.43), observaram-se sinais na regido entre & 1,24-

0,66 os quais podem ser atribuidos aos hidrogénios metilicos de ambos 0s
compostos. Dois sinais em 6 5,24 (1H, t, J=4 Hz) e em 6 5,27 (1H, t, J= 4 Hz)

relativo ao hidrogénio H-12 do acido ursolico e oleandlico, respectivamente. Um
sinal em ¢ 3,20 integrando para dois hidrogénios (2H, dd, J= 12; 4 Hz) relativo

ao H-3 de ambos os compostos. Também se observou dupleto em & 2,16
referente ao hidrogénio H-18 (1H, d, J= 11 Hz) do &cido ursolico e duplo

dupleto em 6 2,83 referente ao hidrogénio H-18 (1H, dd, J= 11; 4 Hz) do acido

oleandlico.
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FIGURA 4.43 - Espectro de RMN de *H de X1 (400 MHz, CDCls).

A partir da analise dos espectros de RMN de *C (Figura 4.44) foi

possivel atribuir os carbonos referentes ao esqueleto ursano e oleano. Foram
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observados sinais em ¢ 125,7 e 137,9 referentes aos carbonos C-12 e C-13 da
dupla ligacédo do acido ursélico, assim como sinais em & 122,6 e 143,6 referente
aos carbonos C-12 e C-13 do 4cido oleandlico, confirmando assim a mistura dos
compostos. Também foi observado sinal em & 79,0 relativo ao carbono C-3,

caracteristico de carbono ligado a oxigénio.

Chiorofarm-d

\
moo
naq
P D
[y

P

38.75

-
g
e

Tanos
3
550

75

—125 83
— 52 B4
.
o
T— 45 .80

_—a7 o1

L ) e A AL e a0 ) 0 0 A A e AL b e s s et
150 145 140 135 130 125 120 M5 10 105 100 %5 %0 8 & 75 0 65 6D
Chemical Shift {ppm)

FIGURA 4.44 - Espectro de RMN de *3C de X1 (100 MHz, CDCl).
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4.5.3.4 - Elucidacéo estrutural do orselinato de metila (XI1)

A substancia XII (Figura 4.45) foi isolada da fracdo hexanica do
caule de M. lingua (MLC1l) e teve sua estrutura elucidada através de
experimentos de RMN de uma e duas dimensdes e também através de
comparacdo com dados da literatura (HONGJUAN et al., 2007).
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FIGURA 4.45 - Estrutura do orselinato de metila (XI1).

Pela anélise do espectro de RMN de 'H (Figura 4.46) observou-se
um sinal em ¢ 12,02 (1H, s) referente ao hidrogénio quelado H-2 da hidroxila, e
um sinal na regido de aromaticos em ¢ 6,20 (1H, s) relativo ao hidrogénio H-5.
Devido a presenca de ligacdes intermoleculares ainda foi possivel observar sinal
em o 5,03 (1H, s) referente ao hidrogénio da hidroxila na posicdo 4. Nota-se
também um sinal referente ao grupamento metoxila em & 3,91 e dois singletos
em & 2,09 (3H, s) e 2,45 (3H, s) integrando para trés hidrogénios cada, cujo
deslocamento € caracteristico de grupamento metila ligado ao anel aromatico

(Tabela 4.13).
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FIGURA 4.46 - Espectro de RMN de *H da substancia X11 (400 MHz, CDCls).
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TABELA 4.13 - Dados de RMN de 'H e projecdo de **C do orselinato de metila (XI1) e
comparagdo com a literatura.

Substancia X11 (400 Lit.? (600 Substancia X11 (100 Lit.# (150

MHz, CDCly) MHz, CDCly) MHz, CDCly) MHz, CDCly)

H/C 81 (ppm) 81 (ppm) 8r (ppm) 81 (ppm)
1 - - 105,0 105,2
2 12,02 12,05 158,1 158,0
3 - - 108,3 108,5
CHs-3 2,09 2,10 7.4 7,62
4 5,03 5,34 1634 163,1
5 6,20 6,21 110,5 110,5
6 ] ] 140,0 140,1
CHs-6 2,45 2,45 23,8 24,07
C=0 - - 172,5 172,6
OCH; 3,01 3,92 52,0 51,8

*HONGJUAN et al., 2007.

A atribuicdo dos sinais de carbonos foi realizada a partir dos
experimentos de HSQC e HMBC. Através das correlacbes observadas no HSQC
(Figura 4.47), tem-se hidrogénio H-5 correlacionando com & 110,5 (C-5),
grupamento metoxila correlacionando com carbono & 52,0, grupamento metila
em 6 2,09 e 6 245 correlacionando com carbonos & 7,4 e & 23,8,
respectivamente.

Através do mapa de correlacbes HMBC foi possivel atribuir os
sinais de carbono e hidrogénio (Figuras 4.48 e 4.49). Observa-se que o sinal
referente ao hidrogénio aroméatico H-5 se correlaciona com os carbonos em 6
105,0; 108,3 e 23,8. O hidrogénio quelado H-2 se correlaciona com os carbonos
em ¢ 105,0; 108,3 e 163,4. Os hidrogénios do grupo metoxila se correlacionam
com o carbono carbonilico em & 172,5. Observa-se que CHs-6 se correlaciona
com carbonos em & 105,0; 140,0 e 110,5 e CHs-3 correlaciona-se com outros
trés carbonos em & 108,3; 158,1 e 163,4. Assim, foi possivel estabelecer a
posicdo dos substituintes e confirmar a estrutura da substancia XII (Figura
4.45).
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FIGURA 4.47 - Mapa de correlacbes HSQC da substancia XI1 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.48 - Mapa de correlacbes HMBC da substancia XI1 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.49 - Expansdo do mapa de correlagbes HMBC da substancia XI1 (400 MHz,
CDCly).

4.5.3.5 - Elucidacéo estrutural do &cido ursolico (XI11)

A substancia X111 (Figura 4.50) foi isolada da fracdo hexanica do
caule de M. lingua (MLC1l) e teve sua estrutura elucidada através de
experimentos de RMN de 'H e de *C e comparacdo com dados da literatura
(GUVENALP et al., 2009).
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FIGURA 4.50 - Estrutura do acido ursolico (XI111).
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Nota-se semelhanca entre a substancia X111 e as substancia IX e X,
diferenciando-se apenas na posicdo C-3, onde ha substituicdo do grupamento

acetato pela hidroxila em equatorial (Figura 4.51).

T,
Ho H 53;5'

3

H
FIGURA 4.51 - Demonstragéo da hidroxila na posi¢éo equatorial.

Analisando o espectro de RMN de 'H de X111 (Figura 4.52) observaram-
se sinais entre 6 1,24-0,66, os quais podem ser atribuidos aos hidrogénios
metilicos. Sinal em & 5,25 (1H, t, J= 4 Hz) relativo ao H-12 e em 6 3,20 (1H, dd,
J=12,0; 4,0 Hz) relativo ao hidrogénio H-3. Também se observou um dupleto
em 6 2,15 referente ao H-18 (1H, d, J= 11,0 Hz). A constante de acoplamento
referente ao hidrogénio H-3, em axial, se deve a correlagdo com H-2 em axial e
equatorial. Dessa forma, como foi mencionado anteriormente, o valor da
constante de acoplamento entre hidrogénios adjacentes depende diretamente do

angulo diedro.
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FIGURA 4.52 - Espectro de RMN de "H da substancia X111 (400 MHz, CDCls).

A partir da anélise do espectro de RMN de **C (Figura 4.53) e
comparacdo com dados da literatura (Tabela 4.14), foi possivel confirmar e
atribuir os sinais de carbono caracteristico do esqueleto ursano. Foram
observados sinais em & 125,8 e 137,9 referentes aos carbonos C-12 e C-13 da
dupla ligacéo, respectivamente. Também foi observado sinal em & 79,0 relativo

ao carbono C-3, caracteristico de carbono ligado a oxigénio.
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TABELA 4.14 - Dados de RMN de *C do 4cido ursélico (XI11) e comparacdo com a
literatura.

Substancia X111 (100 MHz, CDCls) Lit.%(100 MHz, CDCly)
“c 3 (ppm) 3 (ppm)
1 39,0 39,2
2 28,0 27,5
3 79,0 78,5
4 38,5 38,7
5 55,2 55,5
6 18,3 18,3
7 32,9 33,1
8 30,4 39,6
9 47,8 47,8
10 36,7 36,9
11 17,0 16,6
12 1258 125,7
13 137,9 138,4
14 41,9 41,7
15 30,4 29,5
16 24,1 24,1
17 475 47,7
18 52,6 53,1
19 38,8 39,2
20 38,7 39,2
21 30,6 30,5
22 36,9 36,9
23 28,1 28,0
24 15,5 15,2
25 15,4 14,8
26 16,9 16,4
27 235 23,1
28 NI 180,4
29 23,2 22,9
30 21,2 22,8

GUVENALP et al., 2012. NI= ndo identificado.
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FIGURA 4.53 - Espectro de RMN de **C da substancia X111 (100 MHz, CDCls).

4.5.4 - ModificacOes estruturais

45.4.1 - Reacdo de hidrogenacdo da mistura | para obtencéo da

substancia X1V

Devido as dificuldades inerentes ao processo de separacdo da
mistura de &cidos anacardicos insaturados por ser composta de substancias
similares entre si e com o objetivo principal de se avaliar a interferéncia das
duplas ligacdes na cadeia alquilica sobre a inibicdo enzimatica, optou-se pela
reacdo de hidrogenacao catalitica (Figura 4.54). A reacdo foi realizada utilizando
41 mg do material de partida, paladio/carvéo ativo como catalisador e atmosfera

de hidrogénio.
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FIGURA 4.54 - Reacéo de hidrogenacéo.

Ao final do processo a mistura de acidos anacardicos foi convertida
em uma substancia pura, e obteve-se assim o0 &cido anacardico completamente
saturado (sélido amarelado) que foi identificado como substancia X1V (29,1
mg) (Figura 4.55).

A analise de RMN de 'H (Figura 4.56) da substancia X1V revela a
completa reducdo das duplas ligacbes pela auséncia de sinais referentes aos
hidrogénios olefinicos na regido entre 6 5,00 ¢ 6 5,50 e aos hidrogénios alilicos
na regiao de 6 1,80 a 6 2,80.

