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Resumo

ESTUDO QUIMICO DE BOWDICHIA VIRGILIOIDES (FABACEAE) NA BUSCA DE
INIBIDORES SELETIVOS DE CISTEINO PEPTIDASES

Este trabalho descreve o isolamento de metabolitos secundarios bioativos da
espécie vegetal Bowdichia virgilioides buscando inibidores seletivos das catepsinas
K, L e V. As catepsinas sdo enzimas que tém como fun¢éo primaria a degradacéo de
proteinas nos lisossomos e também estdo relacionadas ao desenvolvimento de
doencas como osteoporose, artrite reumatoide, aterosclerose e diferentes tipos de
canceres. Neste projeto foi realizado o estudo biomonitorado dos extratos etandlicos
do caule e das folhas das respectivas fracfes obtidas de B. virgilioides por ensaio
fluorimétrico de inibicdo frente as enzimas estudadas. Os extratos de B. virgilioides
foram submetidos a sucessivos fracionamentos utilizando diferentes técnicas
cromatograficas levando a varias substancias puras. As substancias isoladas tiveram
suas estruturas elucidadas por RMN uni- e bi-dimensionais e espectrometria de
massas. O estudo das fracdes hexanica e de acetato de etila do caule resultou no
isolamento de onze substancias sendo 2 triterpenos: lupeol e lupenona; a mistura
dos esteroides B-sitosterol e estigmasterol; 1 éster derivado do acido trans p-
cumarico; 1 lignana furofuranica: siringaresinol; 1 derivado benzofurano: bowdenol; 1
derivado do cumestrol: 8-metoxicumestrol e 3 isoflavonas: 7, 3’-diidroxi-4’metoxi-
isoflavona, 5, 4’-diidroxi-7’-metoxi-isoflavona e 4-hidroxi-7-metoxi-isoflavona. Todas
foram ensaiadas na concentracdo de 100 uM. O 8-metoxicumestrol apresentou
inibicdo superior a 70% para a catepsina V. A poténcia deste inibidor foi determinada
e o valor de ICsy encontrado foi de 17,4 + 1,0 uM frente a catepsina V. O éster
derivado do acido trans p-cumarico apresentou inibicdo superior a 70% para as
catepsinas L e V na concentracdo de 50ug/mL. Entéo, foram preparados uma série
de 8 ésteres derivados dos acidos p-hidroxibenzdico, p-cuméarico, cinamico e
ferulico, que foram avaliados com relacédo as suas atividades inibitorias frente as
catepsinas estudas na concentracdo de 100uM. O ester p-Cumarato de n-octila
apresentou melhor porcentagem de inibicdo para as trés enzimas. Os constituintes
da fragdo hexéanica das folhas de B. virgilioides foram analisados em mistura
utilizando as técnicas de RMN 'H e CG-EM.
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Abstract

CHEMICAL STUDY OF BOWDICHIA VIRGILIOIDES (FABACEAE) IN THE SEARCH
FOR SELECTIVE INHIBITORS OF CYSTEINE PEPTIDASES

This work describes the isolation of bioactive secondary metabolites of the plant
species Bowdichia virgilioides in the search for selective inhibitors of cathepsins K, L
and V. Cathepsins are enzymes that have as primary function the degradation of
proteins in the lysosomes, and are also related to development of diseases such as
osteoporosis, rheumatoid arthritis, atherosclerosis and various cancers. This
dissertation describes the bioactivity-guided study of the ethanol extracts and
fractions obtained from the stems and leaves of B. virgilioides through fluorimetric
inhibition assay of the enzymes studied. The extracts of B. virgilioides were subjected
to successive fractionations using different chromatographic techniques leading to
several pure substances. The isolated substances had their structures elucidated by
NMR uni- and bi-dimensional and mass spectrometry. The hexane and ethyl acetate
fractions of stem afforded eleven substances: 2 triterpenes, lupeol and lupenona; the
mixture of steroids [-sitosterol and stigmasterol; 1 ester derivative of trans p-
coumaric acid; 1 furofuran lignan, syringaresinol; 1Benzofuran derivative, bowdenol;
1 coumestrol derivative, 8-methoxycoumestrol, and 3 isoflavones, 7,3'-dihydroxy-4'-
methoxyisoflavone, 5,4'-dihydroxy-7'-methoxyisoflavone and 4-hydroxy-7-methoxy-
isoflavone. All compounds were tested on their ability to inhibit the enzymes at a
concentration of 100uM. 8-Methoxycoumestrol showed inhibition superior to 70% for
cathepsin V. The potency of this inhibitor was determined and the ICsy value was
found to be 17.4 £ 1.0uM for cathepsin V. The ester derivative of trans p-coumaric
acid also showed good inhibition above 70% for cathepsin L and V at a concentration
of 50ug/mL. So, a series of 8 esters derived from p-hydroxybenzoic acid, p-coumaric
acid, cinnamic and ferulic were prepared, and have been evaluated regarding their
inhibitory activities of the cathepsins at a concentration of 100uM. n-Octyl p-
coumarate ester showed the best percentage inhibition for the three enzymes. The
constituents of the hexane fraction of leaves of B. virgilioides were analyzed using
the techniques *H NMR and GC-MS.
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1 — Introducéo

1.1 — Produtos Naturais na Descoberta de Novos Farmacos

A natureza, de uma forma geral, € responsavel pela producao de grande parte
das substancias orgéanicas conhecidas, entretanto, a maior parcela da diversidade
guimica conhecida e descrita na literatura é do reino vegetal. A variedade e a
complexidade das micromoléculas que constituem os metabdlitos secundarios de
plantas ainda séo inalcancaveis por métodos laboratoriais (VIEGAS Jr, BOLZANI &
BARREIRO, 2006). Os vegetais tém sido fonte de medicamentos ha milénios, sendo
muitos farmacos desenvolvidos a partir deles (CRAGG & NEWMAN, 2013).

H& muitos anos os produtos naturais tém sido fonte de inspiracdo para a
maioria dos farmacos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration). Entre o
ano de 2005 e 2010, 19 farmacos baseados em produtos naturais foram aprovados
para comercializacdo em todo o mundo. Os produtos naturais também foram as
principais fontes de diversidade quimica de materiais de partida durante a conducéo
da descoberta farmacéutica ao longo do século passado (MISHRA & TIWARI, 2011).

Diversidade estrutural, no entanto, ndo é a Unica razdo pela qual os produtos
naturais sdo de interesse para o desenvolvimento de farmacos. Uma caracteristica
adicional importante € que muitas vezes eles possuem atividades biol6gicas
altamente especificas com base em mecanismos de acdo. (CRAGG & NEWMAN,
2013).

O fato de um grande numero de compostos derivados de produtos naturais
estarem em varias fases de desenvolvimento clinico indica que essa classe, utilizada
como modelo, é ainda uma fonte promissora de candidatos a novos farmacos. Um
exemplo disto € a curcumina (FIGURA 1.1), um polifenol extraido dos rizomas de
Curcuma longa (um tempero popular indiano da familia Zingiberaceae), que tem sido
significativamente considerada contra o cancer do cdélon metastatico (MCC). A
curcumina esta passando por ensaios de fase | e Il, enquanto um ensaio de fase lll
em doentes com MCC ja esta em andamento (MISHRA & TIWARI, 2011).

FIGURA 1.1 — Estrutura quimica da curcumina.



O Brasil € um pais com grande biodiversidade sendo detentor da maior
floresta equatorial e tropical imida do planeta, e ndo pode abdicar de seu potencial
para os produtos naturais (PINTO et al., 2002). Assim, a exploracdo racional da
biodiversidade brasileira torna-se um instrumento promissor na busca de novos

farmacos.

1.2 — Cerrado

O Cerrado brasileiro é a maior formagéo de savana da América, o segundo
maior bioma do Brasil estendendo por cerca de 2 milhdes de hectares e esta
localizado basicamente no planalto central (FIGURA 1.2) (BATLLE-BAYER, BATJES
& BINDRABAN, 2010).

FIGURA 1.2 — Area ocupada pelo bioma Cerrado (Fonte:
http://www.dcs.ufla.br/Cerrados/Portugues/CintroP.htm)

Sendo um ecossistema com condi¢des climéticas bastante especificas, com
longos periodos de seca, intercalados com chuvas bastante intensas, 0s compostos
quimicos produzidos pela flora do cerrado, fundamentais para a adaptacdo e o
equilibrio das plantas, também podem ser muito Uteis para 0s seres humanos.
Substancias, que em geral sdo produzidas em pequenas quantidades, e muitas
vezes utilizadas como agentes de defesa das plantas contra predadores ou para
atrair polinizadores, podem apresentar importante atividade biol6gica servindo como
modelos para o desenho de novos farmacos (ANDRADE, 2013).

Dada a sua importancia ecoldgica e a conversao permanente para agricultura,
o Cerrado € considerado como um bioma ameacgado. Estima-se que 50% do

Cerrado é terra potencialmente aravel e que dois tercos poderiam ser incorporados a



agricultura e pecuéaria. (BATLLE-BAYER, BATJES & BINDRABAN, 2010). Outro fator
muito importante relacionado a este bioma € em relagdo ao desmatamento e as
gueimadas, sendo que a média anual de desflorestamento nesta area é de 14,2 mil
Km? (ANDRADE, 2013).

Considerado um dos biomas de maior diversidade floristica, o Cerrado possui
uma riquissima flora com mais de 10.000 espécies de plantas, com 4.400 endémicas
dessa area, muitas destas ainda insuficientemente conhecidas, (SILVA JUNIOR et
al., 2009). Este bioma € apontado como grande detentor de diversidade biolégica, no
entanto, ainda ha caréncia de estudos voltados para a identificacdo das espécies de
plantas pertencentes a ele, principalmente quando comparada a diversidade e a
area ocupada (NETO & MORAIS, 2003). Por essas caracteristicas o bioma Cerrado
apresenta-se como uma promissora fonte de substancias com potencial atividade

biologica.

1.3 — Familia Fabaceae e o0 Género Bowdichia

A familia Fabaceae, pertence a ordem Fabales e possui ampla distribuicdo
geografica (SANTOS et al., 2010). E uma das maiores familias botanicas, sendo a
maior das angiospermas. Esta familia é tradicionalmente dividida em trés subfamilias
com caracteristicas morfolégicas muito distintas: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (ou Faboideae), sendo esta Ultima a maior delas (OLIVEIRA, 1999).

A familia Fabaceae compreende 650 géneros e cerca de 18.000 espécies
com habitos variados, podendo ser herbaceas, trepadeiras, arbustivas ou arboreas
(SILVA, 2009). No bioma Cerrado, constitui a familia mais representativa em
namero, com aproximadamente 800 espécies (SANTOS et al., 2010). Embora seja
uma familia cosmopolita, sua diversidade estd concentrada nas regifes tropicais e
subtropicais, sendo que no Brasil ha cerca de 200 géneros (RODRIGUES &
MACHADO, 2006).

O género Bowdichia pertencente a subfamilia Faboideae €é composto
predominantemente por espécies arboreas, distribuidas na América do Sul tropical
(RODRIGUES & TOZZI, 2007). Plantas deste género séo tradicionalmente utilizadas
para o tratamento de diversas doencas incluindo reumatismo, Ulceras de pele,
diabetes, herpes, disenteria e asma (BARROS et al., 2010).

O género Bowdichia possui 19 espécies, no entanto somente duas foram

estudadas do ponto de vista quimico e farmacoldgico: Bowdichia nitida e Bowdichia



virgilioides (SILVA, 2009). Estudos com B. nitida mostraram a presenca de
alcaloides, triterpenoides e isoflavonoides. Das sementes desta espécie foram
isolados diterpenos (FIGURA 1.3), que revelaram atividade citotoxica contra células
de carcinoma de célon humano, além de atividade antiplasmodica (MATSUNO et al.,
2008; MATSUNO et al., 2009).

FIGURA 1.3 — Diterpenos isolados das sementes de B. nitida.
1.4 — Bowdichia virgilioides

B. virgilioides (FIGURA 1.4) uma planta pertencente a familia Fabaceae, é
uma arvore de tamanho médio encontrada nas florestas tropicais da América do Sul
(ALMEIDA et al., 2006). No Brasil encontra-se distribuida pelas Regifes Sudeste,
Centro Oeste, Norte e Nordeste e € conhecida popularmente como sucupira-preta
(BARROS et al., 2010).

Na medicina popular as diferentes partes de B. virgilioides sdo utilizadas na
forma de infusdes para o tratamento de diversas doencas. As cascas sao utilizadas
para a cura de feridas, como Ulceras e também como antidiabetes. As sementes séao
utilizadas para o tratamento de reumatismo, artrite e doengas de pele (AGRA et al.,

2013). O caule de B. virgilioides é relatado como tendo atividades antifungica (SILVA



JUNIOR et al., 2009), analgésica e anti-inflamatéria (SILVA et al., 2010; THOMAZZI
et al., 2010; BARROS et al., 2010).

A medicina popular vem oferecendo grande contribuicdo a ciéncia, devido a
uma gama de conhecimentos e praticas médicas de carater empirico. Com isso, 0
estudo das plantas medicinais a partir de seu emprego por uma dada populagéo,
constitui um aparato Gtil na elaboracdo de estudos farmacoldgicos e fitoquimicos,
por ja estarem consagradas pelo uso continuo (VILA VERDE, PAULA & CANEIRO,
2003). Bowdichia virgilioides € uma espécie utilizada na medicina popular e que
possui um alto potencial farmacoldgico, desta forma torna-se um alvo de grande

relevancia a ser estudado na busca de substancias bioativas.

FIGURA 1.4 — Espécie Bowdichia virgilioides.

A importancia desta planta promoveu a sua inclusdo na primeira farmacopeia
brasileira. Estudos com extratos de B. virgilioides relataram atividade biologica
variada para esta planta, incluindo antimalarica, hipoglicemiante e inibitoria da
enzima acetilcolinesterase comprovada pela literatura (ALMEIDA et al., 2006).

Estudos fitoquimicos realizados com a casca e raizes revelaram a presenca
de taninos e terpenoides, (BARROS et al., 2010) lupeol, alcaloides (TORRENEGRA,
BAUEREIB & ACHENBACH, 1989), constituintes volateis (ARRIAGA et al., 1998),
flavonoides (ARRIGA, GOMES & BRAZ-FILHO, 2000; VELOZO et al., 1999) e um
benzofurano (MELO et al., 2001). Houve também relatos de um novo alcaloide
isolado da casca do caule de B. virgilioides (Figura 1.5g) (BARBOSA-FILHO et al.,
2004). A FIGURA 1.5 mostra algumas substancias quimicas isoladas de B.

virgilioides.
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FIGURA 1.5 — Substancias isoladas de B. virgilioides.

1.5 - Enzimas como Alvo Terapéutico

Enzimas sdo macromoléculas responsaveis por catalisar rea¢des biologicas
gue sdo essenciais para a vida. Entretanto, processos nos quais sdo encontrados
problemas na regulacdo de suas atividades cataliticas, como por exemplo, a
superexpressao das enzimas que causa um aumento em sua atividade, sdo causas
de diversas patologias. Em alguns processos, a mutacdo de genes responsaveis
pela producdo de enzimas pode levar a um nivel anormal de concentracdo de
determinada enzima dentro da célula. Isto causa o aumento da formacao de
produtos de reacéao que podem levar a patologias (COPELAND, 2005)

Uma avaliagdo dos mecanismos enzimaticos define enzimas como uma
classe especializada de alvos para o desenvolvimento de medicamentos
(ROBERTSON, 2005). Elas sao alvos atrativos para intervencao farmacoldgica para
um grande numero de doencas. Cerca de 50% de todos os medicamentos
comercializados atuam sobre um mecanismo de inibicdo enzimatica (COPELAND,



2005). Na TABELA 1.1 sdo mostrados alguns dos medicamentos comercializados

gue agem sobre enzimas.

Outro atrativo para o uso de enzimas como alvos terapéuticos € o fato de que

enzimas sao altamente propensas a inibicdo por moléculas de baixa massa

molecular.

Assim as enzimas sao comumente alvos de descoberta

desenvolvimento de grandes empresas farmacéuticas (COPELAND, 2005).

TABELA 1.1 — Farmacos comercializados que atuam por inibicdo enzimatica

(Adaptado de (COPELAND, 2005)).

e

Composto Enzima Alvo Uso Clinico
Acetazolamida Anidrase Carbonica Glaucoma
Aciclovir DNA polimerase viral Herpes
Amprenavir, indinavir,
nelfinavir, ritonavir, HIV protease AIDS
saquinavir
Aspirina Ciclooxigenase Inflamacéo, dor, febre
Amoxicilina Proteinas ligadas a Infeccdo bacteriana

parede celular

Captopril, enalapril

Enzima conversora da

angiotensina

Hipertenséo

Efavirenz, nevirapina

Transcriptase reversa

AIDS

Fluorouracil

Timidialato sintase

Cancer

Norfloxacina

DNA girase

Infec¢Bes no trato urinério

Viagra, levitra

Fosforodiesterase

Disfuncao erétil

1.6 — Cisteino Peptidades Lisossomais

As peptidases representam uma grande familia de enzimas que s&o

responsaveis pela clivagem de ligacfes peptidicas. Estas enzimas sdo classificadas

de acordo com suas caracteristicas estruturais e cataliticas, sendo distribuidas entre

as familias das aspatrtil peptidases (catepsinas D e E), serino peptidases (catepsinas
A e G), e as cisteino peptidases (catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, W e X) (TURK

et al., 2012).



As cisteino peptidases lisossomais sdo amplamente expressas, sendo
encontradas em virus, bactérias, protozodrios, fungos, plantas e mamiferos e
formam uma numerosa e importante familia de enzimas do tipo papaina (OTTO &
SCHIRMEISTER, 1997). Em humanos, onze catepsinas foram descritas e
caracterizadas no projeto de sequenciamento gendmico, sendo elas catepsinas B,
C,F,HKLOS V,WeX (TURK etal., 2012). Apesar das grandes semelhancas
nas estruturas primarias e terciarias entre as catepsinas, essas proteases possuem
propriedades enzimaticas distintas, como refletido em suas diferentes
especificidades de substratos (TORKAR et al., 2013).

As catepsinas sdo ativas em meio acido e em condigfes normais estdo
presentes dentro dos lisossomos e participam de importantes processos fisioldégicos
como reabsorcdo Ossea, processamento de antigenos e degradacdo proteica
(LECAILLE, KALETA & BROMME, 2002). As funcBes biolégicas basicas das
catepsinas dos mamiferos estdo resumidas na FIGURA 1.6.

Catepsinas Lisossomais
L,V,S,K,B,C,H,O,F, W, X

Degradacéo Clivagem \
de Proteina Maturagédo de Hormonios
CatB,KeH CatBel
Reabsorgéo dssea Homeostase Epidermal
Cat K Cat L

Apresentagdo de Antigeno e Ativacdo de Proenzima
Ativagdo do Processo Imune CatCeB
CatV,L,SeF

FIGURA 1.6 — Papel fisioldgico das catepsinas lisossomais em mamiferos.

Estas enzimas estdo envolvidas em numerosos processos fisiologicos e
também patolégicos, sendo reconhecidas durante décadas como potentes alvos
terapéuticos para o tratamento de diversas doencas e desenvolvimento de
medicamentos, atraindo a atencéo das industrias farmacéuticas e de pesquisadores
académicos (NOVINEC, PAVSIC & LENARCIC, 2012).

Embora as catepsinas sejam conhecidas por degradarem proteinas de forma
nao seletiva dentro dos lisossomos, tem sido demonstrado que estas enzimas estéo

também envolvidas em outras vias bioquimicas relevantes, que operam em



processos seletivos e controlados com fungdes especificas associadas a sua
localizacdo tecidual (SEVERINO et al.,, 2011). Além disso, as catepsinas podem
acumular-se em diferentes tecidos e células (MOHAMED & SLOANE, 2006), o que
leva a processos patoldégicos como progressao de tumores (PALERMO & JOYCE,
2008), artrite reumatoide, osteoporose (YASUDA, KALETA & BROMME, 2005),
distrofia muscular e doencas infecciosas (KOMINAMI, KUNIO & KATUNUMA, 1987).
Desta forma a busca de inibidores para as catepsinas representa uma possibilidade
de intervencao terapéutica de suma importancia e grande contribuicdo para a saude

humana.

1.7 — Catepsinas Estudadas

1.7.1 — Catepsina K

A catepsina K é a cisteino protease mais abundantemente expressa nos
osteoclastos e desempenha um papel central na mediacdo da reabsorcdo Ossea
(STOCH et al., 2013). E ativa em pH é&cido, o que a torna ideal para a degradacio
do colageno no compartimento &cido formado entre os osteoclastos e a superficie
0ssea, a chamada lacuna de reabsorcdo (BOONEN et al., 2012).

Altamente relevante para o desenvolvimento da osteoporose, a catepsina K é
a cisteino protease associada a reabsorcao Ossea pelos osteoclastos e regulada
negativamente pelo estrogénio. Esta enzima degrada ambos os tipos de colageno |
e I, os quais sdo os principais componentes da matriz éssea e da cartilagem. Ela é
a Unica entre as cisteino proteases que pode clivar a tripla hélice de colageno tipo I,
além de clivar telopeptideos do colageno nas extremidades N e C-terminais. Assim a
catepsina K pode degradar completamente o colageno insoluvel do osso (BOONEN
et al., 2012).

Na ultima década grandes esforcos tém sido realizados no desenvolvimento
de inibidores da catepsina K altamente potentes, seletivos e aplicaveis oralmente.
Alguns destes inibidores (FIGURA 1.7) passaram por estudos pré-clinicos, no
entanto, dois destes, o relacatib e o balicatib, tiveram seus estudos interrompidos
devido a falta de seletividade. Relacatib tem uma fraca seletividade sobre as
catepsinas B, L, S e V. O Balicatib é seletivo para a catepsina K em ensaios
enzimaticos, mas ndo em ensaios celulares (BOONEN et al., 2012). Por outro lado, o

inibidor odanacatib passou por testes clinicos e por testes com humanos saudaveis,
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onde demonstrou bons resultados, sendo considerado um inibidor potente e seletivo
frente as outras catepsinas humanas conhecidas (STOCH et al., 2013).

0 O H
H O N CN
= N N// = N ~
H ) | "o
(0] o BN ﬁN
//S\\ N \)
- 0 AN
CH;
Relacatib Balicatib

CF3

SRR

Odanacatib

X

H,COS ‘

FIGURA 1.7 — Estruturas quimicas dos inibidores de catepsina K que passaram por
estudos pré-clinicos.

Os medicamentos antirreabsortivos disponiveis atualmente interferem na
funcdo dos osteoclastos. Eles inibem tanto a reabsor¢do quanto a formacéo Ossea,
devido ao acoplamento entre estes processos. Por outro lado, os inibidores da
catepsina K atingem o processo de reabsorcao propriamente dito e ndo podem
interferir com a estimulacdo da formacdo 6ssea dos osteoclastos. Recentemente,
uma nova classe de farmacos antirreabsortivas em desenvolvimento mostra que a
diminuicdo da reabsorcao 6ssea nao pode ser seguida por uma reducao equivalente
da formacdo Ossea, como € o caso dos atuais tratamentos de reabsorcdo Ossea.
Estes farmacos diminuem a reabsorcao Ossea por inibicdo direta da catepsina K,
gue é a principal responsavel pela degradacdo da matriz 6ssea pelos osteoclastos
(BOONEN et al., 2012).

As evidéncias genéticas e farmacologicas confirmam o papel fundamental da
catepsina K na reabsorcdo O0ssea. Em estudos preé-clinicos, os inibidores desta
enzima reduziram 0s niveis de marcadores bioquimicos da reabsorcdo Ossea e
aumentaram a densidade mineral éssea. Estes resultados tém apoiado a utilizagéo
da catepsina K como um alvo para novas moléculas para o tratamento de
osteoporose (STOCH et al., 2013).
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1.7.2 — Catepsina L

A catepsina L é descrita em humanos e em diferentes tipos de organismos,
tendo como funcgéo primaria a degradacédo de proteinas nos lisossomos. (SHENOY
& SIVARAMAN, 2011). Esta enzima também possui um papel fundamental em
processos biolégicos e fisioloégicos tais como remodelacdo déssea, metastase de
cancer, invasao de células tumorais, artrite reumatoide e osteoartrite (KUMAR et al.,
2010).

Esta enzima estd envolvida em metastase de doencgas 6sseas, uma vez que
alteracbes na expressdo desta enzima tém sido observadas em tumores 0sseos,
como osteosarcoma e tumores de células gigantes do osso (LETO et al., 2010).
Embora a catepsina L esteja envolvida na regulacdo da reabsorcdo O0ssea em
condicbes normais e patoldgicas, o nivel de expressdo desta enzima nos
osteoclastos é baixo em comparagdo com a catepsina K (LECAILLE, KALETA &
BROMME, 2002).

Estudos sobre a expresséo de catepsinas revelou o aumento da expressao
das catepsinas B e L em melanomas e carcinomas de mama, pulméo, cdlon e
prostata. Recentemente, tem sido demonstrado que as células de melanoma néo
metastaticas sdo convertidas em células metastaticas devido a superexpressao de
catepsina L. A cistatina C, um potente inibidor desta enzima, bloqueia a mobilidade e
invasao de células de melanoma (MARQUES et al., 2012).

A catepsina L é superexpressa em muitas linhagens de células tumorais e em
tecidos tumorais, e desempenha um papel importante na invasdo e migracao de
células cancerigenas. Trata-se de um alvo atrativo para o desenvolvimento de
inibidores que poderdo revelar-se como benéficos no tratamento do céncer,

limitando ou interrompendo a metastase (SONG et al., 2013).

1.7.3 - CatepsinaV

A catepsina V foi identificada pela primeira vez no timo e no testiculo, e
associada a doencas como miastenia gravis, diabetes tipo 1 e doencas
neurolégicas. Esta enzima é também altamente expressa em carcinomas da mama e
colo retal (NIWA et al., 2012). Em situacfes patologicas, tem sido considerada como
um potente marcador de diagndéstico para tumores no colon (SEVERINO et al.,
2011). Também esta envolvida no controle de células T humanas (responsaveis pela
imunidade celular) e apresenta a maior atividade elastolitica entre as enzimas
proteoliticas (ALVIM et al., 2010).
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Esta enzima possui uma identidade com a catepsina L préximo de 77% para a
pré-enzima e 80% para a enzima madura. Além disso, a posi¢cdo e organizacdo
cromossdmica dos genes que codificam estas duas enzimas sdo semelhantes
(SOMOZA et al., 2000).

A catepsina V também possui um papel importante na progressado do cancer,
de uma forma semelhante a catepsina L. E importante notar que a catepsina L de
ratos tem uma identidade sequencial mais elevada com a catepsina V humana do
gque com a catepsina L humana, sendo que os ratos ndo possuem catepsina V
(NIWA et al., 2012).

Apesar das semelhancas entre as catepsinas V e L, estas duas proteases
diferem tanto na especificidade para o substrato quanto na distribuicdo do tecido. A
catepsina V é especificamente expressa no timo, nos testiculos e no epitélio da
cOrnea, e essa distribuicdo limitada contrasta com a catepsina L, que é expressa em
todo o corpo (SOMOZA et al., 2000).

Considerando seu grande potencial em apresentar antigeno do timo, a
catepsina V pode ser considerada como um alvo de medicamentos para o
tratamento de doencas autoimunes (BROMME & KALETA, 2002). No entanto, ainda

sao poucos os inibidores desta enzima descritos na literatura.

1.8 — Caracteristicas Estruturais e Mecanismo de Acao

As catepsinas K, L, V e S sdo enzimas com alta identidade sequencial. Estas
enzimas também possuem alta homologia entre elas, sendo quase completa a sua
sobreposicao (FIGURA 1.8) (SOMOZA et al., 2000). Desta forma, a discriminagao in
vivo destas enzimas torna-se dificil e a busca por inibidores que sejam potentes e
seletivos a apenas uma das enzimas também é dificultada.

As cisteino peptidases consistem em dois dominios, chamados de dominio L
(esquerdo) e dominio R (direito). A interface entre os dois dominios forma uma fenda
em forma de “V” onde esta localizado o sitio ativo da enzima (TURK, TURK & TURK,
2000).