OH (0]

R
5

R=An17:0
FIGURA 4.55 - Estrutura do acido anacardico saturado (XIV).
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FIGURA 4.56 - Espectro de RMN de *H da substancia X1V (400 MHz, MeOH-d4).

4.5.4.2 - Reacdo de hidrdlise da substéncia VI para obtencdo da

substancia XV

Com o objetivo de avaliar a contribuicdo dos acucares na posicao

C-3 do flavonoide sobre a atividade inibitéria nas CTSB e CTSL, a substancia

VI previamente caracterizada como miricetina 3-O-a-ramnosideo (Figura 4.21),

foi submetida a reacdo de hidrolise para obtencdo da respectiva aglicona. A

miricetina (XV) (Figura 4.57) foi obtida com rendimento de 93 % e teve sua

estrutura elucidada através de experimentos de RMN de 'H.

OH O

FIGURA 4.57 - Estrutura da miricetina (XV).
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A anédlise de RMN de 'H (Figura 4.58) revela os sinais de
hidrogénios referentes a aglicona, assim como auséncia dos sinais referente a
unidade de rhamnose que foi completamente removida durante a reagdo de

hidrolise.
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FIGURA 4.58 - Espectro de RMN de *H da substancia XV (400 MHz, MeOH-d4).

4.5.4.3 - Reacéo de metilacdo da quercetina (I-PN) para obtencao
das substancias XVI, XVII e XVIII.

Com o objetivo de se avaliar a contribuicdo das metoxilas sobre a
atividade enzimatica, o flavonoide quercetina (I-PN) obtido comercialmente da
Sigma Aldrich foi submetido a reacdo de metilacdo com diazometano. Por se
tratar de um composto poliidroxilado, os trés derivados XVI (Figura 4.59),
XVII (Figura 4.62) e XVIII (Figura 4.65) obtidos apresentaram quantidades

variadas de metoxilas e em diferentes posi¢cdes como descrito a seguir. A fim de

115




facilitar o entendimento, os dados espectroscopicos obtidos de cada composto
serdo discutidos separadamente.

Analisando o espectro de RMN de *H da 3,7,3'-O-metil quercetina
(substancia XVI) (Figura 4.60), observou-se que 0s sinais referentes aos
hidrogénios do anel A e B caracteristicos da quercetina foram mantidos. Foram
observados sinais correspondentes aos hidrogénios do anel A em 6 6,72 (d, J=
2,0 Hz) correspondente ao H-8 e em 6 6,35 (d, J= 2,0 Hz) correspondente ao H-
6. No anel B ha sinais referentes ao sistema de substituicao 3°, 4’ com sinal em 0
7,73 (d, J= 2,0 Hz) referente ao hidrogénio H-2’; em 6 7,69 (dd, J= 2,0; 8,0 Hz)
referente ao H-6" e em 6 7,17 (d, J= 8,0 Hz) referente ao H-5’. Entretanto nota-
se a presenca de 3 novas metoxilas entre & 3,50 e 4,50 obtidas ap0s reacdo com
diazometano.

Através do mapa de HMBC (Figura 4.61) foi possivel estabelecer a
posicdo de cada uma das 3 metoxilas presentes no flavonoide. Foi observada a
correlagao do sinal de hidrogénio em 6 3,91 (-OCHg3) com o carbono em 6 139,7
atribuido ao carbono C-3. Nota-se também a correlacdo do sinal do hidrogénio
em 6 3,95 (-OCH3) com carbono C-7 (6 166,7) e correlacdo do sinal do
hidrogénio em & 3,97 com carbono C-3* (6 150,0) que se correlaciona com
hidrogénio H-5" (6 7,17).

OH (6]
FIGURA 4.59 - Estrutura da 3,7,3'-O-metil quercetina (XVI).
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FIGURA 4.61 - Mapa de correlagdes HMBC da substancia XV1 (400 MHz, DMSO-d6).

A seguir encontra a elucidacdo do flavonoide 3,7,3,4-O metil

quercetina (Figura 4.62).
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FIGURA 4.62 - Estrutura da 3,7,3',4'-O metil quercetina (XVII).

Atraves do mapa de HMBC (Figura 4.64) foi possivel estabelecer a
posicdo das 4 metoxilas presentes na 3,7,3',4-O metil quercetina (Figura 4.62).
Correlagdo do sinal de hidrogénio em 6 3,92 (-OCH3) com carbono C-3 em 6
139,7. Também foi possivel estabelecer correlagdo do sinal de hidrogénio 6 3,93
(-OCHgs) com carbono C-3” em 6 150,0 que por sua vez também se correlaciona
com sinal dos hidrogénios H-2 (6 7,80) e H-5" (6 7,17). Estabeleceu-se
correlacdo do sinal de hidrogénio em 6 3,93 (-OCHj3) com carbono C-4’ em 6
153,0 e que também esté correlacionado com hidrogénios H-2 (6 7,80) e H-6’
(7,78). A presenca da quarta metoxila na posicdo C-7 foi confirmada através da
correlagao do sinal de hidrogénio & 3,94 (-OCH3) com carbono C-7 em 6 166,7
que também se correlaciona com sinal dos hidrogénios H-6 (6 6,34) e H-8 (6
6,69).
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FIGURA 4.63 - Espectro de RMN de *H da substancia XVI1 (400 MHz, DMSO-d6).
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FIGURA 4.64 - Mapa de correlacbes HMBC da substancia XVII (400 MHz, DMSO-d6).

A elucidagdo do flavonoide 3,5,7,3'4-O metil quercetina,
substancia XVIII (Figura 4.65), foi realizada através o mapa de correlagdes
HBMC (Figura 4.7). Foi observada correlagdo do sinal de hidrogénio em & 3,86
(-OCH3z) com carbono C-3 em 6 141,5. Também foi possivel estabelecer
correlacdo do sinal de hidrogénio em 6 3,92 (-OCH3) com carbono C-3° em 6
150,3 que por sua vez também se correlaciona com sinal dos hidrogénios H-2’
(6 7,76) e H-5" (6 7,14). Estabeleceu-se correlagdo do sinal de hidrogénio em 6
3,92 (-OCHgs) com carbono C-4’ em 6 153,1 e que também esta correlacionado
com hidrogénios H-2’ (5 7,76) e H-6" (6 7,73). Estabeleceu-se posigédo da quarta
metoxila através da correlacdo do sinal de hidrogénio 6 3,92 (-OCHj;) com
carbono C-5 em 162,3 que por sua vez estd correlacionado com sinal do
hidrogénio H-8 (& 6,75). A presenca da quinta metoxila na posicdo C-7 foi
confirmada através da correlacdo do sinal de hidrogénio em ¢ 3,95 (-OCHgz) com
carbono C-7 em 6 165,8 que também se correlaciona com sinal dos hidrogénios
H-6 (5 6,48) ¢ H-8 (5 6,75).
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FIGURA 4.65 - Estrutura da 3,5,7,3',4'-O metil quercetina (XVII1).
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FIGURA 4.66 - Espectro de RMN de *H da substancia XV111 (400 MHz, DMSO-d6).
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45.4.4 - Reacdo de metilacdo da substancia IX para obtencao da

substancia XIX.

A substancia X1X, identificada com 3-O-acetil-ursolato de metila
(Figura 4.68) foi obtida a partir da reacdo de metilagdo com diazometano da
substancia 1X (Figura 4.35), com rendimento de 90 % e teve sua estrutura
elucidada através de experimentos de RMN de 'H. Esta reacdo permitiu avaliar a
importancia do grupamento acido carboxilico (posi¢cdo C-28) sobre as proteases

estudadas.
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FIGURA 4.68 - Estrutura da 3-O-acetil-ursolato de metila (XIX).

Analisando o espectro de RMN de 'H de XIX (Figura 4.69),

observou-se que 0s sinais presentes no espectro de hidrogénio da substancia 1X

(Figura 4.35 e 4.36) foram mantidos, havendo modificacdo somente pela

presenca de um simpleto em 6 3,59 integrando para trés hidrogénios, referente

ao sinal da metoxila.
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FIGURA 4.69 - Espectro de RMN de *H da substancia X1X (400 MHz, CDCls).
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4545 - Reacdo de oxidacdo de III-SA para obtencdo da
substancia XX

Com o objetivo de observar a contribuicdo do grupamento hidroxila
na posicdo C-3 do esqueleto triterpénico, procedeu-se a reagdo de oxidacdo para
obtencdo do &cido-3-oxo-oleandlico (XX) (Figura 4.70) que teve sua estrutura
elucidada através de experimento de RMN de 'H (Figura 4.71). O material de
partida utilizado, acido oleandlico (I111-SA), é comercialmente disponivel e foi
obtido da Sigma Aldrich. Optou-se por adquirir comercialmente o acido
oleandlico para realizagdo das reacdes e ensaios subsequentes, uma vez que esta
substancia havia sido isolada somente em mistura com acido ursélico (Figuras
4.42 e 4.43) em pequena quantidade impossibilitando assim uma investigacio

mais detalhada da poténcia sobre as enzimas estudadas.

FIGURA 4.70 - Estrutura do acido 3-oxo-oleandlico (XX).

Analisando o espectro de RMN de 'H da substancia XX (Figura
4.71), observaram-se sinais entre ¢ 1,26-0,82 os quais podem ser atribuidos aos
hidrogénios metilicos do esqueleto ursano. Nota-se também auséncia do sinal
em 6 4,50 (dd) integrando para um hidrogénio, que se referia ao hidrogénio na
posicdo H-3. O sinal em ¢ 2,85 refere-se ao hidrogénio H-18 (1H, dd, J= 11,0;

4,0 Hz) do &cido oleandlico.
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FIGURA 4.71 - Espectro de RMN de *H da substancia XX (400 MHz, CDCl).

4.5.4.6 - Reacdo de obtencdo da oxima XXI a partir de XX

Apos obtencéo e purificacdo da substancia XX, procedeu-se a sua
transformacdo na XXI. O derivado obtido indentificado como acido 3-oxima
oleandlico (Figura 4.72) teve sua estrutura confirmada através de experimento
de RMN de 'H (Figura 4.73). Realizou-se esta derivatizacdo com o objetivo de

explorar o efeito de diferentes substituintes na posi¢do C-3.