O sitio catalitico das cisteino peptidases é formado por trés residuos de
aminoacidos: Cys25, His159 e Asnl75 (numeracdo papaina), sendo que a Cys25 e
a His159 formam um par i6nico que é estabilizado pelo residuo de Asnl75 atraves
de uma ligacdo de hidrogénio. Esta triade catalitica é semelhante ao sitio ativo

presente nas serino peptidases (Ser, His, Asp), no entanto, em contraste com as
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serino peptidases, o residuo de cisteina nucleofilico ja encontra-se ionizado,
permitindo a ligacdo mais rapida com o substrato, e desta maneira as cisteino
peptidases sdo consideradas enzimas ativadas (LECAILLE, KALETA & BROMME,
2002).

FIGURA 1.8 — Sobreposicao estrutural das catepsinas K (verde), V (ciano), L
(amarelo) e S (magenta). Em destaque os residuos conservados entre as
catepsinas. Residuos pertencentes a triade catalitica estao indicados com a legenda
em vermelho (SEVERINO, 2008).

Durante a hidrélise peptidica o residuo de cisteina ataca o carbono do grupo
carbonila da ligacao peptidica do substrato levando a formacdo de um intermediario
tetraédrico. O par de elétrons do oxigénio do substrato retorna para que seja
formada a ligacdo dupla original, ocasionando a saida subsequente de uma amina,
deixando a enzima acilada (complexo enzima-substrato tio éster). Um novo
intermediario tetraédrico é formado a partir da hidrélise do complexo enzima-
substrato tiol éster, que em seguida sofre uma reacdo de desacilagdo, eliminando
um acido carboxilico e a enzima livre ao meio (FIGURA 1.9) (LECAILLE, KALETA &
BROMME, 2002).
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FIGURA 1.9 — Mecanismo de hidrélise peptidica pela cisteino peptidase.
1.9 — Inibidores de Cisteino Peptidases

Contendo um grupo tiol no sitio ativo, as cisteino peptidases sao facilmente
inibidas por substancias que possuem grupos reativos que se ligam ao grupo tiol da
enzima. Um exemplo bem sucedido sdo os epoéxidos peptidicos, potentes inibidores
de cisteino peptidases. O E-64, L-trans-epoxisuccinil leucilamido(4-guanidino)butano
(FIGURA 1.10), produzido pelo fungo Aspergillus japonicus, foi o primeiro destes
compostos a ser isolado e caracterizado como inibidor irreversivel para cisteino
peptidase. No entanto, este inibidor ndo permite distinguir as varias enzimas desta
classe. Esse composto é comumente utilizado para titulacdo do sitio ativo de varias
destas enzimas e também como controle positivo (inibicdo enzimatica) em ensaios
de inibicdo (BARRETT et al., 1982).

H H B o oH
N

IR It
H

NH, O H

FIGURA 1.10 — Estrutura do inibidor irreversivel de cisteino peptidases (E-64)

A busca por novos inibidores potentes e seletivos para as catepsinas levou ao

isolamento de diversos compostos. (ZENG et al., 2006) realizaram o estudo do
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extrato aceténico dos galhos e folhas de Taxodium mucronatum (Taxodiaceae) e do
extrato metandlico das folhas de Cycas guizhouensis (Cycadaceae) que levaram ao
isolamento de biflavonas (FIGURA 1.11) com atividade inibitéria frente as catepsinas

B e K, sendo os valores de ICsy determinados para catepsina B.

1: Ry= Ry= R3= H - IC55= 1,17 uM

2: Ry= Ry= H; Ry=CHj - IC55= 1,03 uM
3: Ry= Ry= CHj; Ry= H - IC5= 0,67 pM
4: Ry= Ry= H; Ry= CHj - IC5p= 0,81 uM

5: IC5o= 0,62 uM

6: |C50= 0,58 uM

FIGURA 1.11 — Biflavonas naturais inibidoras de catepsina B.

(SEVERINO et al.,, 2011) relatam a atividade inibitéria de uma série de
alcaloides acridonicos (FIGURA 1.12) isolados do extrato metandlico do caule de
Swinglea glutinosa (Bl.) Merr. (Rutaceae) frente a catepsina V. Os estudos da
cinética e do tipo de inibicdo realizados revelaram que estes compostos Ss&o

inibidores competitivos e reversiveis da enzima alvo.
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FIGURA 1.12 — Alcaloides acriddnicos naturais inibidores de catepsina V.

(ALVIM et al., 2010) relatam a atividade inibitéria frente a catepsina V de dois
flavonoides isolados de Vitex polygama (Verbenaceae) and Lonchocarpus

subglaucescens (Leguminoseae) (FIGURA 1.13).

OH O OH O
|CSO= 2,5}JM |C50: 13,5}JM

FIGURA 1.13 — Flavonoides naturais inibidores de catepsina V.



17

2 — Objetivos

Os objetivos desse projeto séo:

— Realizar o estudo biomonitorado da espécie Bowdichia virgilioides, por meio
de ensaios dos extratos, fracdes e substancias isoladas frente as catepsinas
K,LeV,

— Isolar e identificar as substancias ativas dos extratos de B. virgilioides;

— avaliar a atividade biologica dos extratos, fracbes e substancias isoladas
frente as trés catepsinas;

— Elucidar as estruturas dos compostos ativos através das diferentes técnicas
espectroscopicas;

— Encontrar inibidores seletivos para essas enzimas;
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3 — Materiais e Métodos

3.1 — Materiais

3.1.1 - Solventes

— Foram utilizados solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar;
— Solventes para CLAE: solventes comerciais ULTRA ANALYSIS marca Tedia.
— Solventes para ensaio: Dimetilsulféxido (DMSO) da marca Mallinckrodt

Chemicals

— Solventes para andlises espectroscopicas: solventes deuterados MERCK e
ALDRICH

3.1.2 — Suportes para cromatografia

— CCDA: Silica gel com F254, em folhas de aluminio da MERCK;
— Silica gel 60 (70-230 mesh) denominada silica comum;

— Silica gel 60 (230-400 mesh) denominada silica flash;

— Sephadex LH-20 — Amershan Pharmacia Biotech AB;

— Coluna CLAE: Phenyl 5y da marca Hexis;

— Coluna CG: Optima-5 (30m x 0,25mm x 0,25um)

3.1.3 - Reagentes

— Substrato Z-FR-MCA (Carbobenzoxi-fenilalanina-arginina-7-amino-4-
metilcumarina) — Sigma;

— Inibidor E-64 [L-3-carboxi-trans-2,3-epoxipropionil-leucilamido(4-
guanino)butano] — Sigma;

— DTE (ditioeritritol) — Sigma;

— Acido etilenodiamino tetracético (EDTA) da J.T. Baker;

— Acetato de Sodio triidratado da J.T. Baker;

— Mistura de padrées de n-alcanos entre Ci16-Cas — Sigma Aldrich ASTM®
D5442.

3.1.4 - Enzimas

— As catepsinas K e V sdo enzimas recombinantes humanas e foram cedidas
pelo Prof. Dr. Dieter Bromme, da Univerversity of British Columbia,
Vancouver — Canada.
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— A catepsina L é recombinante humana, foi expressa em Pichia pastoris e
gentilmente cedida pelo Dr. Marcio Fernandes Madureira Alves, Universidade

Federal de Sao Paulo.

3.1.5 - Equipamentos

— Evaporadores rotativos: 0s extratos e fracdes foram evaporados em
evaporadores do tipo Bichi Rotavapor R-114 com banho Buchi Watherbath
B-480, e recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 25°C.

— CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia): Equipamento da marca
Shumadzu, modelo SPD-M10A, com detector de fotodiodo e software CLASS-
VP.

— Fluorimetro: Leitor de placa de ELISA modelo SpectraMax M3 da Molecular
Devices;

— Analises espectroscopicas: Espectrometro de Ressonancia Magnética
Nuclear marca Bruker Avance Ill - 9,4 Tesla (400 MHz para frequéncia do
hidrogénio e 100 MHz para o carbono).

— Espectrometro de massas: modelo API12000 da marca Applied Biosystems,
com fonte de ionizacao por eletrospray e analisador triplo quadrupolo.

— Cromatografo gasoso linha 17A modelo QP5000 da Shimatzu acoplado ao
detector de impacto eletronico de 70eV.

3.2 — Coleta e ldentificacdo do Material Vegetal

A espécie Bowdichia virgilioides (Fabaceae) foi coletada no cerrado do centro-
oeste brasileiro, na regido do Distrito Federal (DF 480, lote 01, SMA - Gama/DF) no
estado de Goias em 14 de dezembro de 2010. Os dados e as coordenadas da coleta
(GPS) foram armazenados para coletas futuras. A coleta foi realizada em
colaboracdo com o Prof. Dr. Helder Nagai Consolaro (Departamento de Ciéncias
Biolégicas — UFG/CAC), o qual realizou a identificacdo e catalogacdo do material
vegetal. Os espécimes testemunhos foram depositados no Herbario da EMBRAPA

Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN), sob o numero EG 676.

3.3 — Extratos Vegetais

O caule e folhas de Bowdichia virgilioides foram secos em estufa, triturados e

submetidos a trés extracdes com etanol por trés dias cada. Os extratos foram
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obtidos apds evaporacdo do solvente em evaporador rotativo, a baixa pressédo. As

massas obtidas em cada uma das etapas estéo descritas na TABELA 3.1.

TABELA 3.1 — Quantidade de massa vegetal seca e massa obtida dos extratos.

Parte vegetal

Massa do material vegetal seco (g)

Massa do extrato (g)

Caule (C)

854

69,6

Folha (F)

360

29,2

Os extratos brutos foram submetidos a particdo liquido-liquido conforme

ilustrado na FIGURA 3.1. Os solventes foram evaporados em evaporador rotativo a

baixa pressdo e as quantidades massas obtidas em cada particdo foram pesadas

apos estarem totalmente secas (TABELA 3.2).

Extrato Etandlico

Fracao
Hexanica

Fracdo Hidro
alcéolica

1) Suspensdo em MeOH/H,0 1:3

2) Extracdo com Hexano

Extracdo com Acetato de Etila

Fracao
Acetato de Etila

Fracdo Hidro
alcoolica

FIGURA 3.1 — Fluxograma da particao liquido-liquido dos extratos etandlicos de B.

virgilioides.
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TABELA 3.2 - Quantidade de massa particionada e massa obtida em cada particéo
com os respectivos codigos utilizados, sendo C = caule; F = folha; H = particdo
hexanica; A = particdo acetato de etila.

o Massa dos extratos Massa da particéo Massa submetida a
xtrato
particionada (g) obtida (g) fracionamento (g)
H 1,26 1,25
C 30,2
A 11,55 5
H 2,4 1
F 23,7 .
A 2,7 nao fracionada

As quantidades de massas obtidas nas particbes hexanica e acetato de etila
foram pequenas quando comparadas a massa de extrato bruto particionada. 1sso
ocorre devido a espécie estudada ser muito rica em taninos condensados. Durantes
a particdo liquido-liquido a maior parte destes compostos ficam na fragéo
hidroalcoolica, por serem polares. Assim, maior quantidade de massa das particbes

€ da particao hidroalcoolica, que nao foi trabalhada neste projeto.

3.4 — Fracionamento da Particdo Liquido-Liquido Hexéanica do
Caule (CH)

A fracdo hexanica do extrato etandlicos do caule de B. virgilioides foi
primeiramente submetida a um fracionamento em coluna de vidro utilizando silica
gel como fase estacionaria. Foi utilizado o modo de eluicdo gradiente, iniciando-se
com hexano e aumentando-se a polaridade com acetato de etila. Ao final do
processo cromatogréafico utilizou-se como fase movel o metanol para retirar
possiveis substancias ainda retidas na coluna. Todas as fracGes coletadas foram
analisadas por cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) e ensaiadas
frente as catepsinas em estudo. Apds a analise das fracdes, as que apresentaram
porcentagem de inibicdo acima de 70% foram submetidas a outros fracionamentos a
fim de se isolar os metabdlitos responsaveis pela atividade inibitoria. Os
fracionamentos realizados estdo mostrados na FIGURA 3.2 e as condi¢Oes de cada

fracionamento estdo descritas na TABELA 3.3.
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CH2.2
CH2.3
AL CH2.4
CH2 CH2.5
CH2.6 CH3.3A
CH2.7 CH3.3B
CH2.8 CH3.3C
A .
cH CH3.3D
CH3.1 CH3.3E
CH3.2
A3 CH3.3F
CH3.3 CH3.3G
A2
CH3 CH3.4 CH3.3H
CH4 CH3.5 CH3.3|
CH5 CH3.6 CH3.3J
CH3.7 CH3.3K

FIGURA 3.2 — Fluxograma do fracionamento da particdo hexanica do caule de B.
virgilioides.

TABELA 3.3 - Condi¢des cromatograficas utilizadas em cada fracionamento de CH.

Caddigo F.E h(cm) | @ (cm) Eluicdo
A Silica flash 16 7 Gradiente: Hex; AcOEt: MeOH
Al Silica flash 25 4 Isocréatica: Hex/AcOEt (9,5:0,5)
A2 Silica flash 28 4 Isocratica: Hex/AcOEt (7,5:2,5)
A3 Silica flash 25 2 Isocratica: Hex/AcOEt (9,7:0,3)

3.5 - Fracionamento da Particdo Liquido-Liquido Acetato de Etila
do Caule (CA)
A fragd@o proveniente da parti¢cdo liquido-liquido acetato de etila do caule de B.

virgilioides foi submetida a fracionamento em coluna de vidro utilizando silica gel

como fase estacionaria. Foi realizada uma eluicdo isocratica utilizando
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diclorometano e metanol como eluentes na propor¢cado 9:1. Ao final do processo
cromatografico utilizou-se metanol 100% como fase moével para retirada das
substancias retidas na coluna. As fracdes coletadas foram analisadas por CCDA e
ensaiadas frente as enzimas em estudo. As fracdes que apresentaram porcentagem
de inibicdo acima de 70% foram submetidas a novos fracionamentos a fim de isolar
0S compostos responsaveis pela atividade inibitéria. A FIGURA 3.3 mostra os

fracionamentos realizados, e na TABELA 3.4 os dados de cada fracionamento.

CA2 BS HD5 oAl
-
—{ cad2 | B2 HA%
CAd 51 ——{ca4sF | B4 [cad.3Fs7]
CAS [ ca43G | {cA43Fsq
B B6 — CA4.3FS6
cA
B7
Bg
Tloen T A

FIGURA 3.3 — Fluxograma do fracionamento da particdo acetato de etila do caule de
B. virgilioides.
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TABELA 3.4 — Condicbes cromatograficas utilizadas em cada fracionamento de CA.

: h @ :
Cdédigo F.E Eluicdo
(cm) | (cm)
B Silica flash 20 5 Isocratica: CH,Cl,/MeOH (9:1)
_ Isocrética: CH,Cl,/MeOH
Bl Silica flash 36 15
(9,8:0,2)
B2 Silica flash 30 2 Isocratica Hex/Acetona (3:2)
B3 Fenil (5u) (CLAE) 25 0,46 Isocratica: MeOH/H,0 (7:3)
B4 Sephadex LH20 53 15 Isocrética: MeOH 100%
Fenil Hexil (10p) .
B5 25 0,46 | Isocratico: MeOH/H,0 (4,7:5,3)
(CLAE)
Fenil Hexil (10p) o
B6 25 0,46 Isocratico: EtOH/H,0 (4,7:5,3)
(CLAE)
B7 Sephadex LH20 50 3 Isocratica: MeOH 100%
B8 Silica flash 23 2 Isocratica Hex/Acetona (3:2)
B9 Silica flash 30 15 Isocratica Hex/Acetona (3:2)

3.6 — Fracionamento da Particdo Hexanica das Folhas (FH)

A fracdo proveniente da particdo liquido-liquido hexanica das folhas de B.

virgilioides foi submetida a fracionamento em coluna de vidro utilizando silica gel

como fase estacionaria e como fase mdével uma mistura dos solventes hexano e

acetato de etila na propor¢cédo 5:1. Ao final do processo cromatografico utilizou-se

metanol 100% como fase movel para retirada das substancias retidas na coluna. As

fracbes coletadas foram analisadas por CCDA e RMN 'H e ensaiadas frente as

enzimas em estudo.

FH

FH2

FH3

FH4

FHS5

FH6

FIGURA 3.4 — Fluxograma do fracionamento da particdo hexanica das folhas de B.
virgilioides.
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3.6.1 — Analise das Fracfes Obtidas de FH por CG-EM

Os constituintes das fracdes obtidas de FH também foram analisados usando
a técnica de cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massas (CG-EM).
Programa de temperatura utilizado: Injetor = 250°C; Detector = 290°C impacto
eletrbnico 70 eV; Temperatura inicial da andlise = 150°C (por 5 minutos);
Temperatura final da analise = 280°C (por 10 minutos); Taxa de aguecimento =
6°C/min

3.6.2 — Determinaco do indice de Retenc&o de Kovats (IK).

Para auxiliar na identificacdo dos compostos volateis da fracdo FH calculou-
se o indice de Kovats. Os valores foram calculados a partir da analise de uma
mistura de hidrocarbonetos lineares, n-alcanos entre Cy-Cas — Sigma Aldrich ASTM®
D5442. Esta mistura foi submetida as mesmas condi¢cbes das andlises de CG-EM
anteriormente descritas. Todos os analitos eluiram durante o gradiente de

temperatura, sendo os valores obtidos através da equacéao:
| =100n + 100n (tRx - tRz/tR(z+1)— tRz)
Sendo n o numero de carbonos do n-alcano com tempo de retencdo (tr;)

anterior ao padrédo, e (triz+1)) 0 tempo de retencdo do n-alcano localizado apos o

padrao avaliado.

3.7 — ReacgOes de Esterificacao

As reacdes de esterificacdo foram realizadas utilizando diferentes acidos

carboxilicos (FIGURA 3.5) com os éalcoois n-butanol e n-octanol.
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0] OH O. OH
= /
OH
Acido trans p-cumarico (12) Acido trans cinamico (13)
0] OH
= 0] OH
OCHj4
OH OH
Acido trans ferulico (14) Acido 4-hidroxi-benzoéico (15)

FIGURA 3.5 - Acidos carboxilicos utilizados nas reacdes de esterificacéo.

As esterificagfes foram realizadas utilizando 10 mg dos acidos carboxilicos,
1mL de alcool e 30pL de &cido sulfurico em refluxo a 60°C por duas horas. As
reacoes foram acompanhadas por CCDA.

Ao final da reacao foram adicionados 15 mL de solucédo saturada de cloreto
de sodio e fez-se a extracdo do produto formado utilizando com acetato de etila em
um funil de separacdo. Foram feitas 3 extragbes com 10mL de acetato de etila em
cada uma delas. ApGs as extracdes o solvente foi concentrado em evaporador
rotativo para a obtencdo do produto e este foi submetido a uma separacéo
cromatografica para a purificacdo utilizando silica flash como fase estacionéaria e
como eluente misturas de hexano e acetato de etila.

Os produtos obtidos em cada uma das reacdes sdo mostrados na TABELA
3.5.
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TABELA 3.5 — Massas dos produtos obtidos das reacdes de esterificacdo de
Fischer, sendo (a) produtos obtidos com butanol e (b) produtos obtidos com octanol.

Codigo da amostra Massa de produto obtida Rendimento (%)

(mg)

12a 14 10

12b 4,7 28

13a 1,9 14

13b 1,3 7

1l4a 54 42

14b 1,0

15a 1,1

15b 1,6 9

3.8 — Ensaios Enzimaticos

A atividade enzimatica foi determinada com base no aumento da
fluorescéncia em funcdo do tempo de reacdo, através da hidrélise do substrato Z-
FR-MCA. Este experimento foi realizado em um fluorimetro utilizando placas de
ELISA de 96 pocos preta e opaca, com volume final de 200uL, temperatura 27 °C,
com comprimento de onda de excitagao (Aex) 380nm e emissao (Aem) 460Nm.

As enzimas foram pré-ativadas com DTE (2,5 mM) por 5 minutos, em seguida
adicionou-se a solucéo do inibidor em DMSO a ser testado (extratos ou substancias
puras) incubando-se por 5 minutos. Logo apds adicionou-se o substratos Z-FR-MCA
(10 uM) e faz-se a leitura de fluorescéncia em tempo real. A determinacdo da
atividade enzimética foi realizada através do monitoramento continuo e direto da
hidrélise do substrato fluorogénico (Z-FR-MCA) por 300 segundos (5 minutos).
(SEVERINO, 2008). A FIGURA 3.6 mostra o esquema da metodologia utilizada no

ensaio bioldgico.
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FIGURA 3.6 — Esquema de geral dos ensaios enzimaticos com o substrato
fluorogénico Z-FR-MCA, mostrando o ponto de clivagem pelas catepsinas.

3.9 — Triagem, ldentificacdo e Selecao de Fracdes e Inibidores das

Catepsinas K, L eV

Primeiramente foi realizado um ensaio fluorimétrico com os extratos brutos na
dosagem de 125 pg/mL, para verificar as suas atividades frente as enzimas
estudadas. Apds a realizacdo das particbes liquido-liquido, estas foram ensaiadas
na mesma concentracdo dos extratos brutos, para verificar onde atividade inibitoria
se tornou mais intensa. Apds os primeiros fracionamentos, as fracdes obtidas
também foram submetidas ao ensaio de inibicdo nas mesmas condicbes que 0s
extratos e particbes a fim de biomonitorar este estudo para as fracdes que
apresentam melhores valores de porcentagem de inibicdo das enzimas. Todos 0s
ensaios sao feitos em triplicata e foi considerado como inibigdo minima o valor de
70% para o seguimento do estudo.

O percentual de inibicdo foi determinado a partir da atividade enzimatica na

auséncia e na presenca do inibidor sendo calculado pela equacao:

% Inibigdo =100 x (1 - Vi/Vo)
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Sendo, V; a velocidade de reagédo observada na presenca de inibidor e Vy a
velocidade de reacdo observada na auséncia do inibidor (velocidade controle).

Realizada a triagem inicial, as substancias puras obtidas apos os tratamentos
cromatograficos, foram ensaiadas frente as cisteino peptidases em uma
concentracdo de 100pM. Os compostos que apresentaram inibicdo significativa
(superior a 70%) frente as enzimas foram selecionados para a etapa posterior de

determinacao dos valores de ICsp.

3.9.1 — Determinacéao do ICsgdos Inibidores

O valor de ICsp € definido como concentragdo de inibidor que provoca uma
queda de 50% na atividade da enzima. Este valor é uma convencdo criada e
utilizada com o objetivo de se comparar a poténcia entre inibidores.

A determinacdo do ICsy foi realizada de maneira direta utilizando o ensaio
cinético apresentado com a utilizacdo do substrato fluorogénico. Para a obtencao do
ICs5o utilizaram-se dados de inibicdo do composto quando testado na concentracéo
de 100uM. Desta forma, determinaram-se o0s percentuais de inibicdo utilizando
quinze diferentes concentracdes de inibidor, construindo assim uma curva
concentracdo versus inibicdo. Os dados cinéticos foram obtidos e tratados para a
determinacdo do valor de ICs, através do método de regressdo nao linear

empregando o programa Sigmaplot 12.
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4 — Resultados e Discussao

Na busca por inibidores de cisteino peptidases escolheu-se a espécie B.
virgilioides como fonte de substancias candidatas a inibidores destas enzimas, a
partir de um banco de extratos de plantas que possuem atividades frente as
catepsinas existente no nosso laboratério.

As catepsinas K, L e V foram selecionadas considerando que trabalhos
realizados anteriormente pelo grupo de produtos naturais, (SEVERINO, 2008;
MARQUES, 2011; SILVA, 2011) apresentaram compostos com inibicdo relevante
frente a estas catepsinas. Além disso, existem ainda poucos estudos buscando
inibidores seletivos para as cisteino peptidases, principalmente estudos de triagem
de extratos de plantas.

Neste estudo foi realizado o estudo biomonitorado dos extratos de B.
virgilioides, utilizando a metodologia de ensaios enzimaticos desenvolvida e
adaptada para placa de ELISA (SEVERINO, 2008), onde é possivel avaliar um

grande niumero compostos utilizando pequenas quantidades de amostra.

4.1 — Estudo Biomonitorado por Atividade Enzimatica

4.1.1 — Biomonitoramento dos Extratos e Particoes

Os extratos e particbes obtidos de B. virgilioides foram avaliados quanto a
capacidade de inibicdo das catepsinas K, L e V. Todos 0s ensaios enzimaticos foram
realizados em um espctrofluorimetro ajustado para comprimento de ondas de
excitacdo (Aex) 380nm e emisséo (Aem) 460nm sendo feito 0 monitoramento direto da
hidrélise do substrato Z-FR-MCA através do aumento da fluorescéncia em fungéo do
tempo e com controle da atividade catalitica da enzima. Foram utilizadas placas de
ELISA de 96 pocos. Todos os extratos, particbes liquido-liquido e fracbes obtidas
foram ensaiados em triplicata e inicialmente a uma dosagem de 125 pg/mL, sendo
selecionados para a continuacdo do estudo as amostra que apresentam inibicao
enzimatica igual ou superior a 70%.

Através dos ensaios enzimaticos frente as catepsinas K, L e V foi possivel
verificar a alta capacidade inibitéria dos extratos brutos de B. virgilioides, uma vez
que o extrato bruto € o conjunto de metabdlitos presentes na planta. Apos a

particionamento dos extratos ainda pode-se verificar esta alta atividade de inibicao,
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contudo de forma mais distribuida. A TABELA 4.1 mostra os valores de porcentagem
de inibicdo dos extratos brutos e suas respectivas particoes para as trés enzimas.
Analisando os dados obtidos foi possivel observar que as particbes hexanica
e acetato de etila do caule e das folhas apresentaram elevados percentuais de
inibicdo, exceto a particdo hexanica do caule. Considerando-se o0s extratos e
particbes sao misturas muito complexas de compostos e isto pode acarretar em
resultados falso-negativos, a falsa inibicho pode ser causada pela grande
complexidade da mistura e ndo pela falta de substancias que inibam as enzimas em
qguestao, a primeira fracdo escolhida para o isolamento das substancias ativas foi a

hexéanica do caule (CH) de B. virgilioides.

TABELA 4.1 — Porcentagens de inibicdo dos extratos e parti¢cdes liquido-liquido.

% inibi¢gao catepsinas _ % inibi¢c&o catepsinas
Extrato Particéo

K L \Y K L \Y
H 9 91 97

79 97 99
A 70 97 99
H 85 82 98

69 95 97
A 85 94 99

4.1.2 — Ensaios Enzimaticos das Fra¢cdes Obtidas de CH

A fracdo CH foi submetida a uma separacdo cromatografica em coluna
contendo silica gel como fase estacionaria e utilizando fase moével em ordem
crescente de polaridade, originando 4 novas fracdes. Apos o fracionamento, as
fracGes obtidas foram submetidas aos ensaios enzimaticos. A TABELA 4.2 mostra

os valores de porcentagem de inibicdo para as enzimas estudadas.
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Fracao % inibicdo das catepsinas Fracao % inibic&o das catepsinas
K 38 K 64
CH2 L 64 CH4 L 0
Vv 83 \% 50
K 38 K 26
CH3 L 64 CH5 L 0
\Y 83 \% 53

As fracBes que mantiveram a atividade enzimatica foram CH2 e CH3. Como

este estudo é biomonitorado estas foram submetidas a novos fracionamentos

(FIGURA 3.2) para o isolamento dos metabdlitos responséveis pela inibicdo das

enzimas. As tabelas 4.3 e 4.4 mostram os valores das porcentagens de inibicdo das

fracOes

obtidas.

TABELA 4.3 — Porcentagens de inibicdo das fracGes obtidas de CH2.

Fracao % inibicdo das catepsinas Fracao % inibicdo das catepsinas
K - K 22

*CH2.2 L - CH2.6 L 11
\% - \% 32
K 79 K 20

CH2.3 L 45 CH2.7 L 7
\% 94 \% 45
K 70 K 76

CH2.4 L 4 CH2.8 L 76
\% 70 \% 95
K 50

CH2.5 L 11
\% 49

*fracionada antes da realizagdo dos ensaios enzimaticos
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TABELA 4.4 — Porcentagens de inibicdo das fracGes obtidas de CH3.

Fracao % inibicdo das catepsinas Fracao % inibic&o das catepsinas
K 67 K 95

CH3.1 L 79 CH3.5 L 81
\Y 61 \% 100
K 84 K 90

CH3.2 L 94 CH3.6 L 86
\Y 98 \Y 99
K 90 K 62

CH3.3 L 76 CH3.7 L 0
\Y 99 \Y 96
K 88

CH3.4 L 66
\% 100

Com excecdo da fracdo CH3.1, todas as outras apresentaram valores
elevados de porcentagem de inibicdo. Assim a fracdo CH3.3 foi escolhida para dar
continuidade a este estudo, sendo submetida a novos fracionamentos (FIGURA 3.2)
a fim de purificar as substancias responsaveis pela atividade. Os valores das

porcentagens de inibicdo obtidos estdo descritos na TABELA 4.5.