FIGURA 4.72 - Estrutura do acido 3-oxima-oleanolico (XXI).
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Analisando o espectro de RMN de *H da substancia XXI (Figura
4.73) observaram-se sinais entre 6 1,13-0,76 os quais podem ser atribuidos aos
hidrogénios metilicos. O sinal em 6 3,20 (dt, J= 14,0 e 4,0 Hz) caracteriza a
presence da fungdo oxima na substéncia XXI, uma vez que os pares eletrénicos
do oxigénio na oxima causam um efeito anisotropico desprotetor sobre os
nicleos proximos, provocando dessa forma a desblindagem do sinal do

hidrogénio H-2.
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FIGURA 4.73 - Espectro de RMN de *H da substancia XX1 (400 MHz, CDCls).

4.5.4.7 - Reacdo de acetilacdo do acido oleandlico (I111-SA) para
obtencao de XXI|I

A partir do &cido oleanolico (I11-SA) procedeu-se a reacdo de
acetilacdo para obtencdo do acido 3-O-acetil-oleanodlico (XXII) (Figura 4.74)
que teve sua estrutura elucidada através de experimento de RMN de 'H (Figura
4.75). Este composto foi obtido a fim de se comparar as atividades entre os

esqueletos ursano e oleanano, uma vez que o &cido 3-O-acetil ursélico (IX)
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(Figura 4.35) foi previamente isolado do caule de M. lingua como descrito

anteriormente.

FIGURA 4.74 - Estrutura do &cido 3-O-acetil-oleandlico (XXI1).

Analisando o espectro de RMN de 'H da substancia XXI1 (Figura
4.75) observaram-se sinais entre 6 1,13-0,76 os quais podem ser atribuidos aos
hidrogénios metilicos. Nota-se um sinal em & 4,50 (1H, dd, J= 12; 4 Hz)
referente ao hidrogénio H-3 e um duplo dupleto em & 2,83 referente ao
hidrogénio H-18 (1H, dd, J=11,0; 4,0 Hz). Um simpleto desblindado em 6 2,05

(3H, s) integrando para trés hidrogénios é caracteristico do grupamento acetil.
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FIGURA 4.75 - Espectro de RMN de *H da substancia XX11 (400 MHz, CDCl5).
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4.6 Ensaios de Inibicdo Enzimatica

4.6.1 - Determinacao do valor de K, para Z-FR-MCA

O valor de K, refere-se a afinidade da enzima pelo substrato
(COPELAND, 2005). Conforme procedimento previamente descrito,
determinou-se o valor experimental de K, sobre as catepsinas humanas B e L, a
fim de se estabelecer a concentracdo do substrato Z-FR-MCA utilizada nos
ensaios enzimaticos. Os resultados obtidos (Tabela 4.15) foram comparados

com valores da literatura.

TABELA 4.15 - Valor de Ky, sobre as catepsinas humanas B e L.

Enzimas Km experimental (M) Km literatura (uM)
Z-FR-MCA Z-FR-MCA
Catepsina B 123 uM 157,5 pM®
Catepsina L 1,2 uM 2,4 uMm?

*MASON, GREEN & BARRET, 1985; "REN et al., 2013.

Baseado nos resultados descritos optou-se por trabalhar com as
concentracbes de 185 e 10 pM de Z-FR-MCA para as CTSB e CTSL,

respectivamente.

4.6.2 - Avaliacdo enzimatica e determinacdo da poténcia (ICx)

dos inibidores sobre as catepsinas B e L

Apos realizacdo da triagem inicial (100 uM), todas as substancias
que apresentaram inibicdo significativa (superior a 70 %) sobre CTSB e CTSL

foram selecionadas para a determinagéo do ICs,
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A determinacéo da poténcia dos inibidores através do 1Cs, Se refere
a concentracdo do inibidor necessaria para reduzir em 50 % a atividade
enzimatica em condicdes reacionais estabelecidas (COPELAND, 2005).

A avaliacdo da eficacia (ICsp) das substéncias selecionadas foi
realizada através da metodologia de inibicdo enzimatica anteriormente
apresentada. Assim, para a construgdo da curva concentragdo X resposta, utiliza-
se no minimo oito diferentes concentragdes do inibidor, explorando-se valores
de inibigéo no intervalo de 15 a 90 %, para maior confiabilidade dos resultados.
Os dados cinéticos foram obtidos e tratados a partir do metodo de regressdo néo
linear de melhor ajuste utilizando o programa SigmaPlot 12.0.

Conforme resultados obtidos sobre as enzimas estudadas, optou-se
por discutir separadamente as classes avaliadas (flavonoides e triterpenoides),

uma vez que ambas apresentaram perfil inibitorio distinto sobre CTSB e CTSL.

4.6.3 - Flavonoides e derivados

As substancias isoladas da fracdo acetato de etila das folhas de
Myrcia lingua e demais derivados semi-sintéticos adquiridos foram ensaiados
sobre CTSB e CTSL na dosagem de 100 M e os resultados obtidos encontram-
se apresentados na Tabela 4.16. Nesta tabela também se encontram descritas as
atividades de inibicdo enzimatica de alguns outros compostos que apesar de ndo
pertecerem necessariamente a classe dos flavonoides, foram obtidos de espécie
Myrcia lingua e tiveram sua poténcia determinada: mistura de acidos
anacardicos (1), acido quinico (I1), &cido galico (I11), &cido protocatecuico (1V),
orselinato de metila (XI1) e acido anacardico saturado (XI1V).

Sabe-se que para explorar o efeito de diferentes grupos subtituintes
nas estruturas e assim investigar e comparar suas contribuicdes para a inibicéo
enzimatica se faz necessario um maior nimero de compostos. Diante disso, além

dos compostos naturais isolados de Myrcia lingua optou-se por avaliar também
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outros inibidores obtidos de fontes diversas por com grande semelhanga
estrutural entre si. Assim a avaliacdo inibitéria dos flavonoides isolados de M.
lingua, seus derivados semi-sintéticos, juntamente com os demais compostos
obtidos do grupo de produtos naturais (PN-UFSCar) e Sigma Aldrich
permitiram que vérias considera¢des pudessem ser estabelecidas na busca por

inibidores mais potentes e seletivos sobre as cisteino proteases.

TABELA 4.16 - Inibicdo enzimatica das substancias isoladas das folhas de M. lingua e
derivados.

Inibidor % Inibicéo (100 xM)

CTSB CTSL
I 89,8+0,4 379+0,2
I 32,3+0,5 49,8 +0,8
i 60,6 + 0,8 54,6 +0,4
v 51,3+0,7 44,2 +0,3
\Y 955+0,5 64,0 +0,8
VI 92,0+0,2 56,5+0,8
Vil 95,7+0,8 67,0+0,4
Vil 89,3+0,2 26,5+0,2
X 4005 50+0,3
X1V 78,7+0,1 66,2 + 0,3
XV 97,0+0/4 86,7 +0,7
XVI 2,0+£0,3 54+0,3
XVII 3,3+04 4,7+0,5
XVII 25+05 3,8+0,2

129



Os demais compostos avaliados obtidos de outras fontes sdo (Figura

4.76) quercetina (I-PN), tamarixetina 3-O-a-ramnosideo (I1-PN), catequina

(111-PN), epicatequina (IV-PN), quercetina pentacetato (V-PN) e catequina
pentacetato (V1-PN), kaempferol (I-SA), luteolina (11-SA).
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FIGURA 4.76 - Estrutura dos derivados de flavonoides obtidos de fontes diversas.



TABELA 4.17 - Poténcia (ICsg) dos flavonoides sobre CTSB e CTSL.

Inibidor I1Cs0 (uM)
CTSB CTSL
I 33,8+3,0 180,0 + 16,4
I > 250 > 250
i 121,6 £9,8 130,5+ 12,0
v > 250 > 250
\Y/ 22,4 + 3,2 ND
VI 37,2+ 3,0 1145+ 10,3
VII 172+14 ND
VIl 193,4 + 32,9 > 250
XIl > 250 > 250
X1V 29221 70,2+28
XV 49+0,5 239+21
XVI > 250 > 250
XVII > 250 > 250
XVII > 250 > 250
I-PN 8,2+0,9 26,3+1,8
11-PN > 250 > 250
111-PN 174,2 +15,4 179,0 £ 15,9
IV-PN > 250 > 250
V-PN > 250 47,2+29
VI-PN > 250 > 250
I-SA 15011 28,4 +23
11-SA 36,2+4,1 79,2+41

ND= ndo determinado.

De forma geral, os flavonoides avaliados apresentaram inibicéo
moderada sobre CTSB e baixa atividade sobre CTSL (Tabela 4.17). As
substancias I, 111, IV e Xl isoladas de M. lingua foram praticamente inativas
sobre as enzimas avaliadas.

anacardicos (1) que apesar de estarem em mistura, apresentavam atividade
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moderada sobre CTSB (ICsq 33,8 uM). Apo0s reacdo de hidrogenacdo obteve-se
um Unico composto totalmente saturado (X1V), entretanto a poténcia manteve-se
praticamente inalterada (ICso 29,2 uM) evidenciando assim que a presenca das
duplas ligagdes na cadeia alquilica exerce pouca contribui¢cdo para inibicéo
enzimatica.

Dentre todos os flavonoides avaliados os mais ativos foram XV, I-
PN e I-SA, com ICs, de 4,9; 8,2 e 15,0 uM, respectivamente. Os resultados
obtidos demostraram que a presenca do grupo OH no anel B é importante para
inibicdo sobre CTSB e quanto maior o nimero de hidroxilas presente no anel,
maior sera a poténcia como pode ser evidenciado pela miricetina (XV) com trés
hidroxilas no anel B. Estudos da literatura demonstraram que a presenca de
grupamento OH em compostos fendlicos pode afetar a atividade biologica
através da formacdo de ligagbes de hidrogénio no sitio ativo enzimatico
(HARBORNE & WILLIAMS, 2000).

Quando comparamos as substancias I1-PN (8,2 uM) e 11-SA (36,2
uM), verificou-se a importancia do grupo OH na posicdo C-3, pois a auséncia de
hidroxila (I11-SA) levou a diminuicdo da atividade inibitoria sobre CTSB. Ao
analisarmos a aglicona XV (4,9 uM) e seus respectivos flavonoides glicosilados
VI (37,2 uM) e VII (17,2 uM), nota-se que a presenca do agucar na posi¢do C-3
ndo contribui para atividade enzimatica, pois ha um aumento dos valores de
ICso.

Ao avaliarmos os demais flavonoides nota-se que a presenca do
grupo metoxila no anel provocou diminuicdo consideravel da poténcia
(substancia 11-PN), tornando-se praticamente inativa sobre CTSB com valor de
ICso acima de 250 M. Esta informacdo também foi confirmada para subtancias
XVI, XVII e XVIII que foram obtidas a partir da derivatizacdo da quercetina (I-
PN) e possuem metoxilas em diferentes posi¢gdes, com valores de 1Cs, acima de
250 uM. A fim de se estabelecer a contibuicdo da dupla ligacdo presente no anel

C, avaliamos os flavan-3-ols (I11-PN, IV-PN e VI-PN). Todos 0os compostos
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apresentaram baixa atividade sobre as enzimas alvo, demonstrando assim que a
presenca da dupla neste anel contribui para inibi¢cdo enzimatica.

Posteriormente os inibidores mais potentes (XV, I-PN e I-SA)
foram selecionados para estudo cinético e determinacdo do mecanismo de agéo
sobre CTSB. Devido a baixa atividade dos flavonoides sobre CTSL o

mecanismo de ac¢do nao foi determinado para esta enzima.

4.6.4 - Triterpenoides e derivados

As substancias isoladas da fracdo hexanica do caule de M. lingua e
demais derivados semi-sintéticos obtidos, foram ensaiados sobre as catepsinas B
e L na dosagem de 100 uM (Tabela 4.18).

TABELA 4.18 - Inibicdo enzimatica dos triterpenoides provenientes do caule de M. lingua e
derivados.

Inibidor % Inibicéao (100 uM)
CTSB CTSL

IX 46,6 £0,1 91,9+0,6
X 48,3+0,2 98,0+0,1
X1 53,6 £ 0,2 96,0+ 0,1
XIX 35%0,6 0,0£05
XX 26,7+0,4 95,0+0,5
XXI 33,3+0,2 97,3+0,7
XXII 36,4+0,5 93,4 +0,4

A partir dos resultados obtidos, observou-se que as substancias
avaliadas apresentaram uma maior atividade sobre CTSL e posteriormente

tiveram seus valores de I1Csy determinados.
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FIGURA 4.77 - Estrutura dos derivados de triterpenos obtidos de fontes diversas.

Ap0os avaliacdo positiva dos triterpenos isolados da fragdo hexanica
do caule de Myrcia lingua Berg. como potenciais inibidores da CTSL, optou-se
por avaliar também outros compostos devido a grande similaridade estrutural.
Alguns foram previamente isolados pelo grupo de produtos naturais da UFSCar
como acido masticadiendico (VII-PN) e o seu correspondente metil éster (VI111-
PN), schinol (IX-PN), &cido 3-oxima masticadiendico (X-PN) e outros foram
adquiridos comercialmente na empresa Sigma Aldrich como acido oleandlico
(I11-SA) e submetidos a subsequentes modificacOes estruturais (XX, XXI e
XXI) (Figura 4.77).
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Dessa forma, uma série totalizando 12 triterpenoides foi avaliada
sobre CTSB e CTSL em relacédo ao seu potencial de inibi¢do. Os valores de I1Cs

obtidos para estes compostos encontram-se descritos na Tabela 4.19.

TABELA 4.19- Poténcia (ICsp) dos triterpenoides sobre CTSB e CTSL.

Inibidor ICs0 (uM)
CTSB CTSL
IX 78,9+6,4 123+1,6
X > 250 6,5+0,9
X111 > 250 39,5+4,7
XIX > 500 > 500
XX > 250 147 +0,9
XXI > 250 24+05
XXI1 > 250 9,7+18
VII-PN > 250 9,1+23
VIII-PN > 250 > 250
IX-PN 20,4 +20 8,2+0,5
X-PN > 250 2,6 0,2
111-SA > 250 7211

A série de substancias avaliadas apresentou-se como inibidores da
CTSL, entretanto praticamente ndo apresentaram inibi¢ao sobre CTSB.

Sabe-se que para a realizacdo do estudo de relacdo entre estrutura e
atividade € necessaria uma grande colecdo de compostos, entretanto apesar da
série de triterpenoides corresponder a uma pequena colecdo, algumas
consideracOes podem ser estabelecidas e posteriormente utilizadas na busca por

inibidores mais potentes e seletivos. Esta foi a primeira vez que esta classe de
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compostos foi descrita na literatura como inibidores da catepsina L humana
(RAMALHO et al.,, 2014). Assim, dentre os inibidores avaliados os mais
potentes sobre CTSL (Tabela 4.19) foram as substancias X, XXI e X-PN com
valores de ICs 6,5; 2,4 e 2,6 uM, respectivamente.

Avaliando as poténcias obtidas pode-se estabelecer que a presenca
do acido carboxilico na posicdo C-28 € de extrema importancia para atividade
inibitoria dos triterpenos sobre CTSL. Os compostos XIX e VIII-PN
diminuiram consideravelmente a inibigdo (valores de ICsy acima de 250 uM)
guando o grupamento acido foi substituido pelo éster metilico correspondente.
Por outro lado, a presenga do grupo hidroximino na posi¢do C-3 contribuiu
significativamente para 0 aumento da poténcia nas subtédncias XXI e X-PN
quando comparada aos seus precursores (I111-SA e VII-PN). As substancias (I1X
e XXI1) que contém o grupamento acetato na posicdo C-3 apresentaram inibicéo
moderada sobre CTSL, 12,3 e 9,7 uM, respectivamente. Outro aspecto que
chamou a atencdo foi a poténcia apresentada pelas substancias X e XIII. Estes
sdo compostos com grande semelhanca estrutural entre si, cuja unica diferenca é
a configuracédo da hidroxila na posicdo C-3. A substancia X que apresenta um
grupo a-OH possui uma poténcia muito maior (1Cso 6,5 ©M) quando comparado
com XIIl (ICsy 39,5 uM), demonstrando assim que a posicdo destes
grupamentos é importante para interacdo com sitio ativo enzimatico da CTSL.
Assim a partir dos dados apresentados também pode-se confirmar que ambos 0s
esqueletos ursano e oleanano possuem capacidade de inibir CTSL.

Estudos recentes encontrados na literatura descrevem o &cido
ursolico como inibidores de metaloproteases (MMPs) em linhagens de glioma
C-6 de ratos com ICsy de 20 uM para protease MMP-9. As MMPs séo enzimas
que também se apresentam como superexpressas em células tumorais e se
correlacionam com o processo de progressao tumoral (SHISHODIA et al., 2003;
SULTANA, 2011; GONCALVES et al.,, 2012). O acido ursolico e seus

derivados também tém sido descritos como agentes de baixa toxicidade, o que
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Impulsiona ainda mais o interesse por esta classe de substancias (SULTANA,
2011; SALVADOR et al., 2012).

Posteriormente os inibidores mais potentes (X, XXI, X-PN) foram
selecionados para estudo cinético e determinacdo do mecanismo de acdo sobre
CTSL. Devido a baixa atividade sobre CTSB o mecanismo de acdo ndo foi

determinado sobre esta enzima.

4.6.5 - Determinacdo do mecanismo de acao e valor do K; dos

flavonoides sobre a catepsina B

Os flavonoides de maior poténcia (XV, I-PN e I-SA) foram
selecionados para determinacdo do mecanismo de acéo utilizando o método do
grafico duplo reciproco de Lineawever-Burk, sendo determinados como
inibidores incompetitivos da CTSB (Figura 4.78), ou seja, se ligam
exclusivamente ao complexo enzima-substrato e os graficos plotados
apresentam-se através de retas paralelas entre si. Obtiveram-se também o0s
valores de K; (Tabela 4.20) e a partir dos dados obtidos podemos afirmar que os

flavonoides avaliados apresentaram afinidade moderada sobre a enzima.

TABELA 4.20 - Valores de K; sobre CTSB.

Inibidor Ki (UM)
XV 11,3
I-PN 9,0
I-SA 11,4
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FIGURA 4.78 - Gréficos duplo reciproco de Lineawever-Burk para as substancias XV (a), I-
PN (b) e I-SA (c).

4.6.6 - Determinacdo do mecanismo de agdo e valor do K; dos

triterpenos sobre a catepsina L

Os triterpenos selecionados (X, XXI, XX-Il e X-PN) tiveram seu
mecanismo de acdo determinado através do grafico duplo reciproco de
Lineawever-Burk, e utilizando os resultados obtidos (Figura 4.79) pode-se que
estabelecer que os triterpenos atuam como inibidores competitivos da CTSL, ou
seja, competem com o substrato pelo sitio ativo enzimatico. Os graficos plotados
apresentam-se em retas que se cruzam entre si no intercepto do eixo y. Atraves
deste método obtiveram-se também os valores de K; (Tabela 4.21) que

correlacionam a afinidade entre a enzima e o0 inibidor. Os dados obtidos
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demostram que os triterpenos inicialmente avaliados apresentam afinidade
moderada sobre CTSL e poderiam ser utilizados como modelos para

desenvolvimento de novos compostos mais potentes e também de maior

afinidade.

TABELA 4.21 - Valores de K; sobre CTSL.

Inibidor Ki (UM)
X 19,5
XXI 2,0
XXII 17,0
X-PN 9,2
a) b)
¢ Conirgl a4 * Control a
2 3.0um 2 0.50
— * 075
— v 7.0 pum —
.Jé“‘ 13.0 pm 3 ) %"- 1.00 pm 3
E = 4
= 2 4 = 3
2 >
1
2 4 o 1 2 3 4 2 4 0 1 2 3 a
1[ZFRMCA] [um=1] 1[ZFRMCA] [um-1]
c) d)
« Controd » Contrel
o 3.0 pm B o A5 um
* 50 um v S5uM s
— & 130 um w4 B5pM
L L
= 51 £
E E
= 4 =
> =2
= - 1
2 .
2 -1 0 1 2 3 4 Sz ez
1/[ZFRMCA] [um-1) 1ZFRMCA] [am-1]

FIGURA 4.79 - Graficos duplo reciproco de Lineawever-Burk para as substancias X (a), XXI
(b), XXI1 (c) e X-PN (d).
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PARTE Il

AVALIACAO DA PROTEOLISE TUMORAL IN VITRO
UTILIZANDO MODELOS 3D
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5- INTRODUCAO (PARTE I1)

5.1 - Cancer de mama

O cancer de mama caracteriza-se por ser uma doenca heterogénea.
Baseando-se em caracteristicas histo-morfoldgicas pode ser dividido em
diferentes subgrupos, sendo este um dos principais fatores por ainda nédo existir
um tratamento padréo estabelecido para tumores de origem mamaria (RUIJTER
et al., 2011). Nas mulheres o céncer de mama é o mais prevalente tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, sendo a metastase a principal
causa de morte em processos cancerigenos (WHO, 2014).