TABELA 4.5 — Porcentagens de inibicdo das fracdes obtidas de CH3.3

Fracédo % inibicdo das catepsinas Fracédo %inibicdo das catepsinas

K 33 K 82
CH3.3A L 0 CH3.3G L 59

\% 28 \% 92

K 52 K 80
CH3.3B L 0 CH3.3H L 52

\% 24 \% 100

K 59 K 82
CH3.3C L 0 CH3.3I L 51

\% 31 \% 100
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Analisando os resultados das tabelas 4.3, 4.4 e 4.5 pode-se observar que
existem diversas fragdes com valores elevados inibicdo (acima de 70%). Também se
pode notar a presenca de fragdes altamente seletivas. No entanto, mesmo com 0s
resultados obtidos optou-se pela ndo continuidade dos isolamentos dos metabdlitos
constituintes destas fragdes, uma vez que através da analise das fra¢des originarias
de CH2 e CH3 por CCDA e por RMN 'H foi observado que elas apresentavam
majoritariamente triterpenos e esteroides, que ja foram previamente avaliados pelo
grupo de produtos naturais frente as catepsinas em estudo, 0s quais nao inibiram
estas enzimas. Compostos minoritarios existentes nestas fragbes podem ser os
responsaveis pela atividade inibitoria apresentadas por elas.

Dos fracionamentos realizados com CH foi possivel identificar 5 substancias
sendo os triterpenos lupeol e lupenona, a mistura dos esteroides B-sitosterol e

estigmasterol e um éster derivado do acido trans p-cumarico.

4.1.3 — Ensaios enziméticos das fragcfes obtidas de CA

A fracdo CA foi submetida a uma separacdo cromatografica em coluna
contendo silica gel como fase estacionaria e utilizando o modo de eluicéo isocratico
(FIGURA 3.3). O fracionamento resultou em 14 fragbes as quais foram analisadas
por CCDA, sendo que aquelas que apresentaram similaridade foram agrupadas
resultando em 10 fracbes. ApOs serem agrupadas todas as fracdes foram
submetidas aos ensaios enzimaticos. Os valores de porcentagem de inibicdo de

cada fracdo sdo mostrados na TABELA 4.6.
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Fracdo | % Inibicdo das Catepsinas Fracdo | % Inibicdo das Catepsinas
K 87 K 77
CAl L 90 CAGb6 L 80
Vv 97 \% 98
K 72 K 69
CA2 L 78 CA7 L 75
\Y 86 \% 99
K 96 K 87
CA3 L 94 CA8 L 80
\Y 99 \% 98
K 82 K 87
CA4 L 95 CA9 L 80
\% 99 \% 98
K 81 K 59
CA5 L 95 CA10 L 77
\% 97 \% 96

Analisando os resultados descritos na TABELA 4.6 foi possivel notar que

todas as fracdes provenientes do fracionamento de CA tiveram elevados valores de

porcentagem de inibicdo enzimatica, sendo interessantes para a busca de

compostos que inibam as catepsinas em estudo. A primeira fracdo escolhida para

dar continuidade ao estudo foi a CA4, que foi fracionada conforme mostrado na

FIGURA 3.3. Apoés o fracionamento de CA4 todas as fracdes foram submetidas aos

ensaios enzimaticos, os resultados obtidos estdo mostrados na TABELA 4.7.
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Fracdo | % Inibicdo das Catepsinas | Fracfes | % Inibicdo das Catepsinas
K 97 K 70
CA4.1 L 100 CA4.8 L 98
\% 70 \% 99
K 87 K 66
CA4.2 L 100 CA4.9 L 99
\% 100 \% 100
K 80 K 89
CA4.3 L 100 CA4.10 L 96
\% 82 \% 96
K 98 K 66
CA4.4 L 96 CA4.11 L 99
V 100 \% 100
K 95 K 75
CA4.5 L 98 CA4.12 L 100
\Y 97 Vv 98
K 89 K 41
CA4.6 L 100 CA4.13 L 10
\ 100 \% 88
K 88
CA4.7 L 92
\Y 100

Analisando os resultados da TABELA 4.7 € possivel observar que as fracdes

CA4.9 e CA4.11 néao inibem de forma significativa a catepsina K. A fracdo CA4.13

inibe apenas a catepsina V, sendo estas fragcbes interessante na busca de

compostos com seletividade.

As demais fracdes provenientes de CA4 apresentaram elevados percentuais

de inibicdo. Atraves da analise das fracdes por CCDA pode-se observar uma grande

guantidade de substancias contidas em cada fracdo. Sendo assim a fracado CA4.3 foi

a escolhida para a purificagcdo dos seus constituintes. Esta foi submetida novos
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tratamentos cromatograficos (FIGURA 3.3) para a purificagdo das substancias
presentes nesta fracao.

Outras fracbes provenientes de CA foram submetidas a tratamentos
cromatograficos para a purificacdo de seus constituintes quimicos, conforme
mostrado na FIGURA 3.3. Por serem realizados fracionamentos apenas para a
purificacdo das substancias existentes, as subfracbes obtidas de cada
fracionamento ndo foram submetidas aos ensaios de inibicdo enzimatica frente as

catepsinas.

4.2 — Substancias ldentificadas

Da fracdo hexanica do caule de B. virgilioides foram isoladas 5 substancias,
sendo dois triterpenos lupeol (1) e lupenona (2), uma mistura dos esteroides [3-
sitosterol (3) e estigmasterol (4) e um éster derivado do acido trans p-cumarico.

Da fracdo acetato de etila do caule de B. virgilioides foram isoladas 6
substancias, sendo uma lignana furofuranica: siringaresinol (6); um derivado do
coumestrol (7); um derivado benzofuranico: bowdenol (8) e trés isoflavonas: 7, 3'-
diidroxi-4’metoxi-isoflavona (9), 5, 4’-diidroxi-7’-metoxi-isoflavona (10) e 4’-hidroxi-7-
metoxi-isoflavona (11).

Todas as substancias isoladas sdo mostradas na TABELA 4.8 juntamente

com a descricao da fragdo originaria de cada substancia.
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TABELA 4.8 — Substancias isoladas do caule de B. virgilioides.

Cddigo da Fracdo de | Massa L
L Estrutura i Identificacao
Substancia Origem (mg)
CH2.6 e _
1 256 Pagina 39
CH2.7
2 CH2.2 14,5 Péagina 40
3 CH3.3D Pagina 41
15,3
4 CH3.3D Pagina 41
Oy Ol
%
5 CH3.3F 0,8 Pagina 43
OH
OCH;
OH
O
‘ oCH CA4.3FS2 o
6 HsCO Ho—{"H 8 0,3 Pagina 44
"o




39

HO (0] (0]
i'“// HAS .
7 5 Q OCH, 0,5 Pagina 47
OH
(0]
8 Ho\)LxgiI:;r”\/ﬂbCH3 CA6.8.3 1,2 Pagina 51
HO 0
L on .
9 O HC554 1,0 Pagina 54
° OCHs
HCO 0
|
10 O O HD5 0,9 P&gina 59
OH O on
HsCO )
|
11 O CAG6.10A 0,6 Pagina 61

4.3 — Elucidacao Estrutural

4.3.1 — Substancia 1l

A substéancia 1 foi isolada da fracdo hexanica do extrato etanélico do caule de

B. virgilioides na forma de um sélido branco, a identificacdo do composto como

lupeol, um triterpeno da classe lupano, foi realizada através da analise dos dados de

RMN *H.

No espectro de RMN *H (FIGURA 4.1) substancia 1 foi possivel observar seis

singletos na regido de &y 0,76 a 1,06 referentes a hidrogénios de grupos metilas e
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um singleto em o4 1,68 referente a hidrogénios de grupo metila ligado a carbono
insaturado. Também foram observados sinais de deslocamentos quimicos em &y
4,56 (s) e em 4,69 (s) caracteristicos de hidrogénios de dupla terminal. Um sinal em
3,20ppm (dd, J= 11,2 e 5,1Hz) referente a um hidrogénio carbindlico (H3), que indica
a presenca de um grupo hidroxila na posicao equatorial (VENKATA, PRAKASH &
PRAKASH, 2012). Os dados do RMN *H sugere a identidade desta substancia como

sendo o triterpeno lupeol.
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FIGURA 4.1 — Espectro de RMN *H da substancia 1 (400MHz, CDCls).

4.3.2 — Substancia 2
A substéancia 2 foi isolada da fracdo hexanica do extrato etandlico do caule de
B. virgilioides. Através dos dados de RMN H foi possivel identificar o composto

como lupenona, um triterpeno com esqueleto do tipo lupano.
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No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.2) foram observados seis singletos na
regido entre dy 0,80 e 1,68 integrando pra trés hidrogénios cada, referente a
hidrogénios de grupos metilas. E em 4,57 e 4,69ppm foram observados dois
singletos caracteristicos de hidrogénios de dupla terminal. A auséncia do sinal em
torno de &y 3,2 referente ao hidrogénio 3 , quando comparado com o lupeol, indica

uma oxidacdo nesta posicdo, que € caracteristica do triterpeno lupenona
(VENKATA, PRAKASH & PRAKASH, 2012).
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FIGURA 4.2 — Espectro de RMN *H da substancia 2 (400MHz, CDCls).

4.3.3 - Substancias 3e 4

A mistura das substancias 3 e 4 foi isolada da fracdo hexanica do extrato

etandlico do caule de B. virgilioides. A identificacdo dos compostos como uma
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mistura dos esteroides [B-sitosterol e estigmasterol foi feita através dos dados de
RMN 'H e em comparacdo com dados da literatura (COSTA et al., 2010).

4 6 B-sitosterol

No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.3) foram observados sinais entre 5y 0,6 e
2,3 referentes a hidrogénios de grupos metilas de esteroides, também foi observado
um dupleto em &y 5,36 (J= 5Hz) referente a hidrogénios olefinicos (H6), e um
multipleto em &y 3,53 referente a H3. O espectro também apresentou dois duplos
dupletos em oy 5,03 (H-22, J=15,2 e 8,52Hz) e &4 5,16 (H-23, J= 15,2 e 8,52Hz)

indicando a presenca do estigmasterol.
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FIGURA 4.3 — Espectro de RMN *H da mistura das substancias 3 e 4 (400MHz,
CDCly).
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4.3.4 — Substanciab

A substancia 5 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato etandlico do
caule de B. virgilioides. Através dos dados de RMN H foi possivel identificar o

composto como um éster derivado do acido trans p-cumarico.

Oy, O 0L
/ a
b
c C
d d
OH

No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.4) da substancia 5 foi observado um
dupleto em &y 7.44 (2H, J=8,7Hz) e um dupleto em &y 6,86 (2H, J=8,7Hz) referentes
aos hidrogénios Hc e Hd respectivamente do anel aromatico para-dissubstituido.
Também foi observado um dupleto em &y 7,65 (Hb) e um dupleto em &4 6,32 (Ha)
ambos integrando para um hidrogénio e com constante de acoplamento igual a
16Hz, caracteristica de acoplamentos em trans (KORP et al., 1996). A substancia
isolada encontra-se esterificada por um alcool contendo uma cadeia alquilica longa
tendo um grupo metil terminal na sua extremidade. Isto pode ser comprovado
através dos sinais de deslocamento quimico em 844,19 (t), 64 1,26 (S) e 640,87 (M)
apresentados no espectro de RMN 'H da substancia. Ndo foi possivel fazer o
espectro de massas para a determinacdo da extensédo da cadeia alquilica devido a
pouca quantidade de massa isolada desta substancia (0,8mg). Visto que toda massa

obtida foi utilizada para a realizacdo dos ensaios enzimaticos
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FIGURA 4.4 — Espectro de RMN *H da substancia 5 (400MHz, CDCls).

O é&cido p-cumarico pertence a familia dos &acidos cinamicos. Ele pode ser
formado a partir da perda de amdnia do aminoacido fenilalanina seguido de
oxidacdo na posi¢do para, ou através apenas da perda de amonia do aminoacido
tirosina. Os acidos cinamicos sao precursores se diversas vias metabdlicas nas

plantas, dentre elas a das lignanas e cumarinas (DEWICK, 2002).

4.3.5 - Substancia 6
A substancia 6 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato etandlicos do
caule de B. virgilioides. Através dos dados de RMN *H foi possivel identificar o

composto como sirigaresinol, uma lignana furofuranica.
OCHj4

No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.5) foi observado um singleto na regido
de &y 6,59 (4H) referente aos hidrogénios H2/H2’ e H6/H6’, um singleto em &y 5,49
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integrando para dois hidrogénios que sugere a presenc¢a de duas hidroxilas ligadas a
anel aromatico e um dupleto em &y 4,74 (2H, J= 4,16Hz) referente aos hidrogénios
H7/H7’. Observou-se também e um duplo dupleto na regido de & 4,28 (2H, J= 9,36
e 6,64Hz) referente aos hidrogénios H9a/H9a’, um singleto intenso em &y 3,91
integrando para doze hidrogénios, que sugere a presenca de quatro grupos
metoxilas e um multipleto em &y 3,10 integrando pra dois hidrogénios atribuido aos
hidrogénios H8/H8'. Na regido entre &4 3,8 e 4,0 é esperado um duplo dupleto
integrando para dois hidrogénios referente aos hidrogénios H9b/H9b’, sendo que
este esté sobreposto pelo sinal das metoxilas. Através do valor da integral dos sinais
nesta regido é possivel confirmar a presenca destes hidrogénios. Os valores as
integrais dos sinais de RMN *H da substancia 6, indicaram que esta molécula é
simétrica. Os dados do RMN *'H da substancia 6 estdo descritos na TABELA 4.9

juntamente com os dados da literatura utilizada para comparagao.
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FIGURA 4.5 — Espectro de RMN *H da substancia 6 (400MHz, CDCls).
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TABELA 4.9 — Dados de RMN *H da substancia 6 comparados com dados da
literatura utilizados para comparacao.