As estratégias terapéuticas atualmente existentes para o tratamento
do cancer de mama tais como terapia hormonal (anti-estrogénio) e uso de alvos
terapéuticos (trastuzumab) somente se mostram eficazes quando os alvos e 0s
receptores correspondentes sdo expressos pela célula tumoral. Celulas tumorais
denominadas triplamente negativas (TNBC) sdo células que se caracterizam pela
auséncia de receptores de estrogénio (ER), receptores de progesterona (PR) e
receptor 2 do fator de crescimento humano epidermal (HER-2) Estas células ndo
respondem ao tratamento hormonal convencional, sdo mais agressivas, possuem
alta taxa de recorréncia e ainda apresentam progndstico ruim quando
comparadas a outros subtipos de carcinomas de mama comumente encontrados.
Constituem cerca de 10-20 % dos casos de cancer de mama, sendo mais
frequentes em pacientes jovens. (RUNTER et al, 2011; WEST &
MCGROWDER, 2011; CHIOREAN et al., 2013; ANDERSON et al., 2014).

Neste contexto, devido a grande heterogeneidade da doenca,
auséncia de alvos moleculares estabelecidos e terapias especificas, a busca por
tratamentos eficazes em TNBC ainda se faz necessaria (LEHMANN et al.,
2011).
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5.2 - Protedlise Tumoral (Modelo 3D)

O ensaio de protedlise tumoral em 3D (MAME-mammary
architecture and microenviroment engineering) através da microscopia confocal
foi estabelecido para avaliar de forma mais precisa e dindmica as interagoes
existentes entre as células cancerigenas de mama e 0s componentes da matriz
extracelular, uma vez que permite avaliar a protedlise in vitro (SAMENI et al.,
2000; SAMENI et al., 2009; SAMENI et al.,, 2012). Em contraste com a
utilizacdo de substratos sintéticos convencionais, este ensaio emprega proteinas
da matriz extracelular (ECM) tais como DQ-colageno | e IV marcados (dye
quenched) que apos serem degradados pelas proteases sdo capazes de emitir
fluorescéncia na cor verde (SAMENI et al., 2003; SAMENI et al., 2012).

De acordo com diversos trabalhos da literatura as imagens obtidas
permitem avaliar as interacdes existentes entre as células tumorais e 0 meio
celular, e dessa forma o impacto das proteases na metastase e progressédo
tumoral. Imagens da fluorescéncia emitida podem ser obtidas de forma continua
ou ainda em varios intervalos sequenciais ao longo de uma periodo de dias. No
processo tumoral, as proteases além de ser expressas de forma intracelular
também podem ser secretadas pelas celulas cancerigenas e assim serem
detectadas na porcéo extracelular.

Resultados apresentados por Sameni e colaboradores relatam que o
modelo 3D (MAME) permite a quantificacdo e localizacdo intracelular e
extracelular dos produtos fluorescentes provenientes da protedlise (SAMENI et
al., 2003; SAMENI et al., 2009; SAMENI et al., 2012). Apesar de ser
inicialmente desenvolvido para céncer de mama o modelo possui flexibilidade
sufiente para ser empregado em outros tipos de cancer e algumas das principais
vantagens desse ensaio baseia-se no fato de utilizar celulas humanas e permitir o
monitoramento em tempo real do comportamento celular (SAMENI et al., 2005;
SLOANE et al., 2009; SAMENI et al., 2012).
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6— OBJETIVO GERAL (PARTE I1)

Avaliar dos inibidores enzimaticos sobre a protedlise tumoral in
vitro nas linhagens de cancer de mama triplamente negativas através da

degradacao de DQ-colageno IV.

6.1 - Objetivos especificos

1. Cultivar as linhagens celulares de cancer de mama (MDA-MB-
231 e Hsh87T).

2. Realizar Western Blot e confirmar expressao das proteases nas
linhagens celulares utilizadas.

3. Avaliar a inibi¢do enzimaética (catepsina B e L) no lisado celular.

4. Determinar a poténcia (ICsp) dos compostos promissores sobre as
catepsinas B e L no modo celular.

5. Realizar ensaio de protedlise tumoral in vitro (modelo 3D) dos
compostos ativos previamente avaliados no lisado celular.

6. Obter imagens confocais e quantificar os dados obtidos.
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7- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL (PARTE II)

7.1 - Equipamentos

7.1.1 - Espectrofluorimetro

. Tecan SPECTRAFIluor Plus microplate reader

7.1.2 - Incubadora

= Heraeus-HERO cell 150

7.1.3 - Sonicador de células

= 60 Sonic Dismenbrator-Fisher Scientific

7.1.4 - Centrifugas

. SORVALL T6000D
. SORVALL RC5C PLUS
. Centrifuge 5415R- Eppendorf

7.1.5 - Scanner para membranas de Western Blot

. Typhoon Imaging Scanner
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7.1.6 - Microscopio optico

= Nikon TMS

7.1.7 - Microscopio confocal

. Zeiss LSM 780

. Zeiss 510 META
7.2 - Materiais

= Substratos:  Z-Arg-Arg-MCA e  Z-Phe-Arg-MCA
adquiridos da Bachem.

. DTE adquirido da Sigma Aldrich.

. E-64, CA-074 e CA-074Me adquiridos da Bachem.

. FBS (soro fetal bovino) adquirido da Invitrogen.

. DMEM (Dulbecco’s modified Eagles’s medium) adquirido
da Sigma Aldrich.

. MEGM (mammary epithelial cell growth medium)

adquirido da Sigma Aldrich.

. 3D Matriz (15,65 mg/ml) adquirido da Cultrex.

. Corante Hoeschst 33342 (10 mg/ml) aquirido da
Invitrogen.

. DQ-colageno 1V (25 pg/ml) adquirido da Invitrogen.

. Ethidium Homodimer-1 e calceina AM adquirido da
Invitrogen.
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7.3 - Procedimento Experimental

Os procedimentos para a realizacdo do estudo de avaliagdo da
protedlise tumoral in vitro em linhagens tumorais de mama foram realizados no
Laboratério da Prof2. Dré Bonnie F. Sloane durante doutorado sanduiche (oito
meses - bolsista CAPES) no Departamento de Farmacologia na Escola de
Medicina em Wayne State University, Detroit-MI de acordo com protocolos
descritos na literatura (JEDESZKO et al., 2008).

7.3.1 - Cultivo e Coleta das Linhagens Tumorais

Linhagens tumorais de mama MDA-MB-321 e Hs578T foram
obtidas da ATCC (American Type Culture Collection; Rockville, MD) e
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
suplementado com soro fetal bovino 10 % (v/v) (FBS) e antibidtico (mycozap
0,1 %) conforme orientacdes da ATCC. A linhagem Hs578T exige
suplementacdo do meio com insulina 0,01 mg/ml. As células foram mantidas
sob incubacdo em atmosfera humidificada a 37 °C e 5 % CO, Para fins de
coleta celular e realizacdo dos ensaios enzimaticos as células foram cultivadas
em discos de 100 mm? e confluéncia de até aproximadamente 80 %.
Posteriormente foram lavadas duas vezes com tampéo fosfato salino (PBS),
removidas e armazenadas em solucao (SME) contendo 250 mM sucrose, 25 mM
MES, 1 mM EDTA, pH 6,5 e 0,1 % Triton X-100 e mantidas congeladas a

temperatura de -20 °C.

7.3.2 - Western Blot Analise

A fim de se obter o lisado celular as amostras mantidas em

resfriamento foram sonicadas por 3 vezes de 10 segundos e posteriormente
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centrifugadas por 10 minutos a 4 °C e 13 rpm. Foram removidas aliquotas do
sobrenadante e aplicaram no SDS-PAGE gel (12 % de acrilamida) onde foram
transferidas para membranas de nitrocelulose. Cerca 5 pg de material celular foi
aplicado para cada amostra utilizada. Imunoblot foi realizado com anticorpos
primarios para CTSB (1:4000) e CTSL (1:4000) e anticorpos secundarios anti-
rabbit (1:10000). Apés varias lavagens sequenciais, procedeu-se para camera
escura onde obteve-se o filme com revelacdo das bandas de proteina estudadas

pelo aumento da quimioluminescéncia.

7.3.3 - Triagem Enzimatica (enzima pura)

Nos ensaios cinéticos da catepsinas isoladas a concentracédo
enzimatica foi de 10 nM. Acrescentou-se a solucdo enzimética (50 pl) 1 pl do
inibidor dissolvido em DMSO e incubou-se por 10 minutos. Posteriormente foi
adicionado 300 pl do tampéo contendo 5 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 5,2 e
incubou-se por 15 minutos a 37 °C. Pipetou-se 100 pl da solucdo inicial e
acrescentou-se 200 ul do tampéo contendo 0,6 mM CacCl,, 0,6 mM MgCl,, 25
mM piperazi-N-N°‘-bis[2-ethanosulfonico &cido] e 150 uM do subtrato Z-Phe-
Arg-MCA, pH 7,3. Como controle positivo foi utilizado o inibidor E-64 (10
uM). DMSO como controle negativo. Os ensaios foram realizados em triplicata
e foi feita a leitura da fluorescéncia por um periodo de 30 minutos com

excitacdo em 360 nm e emissdo em 465 nm.

7.3.4 - Avaliacdo da Inibicdo Enzimatica Celular (lisado celular)

Para avaliar atividade enzimatica celular da catepsina B, adicionou-
se 50 pl do lisado celular (descrito acima no item 7.3.2) em 1 pl do inibidor
dissolvido em DMSO por um periodo de 10 minutos. Posteriormente
acrescentou-se 300 pl do tampéo contendo 5 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 5,2 e
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incubou-se por 15 minutos a 37 °C. Pipetou-se 100 pl da solugédo inicial e
acrescentou-se 200 ul do tampéo contendo 0,6 mM CaCl,, 0,6 mM MgCl,, 25
mM piperazi-N-N-bis[2-etanosulfonico &cido] e 150 uM do subtrato Z-Arg-
Arg-MCA, pH 7,3. O inibidor CA-074 (10 uM) foi utilizado como controle
positivo para os ensaios envolvendo catepsina B e DMSO como controle
negativo. Na avaliacdo da catepsina L realizou-se 0 mesmo procedimento
previamente descrito utilizando Z-Phe-Arg-MCA como substrato e o inibidor E-
64 (10 uM) como controle positivo. Os ensaios foram realizados em triplicata e
foi feita a leitura da fluorescéncia por um periodo de 30 minutos com excitacdo

em 360 nm e emissdo em 465 nm.

7.3.5 - Avaliacéo da Protedlise Tumoral in vitro (Modelo 3D)

Antes de iniciar a cultura de células no modelo 3D realizou-se a
limpeza e condicionamento das laminulas de vidro. Foram lavadas com &agua
destilada por 15 vezes consecutivas e depois deixadas em repouso por 3 horas
em uma solucdo de &cido sulfurico diluido (100 ml de 4gua em 50 ml de acido
sulfurico). Em seguida, lavadas abundantemente com &gua destilada afim de
remover todo residuo de &cido sulfurico e deixadas na estufa a 220 °C por 12
horas.

Para o cultivo de células no modelo 3D, foram utilizadas 2
laminulas de vidro em cada disco de 35 mm. A matriz adicionou-se DQ-
colageno 1V (25 pg/ml) e pipetou-se 50 ul para cobertura homogénea de cada
laminula. A fim de se evitar sua solidificacdo antecipada a matriz foi mantida a
temperatura de 4 °C durante todo o processo. Apés aplicacdo, incubaram-se as
laminulas a 37 °C por 20 minutos para solidificacdo da matriz. Seguindo
procedimento previamente descrito para cultivo celular, foram utilizadas células
com 80 % de confluéncia, as quais foram aplicadas sobre as laminulas na

concentragdo de aproximadamente 10.000 células em 50 ul. Apés adicionar as
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células, incubou-se novamente a 37 °C durante 60 minutos para que as celulas
pudessem aderir ao sistema. Posteriormente, acrescentou-se 2 ml do meio de
cultura MEGM (mammary epithelial cell growth medium) em 2 % de matriz e
respectivo inibidor para cada disco de 35 mm contendo duas laminulas. As
células foram mantidas em incubacdo em atmosfera humidificada a 37 °C e 5 %
CO;, e realizou-se manutencdo do meio de cultura a cada dois dias.
Acompanhou-se 0 crescimento celular e obteve-se imagens utilizando
microscopio confocal com lentes de imersdo 20X de magnificacdo apos 4 dias
de cultivo. Os ensaios foram realizados em triplicatas. Os inibidores CA-074 (5
uM) e CA-074Me (5 uM) foram utilizados como controle positivo e DMSO
como controle negativo.

O software Volocity® foi utilizado para reconstrucdo das imagens e
quantificacdo dos dados obtidos. As figuras apresentadas representam uma visao
en face das imagens obtidas e o processo de quantificacdo foi realizado
considerando a razéo entre a fluorescéncia obtida em cada imagem adquirida e o

namero de células totais presentes (nucleos).

FIGURA 7.1 - llustracdo do cultivo de células tumorais no modelo 3D (SAMENI et al.,
2012).

7.3.6 - Ensaio de Viabilidade Celular

Este ensaio tem como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos do
inibidor sobre as linhagens tumorais de mama. Assim, para avaliacdo da
viabilidade celular, seguiu-se 0 mesmo procedimento de cultivo celular descrito

no item 7.3.5 sem adicdo do DQ-colageno IVV. Apos quatro dias de cultivo foram
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acrescentados dois componentes (4 uM ethidium homodimer-1 e 2 UM calceina
AM) no meio celular e incubou-se a 37 °C por 30 min. As laminulas foram
lavadas com PBS e acrescentou-se 2 ml do meio de cultura MEGM antes da
obtencdo das imagens confocais. A calceina AM quando clivada pelas estearases
intracelulares emite fluorescéncia verde, o que permite distinguir as células
vivas das celulas mortas, pois o ethidium homodimer-1 se incorpora ao DNA
das células mortas e emite fluorescéncia vermelha. As imagens foram obtidas

através do microscopio confocal e lentes 10X de magnificagéo.

7.3.7 - Fotoativagdo do Inibidor Sintético Complexado com

Ruténio

Através de colaboracdo estabelecida com o Prof. Dr. Jeremy
Kodando do Departamento de Quimica, Wayne State University foi sintetizado
pelo aluno de doutorado Rajopal Sharma um inibidor da CTSB descrito como
um dipeptideo nitrila (JK_1) (GREENSPAN et al., 2001). Apos obtencdo do
composto e confirmacéo da atividade enzimética este foi complexado ao ruténio
(I1). O complexo obtido descrito como [Ru(bpy)2(1).](BF4), e identificado como
JK_2. A estrutura foi confirmada através de experimentos de RMN de H*, UV-
vis, 1V, massas e analise elementar. O esquema de sintese encontra-se descrita

na Figura 7.2.
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1 (6.0 equiv)

cis-[Ru(bpy),Cl] > cis-[Ru(bpy)2(1)2](BF4)2
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FIGURA 7.2 - Sintese do inibidor JK_2 complexado com ruténio (I1).

O complexo de ruténio (I1) possui boas propriedades fotorreativas.
ApoOs obtencdo do composto seguiu-se a reacdo de fotoativacdo onde 0s
inibidores foram avaliados em duas condigdes, sob exposi¢do da luz e escuro.
Assim, apés adicdo do inibidor as células/enzima foram mantidas no escuro
envoltas em papel aluminio (sem radiacdo) e sob exposicdo da luz utilizando
uma lampada de tungsténio (radiacdo 250 W, 395-750 nm) por 45 min em
discos separados. A cada dois dias o procedimento foi repetido e acrescentou-se

inibidor.
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8 - RESULTADOS E DISCUSSAO (PARTE I1)

Considerando os inibidores de catepsina B e L previamente isolados
através do estudo bioguiado de plantas do cerrado paulista (PARTE I) e a
diversidade de compostos no Laboratério de Produtos Naturais-UFSCar
pertencentes a estas classes (flavonoides e triterpenos) optou-se por selecionar
aqueles de maior poténcia e avaliar a inibicdo enzimatica intracelular em
linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231 e Hs578T), a fim de se explorar
com mais profundidade a capacidade de inibicdo enzimatica dessas substancias

ao nivel celular, uma vez que haviam se mostrado ativas sobre a enzima pura.
8.1 - Expressdo Enzimatica

Antes de iniciar a realizacdo dos ensaios enzimaticos, foi feita
verificacdo por Western Blot para confirmar expressdo das proteases (CTSB e
CTSL) pelas linhagens celulares tumorais (MDA-MB-231 e Hs578T)
cultivadas.

A catepsina B madura e por sua vez ativa, se apresenta em duas
formas com uma cadeia (31 kDa) e com duas cadeias (25 kDa e 26 kDa) (MOIN
et al., 1992). Trés bandas com massa molecular de 31 kDa, 26 kDa e 25 kDa (as
duas ultimas aparecem como dubleto) em SDS/PAGE gel de poliacrilamida 12
% caracterizam a presenca de catepsina B ativa nas células tumorais e também
nota-se a presenca de bandas com 44/46 kDa e 38 kDa referente a procatepsina
B (forma inativa). Todas as formas descritas podem ser visualizadas na Figura
8.1.
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FIGURA 8.1 - SDS/PAGE da catepsina B e procatepsina B presente no lisado celular. (1)
controle positivo catepsina B; (2) linhagem tumoral MDA-MB-231; (3) linhagem tumoral
Hs578T.

A catepsina L madura e ativa possui 28 kDa (YOKO et al., 2006) e
a banda com a respectiva massa molecular pode ser detectada através do
SDS/PAGE gel de poliacrilamida 12 % (Figura 8.2). A forma precursora,
procatepsina L 41 kDa também se faz presente, entretanto necessita ser ativada

para apresentar atividade catalitica.

— 41kDa

— 28kDa

— GAPDH
2 3

FIGURA 8.2 - SDS/PAGE da catepsina L e procatepsina L presente no lisado celular. (1)
controle positivo catepsina L; (2) linhagem tumoral MDA-MB-231; (3) linhagem tumoral
Hs578T.

A presenca das bandas descritas acima no SDS/PAGE confirmou a
expressdo das formas ativas e inativas de ambas as catepsinas B e L nas
linhagens de cancer de mama MDA-MB-231 e Hs578T avaliadas. As bandas de
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GAPDH apresentadas demonstraram que as amostras foram aplicadas em

guantidades aproximadas.

8.2 - Avaliacdo dos Produtos Naturais em Inibicdo Enzimatica

Celular

Baseado na poténcia previamente apresentada (PARTE 1) os
seguintes flavonoides miricetina (XV) (ICsq 4,9 uM), quercetina (I-SA) (ICs 8,2
UM) e kaempferol (11-SA) (ICso 15 pM) foram selecionados para inibicdo da
catepsina B celular em cancér de mama. Relatos na literatura descrevem
biflavonoides como potentes inibidores da catepsina B humana (ZENG et al.,
2006) e baseado nestes dados e devido a semelhanca da classe estrutural optou-
se também por avaliar os biflavonoides existentes no Laboratorio de Produtos
Naturais-UFSCar tais como agatisflavona (XI-PN), amentoflavona (XII-PN) e
tetrahidrorobustaflavona (XI111-PN).

As substancias foram avaliadas na dosagem de 100 puM e os

resultados obtidos sobre CTSB encontram-se descritos na Tabela 8.1.

TABELA 8.1 - Inibicdo dos flavonoides e biflavonoides sobre a catepsina B celular.