H oy oy (Park et al., 2010)
(400 MHz, CDCls) (400 MHz, CD30D)
2/2’, 6/6’ 6,59 (s) 6,65 (s)

77 4,74 (d, J=4,16Hz) 4.70 (d, J=4,0Hz)
9a/9’a 4,28 (dd, J=9,36 e 6,64Hz) 4,25 (dd, J=9,0 e 6,8Hz)
9b/9'b 3,8-4,0 (dd) 3,82 (dd, J=9,0 e 3,6Hz)

8/8’ 3,10 (m) 3,18 (m)

OCHjs 3,91 (s) 3,83 (s)

Através dos dados obtidos com o espectro de RMN *H e em comparacéo com
os dados da literatura (Park et al., 2010), foi possivel concluir que a substancia 6 é
uma lignana furofuranica conhecida como siringaresinol. As lignanas furofurénicas
possuem trés possiveis diasteroisdmeros (FIGURA 4.6): o isdbmero com os dois
grupos R em equatorial (diequatorial), o isbmero com um grupo R em equatorial e o
outro em axial e o isdmero com os dois grupos R na axial (diaxial) (RUSSELL &
FENEMORE, 1973).

FIGURA 4.6 — Possiveis isdmeros para lignanas furofuranicas.

Os isébmeros diequatorial (1) e diaxial (lll) possuem apenas quatro sinais de
deslocamentos quimicos diferentes e ndo oito como o esperado. Os hidrogénios 7 e
7’ possuem o mesmo deslocamento quimico se apresentando como um Unico
dupleto, assim como os hidrogénios 8 e 8 e os hidrogénios 9 e 9’. No isémero (ll)
axial/equatorial H8 possui deslocamento quimico diferente de H8’, 0 mesmo ocorre
com os prétons benzilicos H7 e H7' que diferem nos valores de deslocamento

quimico.
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A distincdo entre os trés isbmeros pode ser feita através da analise dos
valores de deslocamento quimico de H9 e H9 uma vez que eles possuem
deslocamentos quimicos bastante caracteristicos em cada um dos trés isébmeros. No
isdmero com configuracao diaxial (Ill), os sinais de H9 e H9’ s&o observados entre
on 3,3 e 3,7 sendo estes blindados pelo efeito do anel aromatico. No isémero (l),
diequatorial, os prétons metilénicos (H9 e H9’') sdo observados entre &4 4,2 e 4,4
devido ao efeito de desblindagem dos grupos R em equatorial. No caso do isbmero
(I um dos prétons esta mais desblindado e o outro mais blindado, correspondendo
a um grupo R em equatorial e o outro grupo R em axial respectivamente (RUSSELL
& FENEMORE, 1973).

De acordo com os dados de RMN *H apresentados no espectro da FIGURA
4.5 pode-se concluir que a substancia isolada corresponde a lignana com

configuracéo diequatorial.

4.3.6 — Substancia 7
A substancia 7 foi isolada da fracdo acetato de etila do extrato etandlico do
caule de B. virgilioides. A analise dos espectros de RMN *H sugeriu que 7 tratava-se

do 8-metoxi-cumestrol.

O espectro de RMN *H (FIGURA 4.7) apresentou um dupleto em &y 7,88 (1H,
J= 8,5Hz) referente ao acoplamento em orto de H1 com H2, um duplo dupleto em &y
7,01 (1H, J= 8,5 e 2,3Hz) referente ao acoplamento de H2 com uma constante orto
com H1 e com uma constante meta com H4 e um dupleto em 646,94 (1H, J= 2,3Hz)
atribuido ao acoplamento de H4 com H2 em meta, indicando a presenca de um anel
aromatico trissubstituido. Esses dados foram comparados com dados da literatura
(DURANGO et al., 2002) o que possibilitou a sugestdo do anel aromatico
trissubstituido.

Também foi possivel observar um singleto em &y 7,44 (1H) atribuido a H7 e
um singleto em &y 7,24 (1H) atribuido a H10, que sugeriu a presenca de um
segundo anel aromatico na molécula, tetrassubstituido. Comparando esses dados

com os da literatura (LI et al., 2003) foi proposto o segundo anel aromatico da
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molécula. Além disso, foi observado um sinal em &y 3,99 integrando pra trés

hidrogénios, caracteristicos de hidrogénios de grupos metoxilas.
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FIGURA 4.7 — Espectro de RMN *H da substancia 7 (400MHz, (CD3),CO)

O espectro de HSQC (FIGURA 4.8) de 7 mostrou as correlagdes dos
hidrogénios em &y 7,88; 7,01; 6,94; 7,44 e 7,24 com seus respectivos carbonos em
Oc 123,2; 114,1; 103,8; 102,5 e 99,0, confirmando a presenca de cinco carbonos

metinicos (CH).
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FIGURA 4.8 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 7 (400MHz, (CD3),CO).

O espectro de HMBC (FIGURA 4.9) de 7 mostrou a correlagdo do hidrogénio
em 8y 7,88 (H1) com os carbonos 3. 103,8 (H4) (J%); 156,2 (H3) e 161,1 (H4a) (J°) e
com 105,9 (H11b) (J%); em &y 7,01 (H2) com os carbonos em & 103,8 (C4) e 105,9
(C11b) (J%); e em 34 6,94 (H4) com os carbonos . 105,9 (C11b) e 114,1(C2) (J°) e
com 5. 155,9 (C3) e 161,4 (C4a) (J°). Com estes dados foi possivel confirmar a
presenca de um anel aromatico trissubstituido na molécula, tendo como um dos
seus substituintes uma hidroxila.

Também foi possivel observar no espectro de HMBC as correlacdes entre os
hidrogénios em &y 7,4 (H7) com os carbonos &. 99,4 (C10); 104,1 (C6a); 115,5
(C6b); 147,3 (C8) e 151,1 (C9); em 7,24 (H10) com os carbonos &.102,5 (C7); 115,5
(C6b); 147,3 (C8) e 151,1 (C9) e dos hidrogénios em &y 3,99 com os carbonos 147,3
(C8) e 102,5 (C7). Com estes dados foi proposto um segundo anel aromatico na
molécula, sendo este tetrassubstituido, possuindo um grupo hidroxila e um metoxila

ligados a ele.
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No experimento de NOE (FIGURA 4.10), ao irradiar o préton em &y 7,87 foi
observado o aumento na intensidade do sinal em &y 7,00, ao irradiar o préton em
017,00 ocorre o aumento da intensidade do sinal em &y 7,87. Quando o proton em
On 6,95 foi irradiado ndo se observou aumento na intensidade de nenhum sinal e ao
irradiar o préton em &y 3,99 foi observado o aumento da intensidade do sinal em &y
7,43.
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O espectro de massas FIGURA 4.11 apresentou o pico do ion quase
molecular com relacdo m/z de 297 referente a férmula molecular C16H9Os, que é a
massa esperada visto que a ionizacdo foi feita no modo negativo. A analise do
conjunto de dados obtidos e a comparacdo com dados da literatura foi pertinente a

identificacdo da substancia 7.
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FIGURA 4.11 — Espectro de massas da substancia 7 obtido por inser¢do direta com
ionizagcado no modo negativo.
4.3.7 — Substancia 8
A substancia 8 foi isolada na forma de um Oleo viscoso com coloracao
amarela. Através da andlise dos espectros de RMN H foi possivel identificar o

composto como bowdenol.
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No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.12) foi possivel observar um dupleto em
Oy 7,66 (H10) e um dupleto em &4 6,28 (H11) ambos integrando para um hidrogénio
cada e com constante de acoplamento igual a 16Hz, caracteristica de acoplamentos
em trans, sugerindo a presenca de um sistema carbonilico a,B-insaturado. Foram
observados sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos em &y 7,38 (s largo, H-
4), déy 7,33 (d, J= 8,3Hz, H6) e &4 6,81 (d, J= 8,3Hz, H7) sugerindo a presenca de
uma anel aromatico trissubstituido. Em &y 3,79 observou-se um singleto intenso
integrando pra trés hidrogénios referente aos hidrogénios de grupo metoxilas.

O espectro de RMN *H revelou ainda um duplo dupleto em &y 3,42 (J= 15,7 e
9,8 HZ, H3a) e um duplo dupleto em &y 3,17 (J= 15,7 e 8,3 Hz, H3b). Para H2 foi
observado um tripleto em &y 5,40 (J= 8,3Hz), entretanto para este hidrogénio seria
esperado um duplo dupleto com as constantes de acoplamento de 8,3 e 9,8Hz
referente ao acoplamento de H2 com os hidrogénios 3a e 3b. Também foi observado
um singleto em &y 5,28 integrando pra dois hidrogénios atribuido aos hidrogénios
olefinicos (H15), e um multipleto em &y 4,28 integrando para dois hidrogénios

atribuidos aos hidrogénios carbinélicos (H14).
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Os deslocamentos quimicos de hidrogénio obtidos da substancia 8 foram
comparados com dados da literatura (MELO et al., 2001) (TABELA 4.10). Assim foi

possivel concluir que a substancia 8 € o derivado benzofuranico, bowdenol.

TABELA 4.10 — Dados de RMN *H da substancia 8.

H on 64 (MELO et al., 2001)
(400MHz, CDCl5) (500MHz, CDCl5)
2 5,40 (t, J= 8,3Hz) 5,35 (dd, J= 9,5 e 8,3Hz)
] a 3,42 (dd, J= 15,7 e 9,8Hz) 3,37 (dd, J= 15,7 e 9,5Hz)
b 3,17 (dd, J= 15,7 e 8,3Hz) 3,13 (dd, J=15,7 e 8,3Hz)
4 7,38 singleto largo 7,33 (brs)
7,33 (d, J= 8,3Hz2) 7,28 (d, J= 8,3H2)
7 6,81 (d, J= 8,3Hz) 6,76 (d, J= 8,3Hz)
10 7,66 (d, J= 16Hz) 7,63 (d, 15,9Hz)
11 6,27 (d, J= 16Hz) 6,24 (d, 15,9Hz)
14 4,28 (m) 4,23 (d, J= 13,7Hz) e 4,22 d, J= 13,7Hz)
15 5,28 (s) 2H 5,23 € 5,27
OCHjs 3,79 (s) 3,75 (s)

4.3.8 — Substancia 9

A substéncia 9 foi isolada da fragcéo acetato de etila do caule de B. virgilioides.

A andlise do espectro de RMN *H sugere que 9 é uma isoflavona.

No espectro de RMN *H foi observado um singleto em & 8,07 (1H) atribuido

ao hidrogénio da posicao 2, caracteristico de isoflavonas, e um singleto em &y 3,88

integrando pra trés hidrogénios referente a hidrogénios de grupo metoxila.

Também foi observado um dupleto em &4 6,70 (1H, J= 2,0Hz), um duplo
dupleto em &4 6,85 (1H, J= 2,0 e 9,0Hz) e um dupleto em &y 7,99 (1H, J= 9,0H2)

atribuidos respectivamente aos hidrogénios 8, 6 e 5 do anel A da isoflavona. E um
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dupleto em &y 7,04 (1H, J= 1,52Hz) atribuido ao hidrogénio 2’ e um dupleto em oy
6,97 (2H, J= 1,52) foi atribuido aos hidrogénios 5’ e 6’ do anel B da isoflavona.
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FIGURA 4.14 — Espectro de RMN *H da substancia 9 (400MHz, CD3;OD).
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No espectro de HSQC (FIGURA 4.16) foi possivel observar as correlacdes
entre os hidrogénios em oy 6,70; 6,85; 7,99; 7,04 e 8,07 com seus respectivos
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carbonos &¢ 102,8; 117,8; 126,9; 116,5 e 153,1. Também foi observado a correlagédo
entre os hidrogénios 5 e 6’ (dy 6,97) com os carbonos &¢ 111,7 e 1215 e a

correlagao dos hidrogénios do grupo metoxilas (64 3,88) com o carbono &¢ 56,2.
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FIGURA 4.16 — Mapa de contorno de HSQC da substancia 9 (400MHz, CD3;0D).

No HMBC (FIGURA 4.17) foi possivel observar a correlacdo entre o
hidrogénio em &4 8,07 (H2) com os carbonos &¢c 124,3 (C1’); 159,1 (C9) e 176,8
(grupo carbonila), entre o hidrogénio em &y 7,99 (H5) com os carbonos em &¢ 159,1
(C9); 168,3 (C7) e 175,8 (grupo carbonila), hidrogénio em &y 6,84 (H6) com o
carbono em &¢ 96,0 (C10). Também foi possivel observar a correlacdo entre os
hidrogénios em &4 6,96 (H5 e 6’) com os carbonos em &¢ 116,5 (C2’); 124,3 (C1’) e
146,2 (C4’) e os hidrogénios do grupo metoxilas 64 3,88 com o carbono &¢ 146,2.
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Com os dados obtidos no espectro de RMN *H, HSQC e HMBC foi possivel
identificar que o composto 9 como sendo uma isoflavonas com uma oxidacao no
anel A, sendo esta uma hidroxila na posicdo 7 e duas oxidagdes no anel B, sendo
estas um grupo hidroxila e um grupo metoxila. Propde-se que o grupo metoxila
encontra-se no anel B devido ao acoplamento de seus hidrogénios em dy 3,88 com
o carbono 6¢ 146,19 e também do acoplamento de dy 6,96 com este mesmo sinal de
carbono. Com a andlise dos dados obtidos foram sugeridas a principio duas
possiveis estruturas (FIGURA 4.18).

HO

OCHj

FIGURA 4.18 — Possiveis estruturas quimicas da substancia 9.

Para comparar os deslocamentos quimicos de hidrogénio com dados da
literatura (DU et al., 2006) foi obtido um novo o espectro de RMN *H da substancia 9
em outro solvente deuterado, a fim de verificar a influéncia do solvente nos sinais de

deslocamento quimico dos hidrogénios do anel B.
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O uso de (CD3),CO na obtencdo do espectro de RMN *H possibilitou a
confirmacdo da estrutura quimica da substancia 9 através da comparacdo com 0s
dados da literatura (DU et al., 2006). No espectro de RMN 'H obtido utilizando
(CD3),CO) (FIGURA 4.19) foi possivel observar a separacdo dos os sinais de
deslocamento quimico de H5' (&4 6,95, d, J= 8,3Hz) e H6' (64 7,05, dd, J= 8,4 e
1,8Hz), sendo que no espectro utilizando CD3;0D estes sinais estavam sobrepostos
(FIGURA 4.14). Assim pode-se concluir que a substancia 9 é a 7, 3’ diidroxi-
4’'metoxi-isoflavona. Os dados do RMN 'H da substancia 9 estdo descritos na

TABELA 4.11 juntamente com os dados da literatura utilizados para comparacao.
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FIGURA 4.20 — Espectro RMN *H de Calycosin-7-O-B-D-glucopiranosidico em
diferentes solventes, A em CD3;OD e B em (CD3),CO.
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TABELA 4.11 — Dados de RMN *H da substancia 9.