Inibidor (100 uM) Células tumorais (% inibicao)
Hs578T MDA-MB-231

XV 9,16 10,2

I-SA 8,36 9,4

I1-SA 7,4 6,5
XI-PN 14,8 12,0
XI1-PN 7,5 8,5
XI11-PN 15,7 13,8
CA-074% 95,2 96,5

#Inibidor CA-074 (10 uM) como controle positivo.
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Na avaliagdo da inibicéo celular de CTSL em céncer de mama, 0s
seguintes triterpenos provenientes do estudo biomonitorado (PARTE 1) e
existentes no laboratério foram selecionados baseados na poténcia previamente
apresentada: &cido acetil ursélico (1X) (ICs012,3 uM ) e &cido 3-epi-ursolico (X)
(ICs 6,5 uM), é&cido oleandlico oxima (XXI) (ICsg 2,4 UM ) e acido
masticadienoico oxima (X-PN) (ICsq 2,6 uM). Os resultados obtidos encontram-

se descritos na Tabela 8.2.

TABELA 8.2 - Inibicéo dos triterpenos sobre a catepsina L celular.

Inibidor (100 uM) Células tumorais (%o inibicéo)
Hs578T MDA-MB-231
IX 12,5 10,5
X 5,7 8,4
XXI 16,0 13,7
X-PN 7,2 9,6
E-64° 96,2 95,4

% Inibidor E-64 (10 uM) como controle positivo.

Diante dos resultados obtidos para ambas as classes em inibicédo
celular das proteases, podemos assumir que tais compostos mesmo apresentando
moderada inibicdo nas enzimas isoladas ndo séo capazes de inibir as proteases
presentes no meio celular das linhagens de cancer de mama avaliadas. Este
comportamento pode estar relacionado a diversos fatores tais como baixa
afinidade pela enzima alvo, complexicidade do meio celular ou até mesmo
maior afinidade por outras enzimas presentes no meio. Mesmo com resultados
pouco promissores 0 presente trabalho tinha como objetivo inicial realizar
investigacdo mais detalhada dos inibidores naturais de CTSB e CTSL. Os dados
obtidos indicam a baixa eficacia dos inibidores sobre as células tumorais e
justifica por sua vez o ndo avanco para o ensaio de protedlise intracelular in
vitro (modelo 3D).
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8.3 - Avaliacdo dos Inibidores Sintéticos em Inibicdo Enzimatica

Celular

Encontram-se descritos na literatura diversos compostos sintéticos
como potentes inibidores de cisteino proteases. O grupo do Prof. Dr. Jeremy
Kodanko (Departamento de Quimica-Wayne State University, Detroit-Ml)
trabalha com a sintese de compostos orgéanicos e inorgéanicos na busca por
inibidores de proteases e na consequente ativacao e potencializagdo da inibicédo
enzimatica pela reacéo de fotoativagdo. O composto JK_1 (Figura 8.3), inibidor
da catepsina B, foi sintetizado pelo aluno de doutorado Rajopal Sharma de

acordo com métodos previamente descritos na literatura (GREENSPAN, 2001).

ZT

CN

Iz

Cl
Cl

FIGURA 8.3 - Inibidor sintético dipeptideo nitrila (substancia JK_1). Formula molecular:
C19H17CIaN302

A fim de se explorar o potencial inibitério desta subtancia, novas
modificacOes estruturais foram realizadas, obtendo-se assim o composto JK_2.

O composto JK_2 consiste no complexo de ruténio ligado a duas
unidades do composto JK 1 e assim descrito como [Ru(bpy).(1)2](BFa)..
Optou-se por este metal pelo fato de o ruténio apresentar excelentes
propriedades fotorreativas e boa capacidade de complexacdo. Através da reacédo
de fotoativacdo buscou-se uma estratégia para delimitar a acdo dos inibidores
como forma de obter uma melhor localizagao e controle do efeito terapéutico na
regido tumoral, diminuindo assim os efeitos adversos indesejaveis. Dessa forma
os compostos foram avaliados sobre a catepsina B isolada para determinacdo da

poténcia sob exposicdo da luz e escuro (Tabela 8.3).
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TABELA 8.3 - Avaliacdo da poténcia (ICsp) dos compostos sintéticos sobre a catepsina B
humana purificada.

1Cs0 (LM)
Enzima JK 1 JK 2 (escuro) JK 2 (luz) escuro/ luz
razao
CTSB 0,3+0,02 3,4+£0,3 0,3+0,01 12

Atraves dos dados apresentados percebeu-se que o inibidor JK 2 é
menos ativo no escuro (ICsy 3,4 uM) quando comparado ao composto exposto a
radiacdo (ICsp 0,3 uMm), apresentando uma razdo de 12:1 (Tabela 8.3). Os
resultados obtidos estdo de acordo com dados previamente descritos na literatura
por Respondek e colaboradores e confirmaram que sob exposicdo da luz ha
liberacdo da molécula bioativa (peptideo nitrila) que se liga ao grupamento tiol
presente no sitio ativo enziméatico (RESPONDEK et al., 2014).

Apos confirmacdo da atividade inibitéria sobre a enzima isolada
seguiu-se para avaliacdo da inibicdo da CTSB celular presente nas linhagens
MDA-MB-231 e Hs578T. O ensaio foi realizado nas mesmas condicdes

descritas anteriormente (exposi¢do da luz e escuro) (Tabela 8.4).

TABELA 8.4 - Avaliagdo da poténcia (ICsp) dos compostos sintéticos sobre a catepsina B
presente no lisado celular.

ICs0 (ULM)
Lisado celular JK 1 JK 2 (escuro) JK 2 (luz) escuro~/ luz
razao
MDA-MB-231 1,5+01 1258 +1,3 16 +0,2 79,6
Hs578T 09+0,1 11,2+0,9 09+0,1 12,6

Substrato sintético: Z-Arg-Arg-MCA (seletivo para CTSB).

Para este ensaio envolvendo a inibicdo da CTSB presente no lisado

celular, deve-se obrigatoriamente utilizar o substrato Z-Arg-Arg-MCA que é
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seletivo para CTSB. No lisado celular da linhagem MDA-MB-231 houve uma
reducdo significativa da poténcia do inibidor JK_2 no escuro (ICsy 125,8 puM),
apresentando uma razdo de aproximadamente 80:1 (Tabela 8.4). Quando
comparamos a poténcia entre o inibidor livre (JK_1) e o complexado com
ruténio (JK_2) sob exposicéo da luz nota-se que os valores de 1Csy mantiveram-
se praticamente inalterados nas linhagens avaliadas. A avaliacdo dos resultados
no lisado celular esta de acordo com aqueles obtidos na presenca da CTSB pura,
confirmando assim a eficiéncia da estratégia de fotoativacdo do inibidor
complexado com ruténio (I1).

Apos a determinagdo da poténcia dos inibidores sobre a CTSB
presente no lisado celular, seguiu-se para avaliagdo da proteodlise tumoral
utilizando o modelo 3D. Com o objetivo de mimetizar o crescimento tumoral in
vivo, utilizou-se os componentes da matriz extracelular tais como DQ-colageno
IV como substrato em substituicdo aos substratos sintéticos. Este modelo, como
foi descrito anteriormente, permite avaliar e monitorar o comportamento das

células vivas em tempo real.

8.4 - Avaliacao da Proteolise Tumoral In Vitro (Modelo 3D)

Na avaliagdo do composto JK_1 (30 puM) utilizando o modelo de
proteolise 3D sobre as linhagens tumorais MDA-MB-231 (Figura 8.4) e Hs578T
(Figura 8.5) foi possivel visualizar inibi¢do significativa da degracdo do DQ-
colageno IV (painel C), através da reducdo da fluorescéncia (verde) quando

comparado ao controle negativo (DMSO) representado pelo painel A.
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FIGURA 8.4 - Imagens em modelo 3D referente a degradacdo do DQ-colageno IV pela
linhagem de cancer de mama MDA-MB-231; Fluorescéncia em verde representa produtos de
degradacéo do colageno IV (25 pg/ml) e azul representa ndcleos das células tumorais (corante
Hoeschst 33342); (A) imagem controle negativo (DMSO); (B) imagem controle positivo
(CA-074/ CA-074 Me (5 UM cada)); (C) imagem inibidor JK_1 (30 uM). Cada unidade da
imagem apresentada corresponde a 42.68 um. Amplificagdo: 20X.

FIGURA 8.5 - Imagens em modelo 3D referente a degradacdo do DQ-coladgeno IV pela
linhagem de céncer de mama Hs578T; Fluorescéncia em verde representa produtos de
degradacdo do colageno IV (25 pg/ml) e azul representa ndcleos das células tumorais (corante
Hoeschst 33342); (A) imagem controle negativo (DMSO); (B) imagem controle positivo
(CA-074/ CA-074 Me (5 uM cada)); (C) imagem inibidor JK_1 (30 uM). Cada unidade da
imagem apresentada corresponde a 42.68 um. Amplificacdo: 20X.

Além da obtencdo das imagens, realizou-se também a quantificacédo
do volume total de fluorescéncia por célula (Gréfico 8.1) presente em todas as
imagens adquiridas e confirmou-se através dos valores obtidos a inibicdo da
degracdo do DQ-coladgeno IV pela substancia JK 1. A degradacdo dos
componentes da matriz extracelular tais como coldgeno IV pelas proteases

superexpressas nas células tumorais é fundamental para o processo de
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progressdao tumoral, sendo relacionada ao processo de migracdo e invasao

tumoral.
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GRAFICO 8.1 - Quantificacio (fluorescéncia/célula) da degradagio do DQ-colageno IV pela
substancia JK_1 na presenca das linhagens MDA-MB-231 e Hs578T; DMSO (controle
negativo); CA-074/ CA-074 Me (5 uM cada).

A fragmentacdo do DQ-colageno IV pode ocorrer de forma
intracelular ou pericelular. Assim, através do modelo de protedlise foi possivel
estabelecer ndo s6 o volume total como também o local onde ocorre a
degradacdo de colageno. No Grafico 8.2 observou-se uma reducdo significativa
da protedlise pericelular na presenca do inibidor JK_1 para ambas as linhagens
avaliadas, enquanto a degradacdo intracelular permaneceu inalterada
demonstrando assim que o composto utilizado ndo foi capaz de atravessar a

parede celular, mas promoveu a inibicéo das proteases no modo extracelular.
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GRAFICO 8.2 - Redugio da degradacdo do DQ-colageno IV total e pericelular pela
substancia JK_1 (30 uM) na presenca das linhagens MDA-MB-231 e Hs578T; DMSO
(controle negativo); CA-074/ CA-074 Me (5 uM cada).

Apos a confirmacdo da atividade do composto livre (JK_ 1)
utilizando o modelo de proteolise tumoral em 3D seguiu-se para a avaliagdo do
composto complexado com ruténio (JK_2), sendo o ensaio realizado em ambas
as condicdes sob exposicdo da luz e no escuro. Inicialmente avaliou-se a
reducéo da degradacdo total de DQ-colageno IV e a partir dos resultados obtidos
pode-se perceber uma potencializacdo da atividade do inbidor complexado
quando comparado ao inibidor livre sendo necessaria uma menor concentracdo
para obter o efeito esperado. Dessa forma, para 0s ensaios subsequentes o
composto JK_2 foi utilizado na dosagem de 1 pM.

As Figuras 8.6 e 8.7 representam a inibicdo da degradacdo de DQ-
coldgeno 1V pelo inibidor JK_ 2 nas linhagens MDA-MB-231 e Hs578T,
respectivamente. Nota-se em ambas as figuras uma menor fluorescéncia (verde)
no painel C onde o composto complexado com ruténio (I1) foi mantido sob
exposicdo da radiacdo, demonstrando assim a eficiéncia da reacdo de

fotoativacéo.
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FIGURA 8.6 - Imagens em modelo 3D referente a degradacdo do DQ-colageno IV pela
linhagem de céncer de mama Hs578T; Fluorescéncia em verde representa produtos de
degradacédo do colageno IV (25 pg/ml) e azul representa nicleos das células tumorais (corante
Hoeschst 33342); (A) imagem controle negativo (DMSO); (B) imagem inibidor JK_2 (1 pM)
no escuro; (C) imagem inibidor JK_2 (1 uM) sob exposicdo da luz. Cada unidade da imagem
apresentada corresponde a 42.68 um. Amplificagdo: 20X.

FIGURA 8.7 - Imagens em modelo 3D referente a degradacdo do DQ-colageno IV pela
linhagem de cancer de mama MDA-MB-231; Fluorescéncia em verde representa produtos de
degradacéo do colageno IV (25 pg/ml) e azul representa ndcleos das células tumorais (corante
Hoeschst 33342); (A) imagem controle negativo (DMSO); (B) imagem inibidor JK_2 (1 uM)
no escuro; (C) imagem inibidor JK_2 (1 uM) sob exposicdo da luz. Cada unidade da imagem
apresentada corresponde a 42.68 um. Amplificacdo: 20X.

Apols obtencdo das imagens, realizou-se a quantificacdo dos
resultados obtidos e confirmou-se a maior inibicdo da proteolise sob exposicao

da radiacdo quando comparado com o escuro (Grafico 8.3).
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GRAFICO 8.3 - Quantificacdo (fluorescéncia/célula) da degradagio do DQ-colageno IV pela
substancia JK_2 na presenca das linhagens MDA-MB-231 e Hs578T; DMSO (controle
negativo).

Experimentos  controle  realizados com complexo  cis-
[Ru(bpy).(MeCN),](PFs), na concentracdo de 1 uM demonstraram que este ndo
é capaz de inibir a fragmentacdo do DQ-colageno 1VV. Como pode ser observado
na Figura 8.8 e na quantificacdo dos dados (Grafico 8.4), os niveis de
fluorescéncia (verde) se mantiveram elevados nas linhagens celulares avaliadas
com valores proximos aqueles apresentados pelo controle negativo (painel A).
Pode-se afirmar entdo que o complexo de ruténio nédo interfere na protedlise
tumoral. Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com dados descritos
na literatura por RESPONDEK et al., (2014) e ZAYAT et al., (2007) onde
relatam que complexo de ruténio ndo apresenta toxicidade em estudos
envolvendo inibidor da catepsina K e neurotrasmissor GABA, respectivamente
(RESPONDEK et al., 2014; ZAYAT et al., 2007).
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FIGURA 8.8 - Imagens em modelo 3D referente a degradacdo do DQ-colageno IV pela
linhagem de cancer de mama MDA-MB-231; Fluorescéncia em verde representa produtos de
degradacédo do colageno IV (25 pg/ml) e azul representa nicleos das células tumorais (corante
Hoeschst 33342); (A) imagem controle negativo (DMSO); (B) imagem do complexo cis-
[Ru(bpy)2(MeCN),](PFg), (1 pM) no escuro; (C) imagem do complexo cis-
[Ru(bpy)2(MeCN),](PFg). (1 pM) sob exposicdo da luz. Cada unidade da imagem
apresentada corresponde a 42.68 um. Amplificagéo: 20X.

MDA-MB-231 Hs578T

Fluorescéncia/ célula (x10*)
Fluorescéncia/ célula (x10%)

DMSO escuro luz DMSO escuro luz

GRAFICO 8.4 - Quantificacio (fluorescéncia/célula) da degradacdo do DQ-coléageno 1V pelo

complexo cis-[Ru(bpy).(MeCN),](PFs), na presenca das linhagens MDA-MB-231 e Hs578T;
DMSO (controle negativo).

Apos avaliacdo da protedlise tumoral in vitro e confirmagdo da
eficiéncia da reacdo de fotoativacdo como estratégia eficaz na busca por
inibidores de proteases, foram realizados ensaios de viabilidade celular através
do modelo 3D para verificar a citotoxicidade do composto JK 2 sobre as
linhagens de cancer de mama. Neste ensaio foram utilizados componentes que

permitem distinguir entre as células vivas e as células mortas. Assim quando as
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células permanecem vivas ocorrem emissdo da fluorescéncia verde, pois a
calceina  AM acrescentada ao meio celular é clivada pelas estearases
intracelulares, entretanto quando ocorre morte celular o ethidium homodimer-1
se liga ao DNA e emite fluorescéncia vermelha.

As Figuras 8.9 e 8.10 apresentaram fluorescéncia verde, indicando

que o inibidor JK_2 ndo apresentou citotoxicidade sobre as linhagens de cancer

-

FIGURA 8.9 - Imagens em modelo 3D referente ao ensaio de viabilidade celular na linhagem
MDA-MB-231; Fluorescéncia verde (2 uM calcein AM) refere-se as celulas vivas e
fluorescéncia vermelha (4 pM ethidium homodimer-1) refere-se as células mortas; (A)
imagem controle negativo (DMSO); (B) imagem inibidor JK 2 (1 uM) no escuro; (C)
imagem inibidor JK_2 (1 uM) sob exposicédo da luz. Amplificacdo: 10X.

-

FIGURA 8.10 - Imagens em modelo 3D referente ao ensaio de viabilidade celular na
linhagem Hs578T; Fluorescéncia verde (2 uM calcein AM) refere-se as células vivas e
fluorescéncia vermelha (4 uM ethidium homodimer-1) refere-se as células mortas; (A)
imagem controle negativo (DMSO); (B) imagem inibidor JK 2 (1 uM) no escuro; (C)
imagem inibidor JK_2 (1 uM) sob exposicdo da luz. Amplificagdo: 10X.

de mama avaliadas.
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Deste modo, os resultados da reacdo de fotoativacdo de moléculas
bioativas e avaliacdo da protéolise tumoral in vitro se apresentaram como uma
estratégia eficaz na busca por inibidores de proteases. Esses experimentos
demonstraram reducdo da degradacdo de DQ-coldgeno IV estando de acordo
com os resultados obtidos na avaliagdo enzima pura e lisado celular e também
baixa toxicidade do inibidor complexado ao ruténio. Entdo, através deste ensaio
é possivel realizar uma avaliagcdo mais adequada da atuacdo dos inibidores antes

de serem encaminhados para testes in vivo utilizando animais.
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9- CONCLUSOES

A realizagdo deste trabalho trouxe informagOes relevantes no
ambito da quimica de produtos naturais assim como no estudo enzimatico
voltado para busca de inibidores de proteases envolvidas no processo tumoral.

Atraves do estudo biomonitorado das plantas do cerrado foi
possivel investigar as substancias bioativas presentes na especie Myrcia lingua
Berg., planta que ainda ndo possui estudo fitoquimico descrito na literatura.

A partir do extrato bruto ativo em ambas catepsinas B e L, foi
possivel isolar inibidores da CTSL (triterpenos) presentes na fracdo hexanica do
caule e inibidores da CTSB (flavonoides) presentes na fracdo acetato da folha.

Modificagcbes estruturais que permitiram a identificacdo de
inibidores promissores sobre as catepsinas B e L, sendo que pela primeira vez os
triterpenos foram isolados foram identificados como inibidores competitivos da
CTSL.

Ambos os esqueletos ursano e oleanano inibiram CTSL e os valores
de ICs obtidos demonstraram a importancia do grupo acido carboxilico (posicéo
C-28) para inibicdo enzimatica. Observou-se também que modificacGes
estruturais na posicao C-3 do esqueleto resultaram em compostos mais potentes
sobre CTSL.

Flavonoides poliidroxilados foram identificados como inibidores
incompetitivos da CTSB e observou-se também que o nimero de hidroxilas
presentes no anel B dos flavonoides exerce grande influéncia sobre a poténcia.

Os resultados obtidos envolvendo reacdo de fotoativagdo de
moléculas bioativas e avalicdo da protéolise tumoral in vitro se apresentaram
como uma estratégia eficaz na busca por inibidores de proteases.

Através do modelo de protéolise tumoral in vitro (3D) foi possivel

estabelecer a quantificacdo total assim como localizagdo intracelular e
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extracelular dos produtos fluorescentes provinientes da degradacdo do DQ-
colageno IV.

Os ensaios proteoliticos utilizados mimetizam crescimento tumoral
In vivo e permitiram uma avaliacdo mais adequada da atuacdo dos inibidores de
protease antes de serem encaminhados para testes in vivo utilizando animais.

Desse modo, os estudos desenvolvidos neste trabalho permitiram a
identificacdo de inibidores naturais assim como realizacdo de ensaios
enzimaticos e proteoliticos que pudessem contribuir no desenvolvimento de
novos protétipos de farmacos para estudos posteriores envolvendo proteases que
atuam no processo cancerigeno.

Adicionalmente, como resultados obtidos da conclusdo deste
trabalho foram publicados dois artigos e um terceiro encontra-se em fase de
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