Calycosin-7-O-8-D-
glucopiranosidico (DU et al., 2006)
R,0
H
Ri=H e R,= B-D-G'C
&4 400MHz, 84 400MHz, &4 300MHz, &4 300MHz,
CD30OD (CD3),CO CDs0OD (CD3),CO
2 8,07 (s) 8,04 (s) 8,11 (s) 8,17 (s)
7,99 (d, J= 7,97 (d, J=
5 8,03 (d, J=8,8Hz) | 8,07 (d, J=8,7Hz)
9,0Hz) 8,8Hz)
5 6,85 (dd, J=9,0 | 6,90 (dd,J=8,8 | 6,92 (dd,J=8,8e | 7,01 (dd, J=8,7 e
e 2,0Hz) e 2,4Hz) 2,3Hz) 2,1Hz)
6,70 (d, J= 7,76 (d, J=
8 6,83 (d, J=2,3Hz) | 6,91 (d, J= 2,1H2)
2,0Hz) 2,4Hz)
7,04 (d, J= 7,15 (d, J=
2’ 7,03 (t, J=1,2Hz) | 7,17 (d, J= 2,1Hz)
1,52Hz) 1,88Hz)
6,97 (d, J= 6,95 (d, J=
5 6,95 (d, J= 1,2Hz) | 6,98 (d, J= 8,4H2)
1,52Hz) 8,3Hz)
& 6,97 (d, J= 7,05 (dd, J=8,4 6,95 (d, (J= 7,07 (dd,J=8,4 e
1,52Hz) e 1,8Hz) 1,2Hz) 2,1Hz)
OCHg; 3,88 (s) 3,85 (s) 3,87 (s) 3,78 (s)

4.3.9 — Substancia 10

A anélise do espectro RMN *H sugere que a substancia 10 é uma isoflavona.

HsCO
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O espectro de RMN 'H (FIGURA 4.21) apresentou um singleto em &y 8,12
(1H) referente ao hidrogénio H2, caracteristico de isoflavonas e um singleto em &y
3,88 (3H) referente a presenca de um grupo metoxila.

Também foi possivel observar um dupleto em &y 6,37 (1H, J= 2,5HZz), um
dupleto em &4 6,55 (1H, J= 2,5Hz) atribuido ao hidrogénio 8 e 6 do anel A da
isoflavona. Foi observado um dupleto em &y 6,86 (2H, J= 9,0) atribuido aos
hidrogénios H3’ e H5’, e um dupleto em &y 7,39 (2H, J= 8,52) atribuidos a H2’ e HE’.
Com os dados de RMN *H foi proposto que a substancia 10 é uma isoflavona com
substituintes oxigenados nas posicdes 5, 7 e 4’, sendo um destes substituintes € um
grupo metoxila conforme comprovado pela presenca do sinal de deslocamento

quimico em oy 3,88.
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FIGURA 4.21 — Espectro de RMN *H da substancia 10 (400MHz, CDs0D).

No experimento de NOE, ao irradiar os prétons em &y 3,88 foi possivel
verificar um incremento no sinal em &y 6,55 (H8) e ao irradiar o préton em &y 6,55
observou-se um incremento no sinal em &y 3,88, 0 que confirmou a presenca do

grupo metoxila na posicao 7 do anel A da isoflavona.
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FIGURA 4.22 — Espectro de NOE da substancia 10 (400MHz, CD30D).

Através dos dados de RMN 'H, NOE e em comparacdo com os dados da
literatura (VITOR et al., 2004) conclui-se que a substancia 10 é a 5,4’-diidroxi-7-

metoxi-isoflavona.

4.3.10 — Substancia 11

A substancia 11 foi isolada da fracdo acetato de etila do caule de B.

virgilioides. A anélise do espectro de RMN *H sugere que 11 é uma isoflavona.

H,CO

No espectro de RMN *H foi observado um singleto em 3y 8,17 (1H) referente
ao hidrogénio na posicao 2, caracteristico de isoflavonas e um singleto em &4 3,84
(3H) referente a presenca de um grupo metoxila. Neste mesmo experimento foram
observados sinais de deslocamento quimicos em &y 8,07 (d, J= 9,0Hz), &4 6,95 (dd,
J=9,0 e 2,0Hz) e em &y 6,85 (d, J= 2,0Hz) atribuidos aos hidrogénios nas posi¢cdes
5, 6 e 8 respectivamente. Também foi observado um dupleto em &4 7,01 (J= 8,5Hz)

integrando pra dois hidrogénios atribuido aos hidrogénios nas posicoes 2’ e 6’ € um



62

dupleto em &y 7,49 (J= 8,5Hz) também integrando pra dois hidrogénios atribuido aos
hidrogénios nas posicdes 3’ e 5'.

Com os dados obtidos no espectro de RMN *H, foi possivel identificar que a
substancia 11 € uma isoflavona com uma oxidacéo na posicédo 7 do anel A, e outra
oxidagdo na posigao 4’ do anel B, sendo estas um grupo hidroxila e um grupo
metoxilas. Para determinar a posicdo exata dos substituintes foi realizado o
experimento de NOE.

No experimento de NOE ao irradiar o sinal em 6,85ppm (H8) foi observado
um aumento na intensidade do sinal em 3,84ppm, sendo este sinal atribuido aos
hidrogénios do grupo metoxila. E ao irradiar o sinal em 3,84ppm € possivel observar
um sinal aumento na intensidade do sinal em 6,85ppm. Assim, foi possivel concluir
gue o grupo metoxila esta localizado na posicéo 7 da isoflavona.

Através dos dados de RMN 'H, e em comparacéo com os dados da literatura
(JOHN et al.,, 1981) conclui-se que a substancia 11 é a 4’-hidroxi-7- metoxi-

isoflavona.

4.4 — Atividade Enzimatica das Substancias Isoladas de B.

virgilioides

4.4.1 — Ensaios Enzimaticos das Substancias Isoladas de CH

Dentre as substancias isoladas da fracdo hexanica do caule de B. virgilioides,
0s triterpenos (substancias 1 e 2) e a mistura dos esteroides (substancias 3 e 4) ndo
inibiram as catepsinas estudadas.

O éster derivado do acido trans p-cumarico (substancia 5) foi ensaiado na
concentracdo de 50ug/mL onde apresentou inibicdo significativa frente as catepsinas
L e V, os valores das porcentagens de inibicdo deste composto sdo mostrados na
TABELA 4.12. Este composto foi isolado em pouca quantidade de massa (0,8mg) e
toda massa isolada foi utilizada para realizacdo dos ensaios enzimaticos. Com isso,
nao foi possivel fazer o espectro de massas desta substancia para a determinacao
do nimero de unidades CH; presentes na cadeia alquilica do alcool que esterifica o

acido.
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TABELA 4.12 — Valores de porcentagem de inibicdo da substancia 5.

Enzima % inibic&o
K 49
L 78
\ 94

Diante os resultados obtidos adquiriu-se o &cido trans p-cumarico de forma
comercial a fim de avaliar a atividade inibitéria deste composto na forma livre.
Também foram feitas algumas reacdes de esterificacdo com este acido utilizando
alcoois com cadeias alquilicas de diferentes tamanhos para avaliar a atividade
inibitéria dos produtos obtidos. As reacdes e 0s ensaios enzimaticos dos produtos

obtidos sdo mostrados nas secfes 4.5 e 4.6.

4.4.2 — Ensaios Enzimaticos das Substancias Isoladas de CA
As substéancias isoladas da fracdo acetato de etila do caule de B. virgilioides
foram ensaiadas inicialmente frente as catepsinas K, L e V na concentracdo de

100uM. Os valores das porcentagens de inibicdo sdo mostrados na TABELA 4.13.
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TABELA 4.13 — Porcentagens de inibicdo a 100uM das substancias isoladas de CA
frente as catepsinas K, L e V.

. % de Inibicdo (100 uM)
Substancia Estrutura

CatK CatL CatVv

HsCO
HO o0.__0O
7 U O ocH, 35 55 78
OH
O
8 HO ocH, 0 0 23

11 O 0 16 53
° OH

Dentre as substancias ensaiadas apenas o derivado do cumestrol, substancia
7, apresentou inibicdo superior a 70% frente a catepsina V, mostrando ser mais ativo
frente a esta enzima. Assim, foi feito o ensaio de ICsy desta substancia para a
avaliacdo de sua poténcia como inibidor da catepsina V. O valor de ICsy foi
determinado pelo método gréafico de regressao nao linear, e o valor encontrado para
a substancia 7 foi de 17,4 + 1,0uM.

Dentre as isoflavonas isoladas, substancias 9, 10 e 11, € possivel notar uma
variagdo nas porcentagens de inibicdo. Entre a substancia 9 e a substancia 10
temos que em 9 ha apenas um substituinte no anel A, sendo ele um grupo hidroxila

e dois substituintes no anel B, sendo eles um grupo hidroxila e um metoxila. Na
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substancia 10 ocorre o contrario: no anel A existem dois substituintes, uma hidroxila
e uma metoxila, e no anel B apenas uma metoxila. Com a mudanga dos
substituintes nos anéis A e B pode-se notar uma diferenca nas porcentagens de
inibicdo dos compostos frente as catepsinas. Passando de 9 para 10 podemos notar
na queda dos valores de inibicdo destes compostos.

Analisando as substancias 10 e 11 podemos perceber que a diferencas nas
estruturas quimicas é apenas um grupo hidroxila na posicdo 5 em 10. Com a perda
deste grupo em 11 ocorre um aumento na atividade inibitoria frente as catepsinas L
e V.

Entre as substancias 9 e 11 a mudanca das posi¢coes dos grupos substituintes
e a insercdo de uma hidroxila a mais na molécula em 9, com essas diferencas
podemos notar 0 aumento da atividade inibitoria de 9 frente as catepsinas K e L e
uma diminuicdo da porcentagem de inibicdo para a catepsina V.

Observando as estruturas quimicas das substancias 7 e 9 & possivel notar
uma semelhanca entre os grupos substituintes nos anéis aromaticos das duas
substancias e também a semelhanca nos padrdes de inibicdo de 7 e 9 frente as

catepsinas.

4.5 — ReacOes de Esterificacao

As reacOes de esterificacdo foram realizadas para a obtencdo de ésteres
derivados similares ao éster isolado de B.virgilioies (substancia 5). Através do
espectro de RMN *H (FIGURA 4.4) foi possivel observar que o éster isolado possuia
uma cadeia alquilica longa, sendo assim, foram escolhidos dois alcoois com cadeias
alquilicas de diferentes tamanhos para a realizacdo das reacdes de esterificacao.
Para a obtencao dos ésteres de n-butila e n-octila (12a, 12b, 13a, 13b, 14a, 14b,
15a e 15b) foram utilizados &lcoois n-butanol e n-octanol. Além do acido trans p-
cumarico outros trés acidos carboxilicos com estruturas analogas, foram adquiridos
comercialmente (FIGURA 3.5) para a avaliagdo da atividade inibitoria destes
compostos de seus ésteres derivados. Os produtos obtidos em cada uma das

reacdes sdo mostrados na TABELA 4.14.
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TABELA 4.14 — Produtos obtidos nas reacdes de esterificacao.

Produtos Cédigos
o OR
_ R= CH3(CH2)3 12a
R= CH3(CH2)7 12b
OH
0] OR
R= CH3(CH2)3 13a
=
R= CHg(CH2)7 13b
@) OR
_ R= CHg(CHz)g 14a
OCH, R= CH3(CHz); 14b
OH
OZOR R= CH3(CH.)3 15a
OH R= CH3(CH2)7 15b

Foram feitas esterificacbes de Fischer e os produtos obtidos foram
caracterizados pela analise dos espectros de RMN *H.

As esterificacdes de Fischer (FIGURA 4.23) consistem em reacdes de acidos
carboxilicos com alcoois na presenca de um &acido que atua como catalisador da
reacdo. Como produtos séo obtidos éster e agua.

+

(0] H 0]

+ _ S — * H,O
R'OXOH HO-R —<=—— R‘OJ\OR 2

FIGURA 4.23 — Esquema geral da reacao de esterificagao de Fischer.
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A formacéo dos ésteres de butila (FIGURA 4.24) pode ser evidenciada através
dos seguintes sinais de deslocamento quimicos: um tripleto em &y 4,20 (2H)
referente a H1, um quintupleto em &y 1,70 (2H) referente a H2, um sextupleto em &y
1,4 (2H) referentes a H3 e um tripleto em &y 0,9 (3H) referente ao grupo metila

terminal H4.

FIGURA 4.24 — Estrutura geral de éster de butila.

As figuras 4.25, 4.26, 4.27 e 4.28, mostram dos espectros de RMN *H dos
ésteres de butila obtidos.
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FIGURA 4.25 — Espectro de RMN *H de 12a (400MHz, CDCl5).
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FIGURA 4.26 — Espectro de RMN *H de 13a (400MHz, CDs0D).
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FIGURA 4.27 — Espectro de RMN *H de 14a (400MHz, CD;0OD).
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FIGURA 4.28 — Espectro de RMN *H de 15a (400MHz, CDs0D).

Também foram feitas reag6es utilizando octanol. A formacéo dos ésteres de
octila (FIGURA 4.29) pode ser evidenciada através dos seguintes sinais de
deslocamento quimicos de hidrogénios: tripleto em &y 4,20 (2H) referente a H1, um
multipleto em &y 1,30 (10H) referente a H3, H4, H5, H6 e H7, um quintupleto em &y
1,7 (2H) referentes a H2 e um tripleto em &y 0,9 (3H) referente ao grupo metila

terminal HS.

FIGURA 4.29 — Estrutura geral de éster de octila.

Os espectros de RMN de 'H dos ésteres de octila obtidos sdo mostrados nas
figuras 4.30, 4.31, 4.32, e 4,33.
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FIGURA 4.30 — Espectro de RMN 'H de 12b (400MHz, CDsOD).
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FIGURA 4.31 — Espectro de RMN *H de 13b (400MHz, CDsOD).
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FIGURA 4.32 — Espectro de RMN 'H de 14b (400MHz, CDsOD).
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FIGURA 4.33 — Espectro de RMN *H de 15b (400MHz, CD3OD).

4.6 — Ensaios Enziméticos dos Produtos Obtidos das Reacgbes

Os produtos obtidos das reacdes de esterificacdo foram ensaiados na

concentracdo de 100uM. A TABELA 4.15 mostra os valores de porcentagens de
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inibicdo dos ésteres obtidos frentes as trés enzimas, juntamente com as inibigcdes

obtidas com os acidos livres.

TABELA 4.15 — Porcentagens de inibicdo dos ésteres obtidos e dos acidos livre
frentes as catepsinas K. L e V

Amostra | Enzima | % inibigcdo (100puM) | Amostra | Enzima | % inibigc&o (100uM)

K 9 K 61

12 L 9 13a L 74
\% 0 \% 61
K 0 K 0

13 L 8 13b L 0
\Y 1 \% 0
K 3 K 0

14 L 6 14a L 8
\% 0 \% 35
K 0 K 0

15 L 12 14b L 0
\% 0 \% 26
K K

12a L 15a L
\% 39 \% 23
K 0 K 44

12b L 71 15b L 67
\% 58 \% 52

Analisando os dados apresentados na TABELA 4.15 foi possivel verificar que
0s ésteres obtidos apresentaram diferentes atividades inibitérias quando ensaiados
na concentracdo de 100uM. Além disso pode-se observar que a cadeia alquilica
oriunda do alcool bem como a parte aromatica proveniente do acido séo importantes
na atividade enzimatica. Os melhores resultados de inibicdo foram para os
compostos 13a, 12b e 15b, sendo que 13a apresentou inibicdo maior que 50% para

as 3 enzimas, 12b e 15b apresentou maiores inibicdes frente as catepsinas L e V.
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4.7 — Avaliacao dos constituintes da fracdo hexanica das folhas
(FH)

Como mostrado na TABELA 4.1, a fracdo hexanica das folhas € ativa frente
as catepsinas. Sendo assim, optou-se pela avaliacdo dos constituintes quimicos
desta fracdo em mistura. Para isto, a FH foi submetida a uma separacéo
cromatografica (FIGURA 3.4) resultando em 5 subfracdes. As fragbes obtidas foram
analisadas inicialmente por RMN 'H para verificagdo dos seus constituintes
quimicos.

Na andlise dos espectros de RMN 'H foi observado que os constituintes
majoritarios destas fracdes eram triterpenos devido a presenca de sinais
caracteristicos destes compostos. Nas 5 fracBes sdo observados sinais de
hidrogénios de grupos metila, singletos entre &y 0,6 a 1,7. Além dos sinais de
hidrogénios de grupos metilas sdo observados outros sinais caracteristicos de
triterpenos tais como: singletos em oy 4,5 e 4,7 referentes aos hidrogénios da
posicdo 29 do lupeol e lupenona e tripleto dy 5,2 referente a H12 da a-amirina. A
FIGURA 4.34 mostra os espectros de RMN *H das 5 fracées obtidas de FH.
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FIGURA 4.34 — Espectros de RMN *H das fracées obtidas de FH (400MHz, CDCls).

Devido & complexidade dos espectros de RMN 'H destas fracdes decorrente

da mistura das substancias fez-se também analise utilizando a técnica de

cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massas para a avaliacdo dos

constituintes das fragfes separadamente.

As fracOes analisadas pela CG-EM apresentaram grande similaridade

qualitativamente, sendo constituidas principalmente por triterpenos, esteroides,
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hidrocarbonetos, acidos carboxilicos e ésteres. Na FIGURA 4.35, é possivel

observar a semelhancga entre os cromatogramas obtidos.

(x10,000,000)

2.5+

1.5

1.0

FIGURA 4.35 — Sobreposi¢ao dos cromatogramas obtidos de FH2 (---), FH3 (---),
FH4 (---), FH5 (---), FH6 (---).
Nas figuras 4.36, 4.37, 4.38, 4.39 e 4.40 sao mostrados os cromatogramas de
ions totais das cinco fracbes separados e as identificacbes das bandas

cromatograficas sdo mostradas na TABELA 4.16.
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FIGURA 4.36 — Cromatograma de ions totais de FH2.
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FIGURA 4.37 — Cromatograma de ions totais de FH3.
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FIGURA 4.38 — Cromatograma de ions totais de FH4.
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FIGURA 4.40 — Cromatograma de ions totais de FH6

Com analise das fracdes por CG-EM foi possivel confirmar quais triterpenos
estavam presentes em cada fracdo além dos demais compostos presentes nelas. A
TABELA 4.16 mostra os compostos identificados, assim como seus respectivos IK e

m/z caracteristicos.
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TABELA 4.16 — Compostos identificados nas fracdes obtidas de FH com seus
respectivos IK e m/z.

IK IK m/z
N° Composto Estrutura .
tedrico | calculado | Caracteristicos
o)
Hexadocanoato
1 o et WO/\ 1975 | 1978 | 88,101, 284
€ etl a C18H3602 m/z 284
2 Acido linoléico 2140 | 2144 79, 262
C1gH320,
m/z 280
o)
Octadecanoato
3 o et WO/\ 2190 | 2195 | 88,101, 312
€ eu a 020H4002 m/z 312
o)
Hexadecanoil %OMOH
4 . O - - 98, 239, 314
glicerol
C19H3804 m/z 330
o)
Monoestearato /\M%i\o/YOH
S . OH - - 98, 267, 327
glicerol
C21 H4204 m/z 358
\/W
6 | Heptacosano . 21/ " 2700 | 2702 | 57,71, 85,99
2756 M/ Z
o)
Docosanoato de
7 » W 07 2796 | 2793 88, 101
etila
! CZ4H4802 m/z 408
\/\W
8 | Nonacosano 2 2900 | 2906 | 57,71, 85,99
CZQHBO m/z 408
. 163, 330, 273,
9 Sitosterol - -

414
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10 Lupenona 216, 403, 424
C3oH40  mrz 424
. 133, 207, 218,
11 B-amirina
426
12 Lupeol 205, 218, 426
C30H500 m/z 426
133, 207, 218,
13 a-Amirina
426
14 Campesterol 316, 400, 401
. 83, 315, 329,
15| Estigmasterol
412,413

C2oH480  m/z 412
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A caracterizagao dos compostos por CG-MS foi realizada usando comparacgéo
com a biblioteca NIST 2010, onde os compostos apresentavam acima de 95% de
semelhanca, e através da analise dos espectros de massas dessas substancias.
Para a identificacdo dos triterpenos também foi feita a injecdo de padrGes para a
comparacao dos tempos de retencao de cada composto.

Os triterpenos e esteroides consistem em uma classe de composto facilmente
analisada por CG-EM, esta € uma eficiente para andalise e caracterizacdo de
misturas complexas destes compostos (ASSIMOPOULOU & PAPAGEORGIOU,
2005). Na FIGURA 4.41 é possivel observar as principais quebras de ligagbes que

caracterizam os triterpenos e esteroides encontrados nas fragoes.

Lupeol e Lupenona

.
S CH, £ _CH,
-
HO g HO q

m/z 207

m/z 426

carga
delocalizada

m/z 426 m/z 218 m/z 189
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contribuintes de ressonancia
m/z 203

m/z 218

m/z 426
Retro Diels-Alder
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FIGURA 4.41 - Principais fragmentacgdes de ligagbes que caracterizam os triterpenos
encontrados nas fracdes obtidas de FH.

Os triterpenos lupeol e lupenona seguem o mesmo perfil de fragmentacao dos
ions caracteristicos, contudo a diferenca do tempo de retencdo e da massa do ion
molecular (lupeona m/z 424 e lupeol m/z 426) torna possivel a caracterizagdo destes
triterpenos. Os triterpenos « e p-amirina sofrem fragmentacédo do tipo retro-Diels-
Alder do anel C, tipica de triterpenos pentaciclicos, originando os ions de
maior intensidade como os m/z218; 207;203e 189 (ASSIMOPOULOU &
PAPAGEORGIOU, 2005). A diferenca estrutural entre estes compostos esta na
posicdo das metilas do anel E. Esta diferengca fica evidente principalmente
observando-se a intensidade do ion m/z 203, que em funcdo da estabilidade do
intermediario formado para a S-amirina, € mais abundante no espectro de massa
(FIGURA 4.42).
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FIGURA 4.42 — Ampliacdo do espectro de massa (A) a-amirina e (B) B-amirina,
mostrando a maior abundancia de m/z 203 para 3-amirina, em fungéo da maior
estabilidade do ion formado.
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As figuras 4.43, 4.44, 4.45, 4.46, 4.47. 4.48 e 4.49 mostram 0s espectros de

massa dos triterpenos e esteroides presentes nas fracfes obtidas de FH.
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FIGURA 4.43 — Espectro de massas do triterpeno lupeol obtido por impacto
eletrénico de 70eV.
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FIGURA 4.44 — Espectro de massas do triterpeno lupenona obtido por impacto
eletrénico de 70eV.
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FIGURA 4.45 — Espectro de massas do triterpeno a-amirina obtido por impacto
eletrénico de 70eV.
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FIGURA 4.46 — Espectro de massas do triterpeno -amirina obtido por impacto
eletrénico de 70eV.
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FIGURA 4.47 — Espectro de massas do esteroide sitosterol obtido por impacto
eletronico de 70eV.
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FIGURA 4.48 — Espectro de massas do esteroide campesterol obtido por impacto
eletrénico de 70eV.
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FIGURA 4.49 — Espectro de massas do esteroide estigmasterol obtido por impacto
eletrdnico de 70eV.

Para confirmacdo dos hidrocarbonetos e compostos alquilicos
funcionalizados, ainda foi calculado o indice de Kovats, que consiste em um método
adicional na elucidacdo da estrutura molecular (ADAMS, 2007). As figuras 4.50,
4.51, 452, 453, 4.54, 455, 456 e 4.57 mostram 0s espectros de massa assim
como as fragmentacdes caracteristica de cada composto.
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FIGURA 4.50 — Espectro de massas obtido por impacto eletrénico de 70eV com
fragmentacdes caracteristicas do hexadecanoato de etila.
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FIGURA 4.51 — Espectro de massas obtido por impacto eletronico de 70eV com
fragmentacdes caracteristicas do acido linoleico.
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FIGURA 4.52 — Espectro de massas obtido por impacto eletronico de 70eV com
fragmentacdes caracteristicas do octanoato de etila.
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FIGURA 4.53 — Espectro de massas obtido por impacto eletrénico de 70eV com
fragmentacdes caracteristicas do hexadecanoil glicerol.
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FIGURA 4.54 — Espectro de massas obtido por impacto eletrénico de 70eV com
fragmentacdes caracteristicas do monoestearato glicerol.
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FIGURA 4.55 — Espectro de massas obtido por impacto eletronico de 70eV com
fragmentacdes caracteristicas do heptacosano.
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FIGURA 4.56 — Espectro de massas obtido por impacto eletrénico de 70eV com
fragmentacdes caracteristicas do docosanoato de etila.
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FIGURA 4.57 — Espectro de massas obtido por impacto eletronico de 70eV com
fragmentacdes caracteristicas do nonacosano.

4.8 — Ensaios Enzimaticos das Fra¢g6es Obtidas de FH

A fracdo FH foi submetida a uma separacdo cromatografica em coluna
utilizando como fase estacionéria silica gel e como fase e mével solventes de
diferentes polaridades, originando 5 novas fracdes. As fracOes obtidas foram
submetidas aos ensaios enzimaticos e as porcentagens de inibicdo sdo descritas na
TABELA 4.17.

TABELA 4.17 — Porcentagens de inibicdo das fracGes obtidas de FH.

Fracdo | % Inibicdo das Catepsinas Fracdo | % Inibicdo das Catepsinas

K 27 K 72

FH2 L 11 FHS5 L 57
\Y 84 \Y 98
K 67 K 93

FH3 L 50 FH6 L 79
\Y 95 \Y 99
K 55

FH4 L 46
\Y 94

Analisando os resultados descritos na TABELA 4.17 é possivel notar que as
fragcbes FH2, FH3 e FH4 apresentaram porcentagens de inibicdo superiores a 70%

apenas para a catepsina V, o que pode ser um indicio de substancias com maior
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seletividade para esta enzima. Para as outras enzimas as porcentagens de inibicéo
foram menores nestas fracdes. A fragdo FH5 apresentou porcentagens de inibicéo
superiores a 70% para as catepsinas K e V, sendo para a catepsina V maior que
para a K. Ja a fracdo FH6 teve elevados percentuais de inibicdo para as trés
enzimas, entretanto o maior deles € para a catepsina V.

De uma forma geral, todas as fracbes obtidas de FH tiveram a variacdo de
percentuais de inibicdo semelhantes para as trés catepsinas, sendo 0s maiores
percentuais para a catepsina V e 0s menores percentuais para a catepsina L. Com
estes resultados pode-se notar que as fragdes provenientes de FH possuem
compostos que sao mais ativos frente a catepsina V.

Feito a andlise dos constituintes das fracoes de FH foi possivel observar que
0S constituintes majoritarios destas fracdes sdo substancias que ja foram
previamente ensaiados, como triterpenos e esteroides, e nao apresentaram
atividade inibitéria frente as enzimas. Entretanto, também foram observados a
presencas de outros constituintes além dos triterpenos e esteroides. Assim, as
atividades inibitérias apresentadas pelas fracfes de FH frente as catepsinas podem
estar associadas aos constituintes minoritarios de cada fracdo, que ainda nao

puderam ser identificadas.
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5 - Conclusao

Com o estudo dos extratos de Bowdichia virgilioides foi possivel isolar e
realizar a elucidac&o estrutural de onze substancias: lupeol, lupenona, [-sitosterol,
estigmasterol, 1 éster derivado do acido trans p-cumarico, siringaresinol, bowdenol,
8-metoxi-cumestrol, 7, 3’-diidroxi-4’metoxi-isoflavona, 5, 4’-diidroxi-7’-metoxi-
isoflavona e 4-hidroxi-7-metoxi-isoflavona. Ainda foram identificadas em mistura
triterpenos, esteroides e &cidos graxos da fracéo hexanica utilizando RMN *H e CG-
EM. O 8-metoxi cumestrol, substancia inédita para a planta estudada, apresentou
inibicdo de 70% frente a catepsina V quando ensaiada na concentracdo de 100uM.
O potencial inibitorio deste composto foi expresso pelo ICso de 17 uM. Os resultados
ainda revelaram o éster derivado do &cido trans p-cumarico, que apresentou inibi¢cao
superior a 70% para as catepsinas L e V na concentragédo de 50 pg/mL. Como este
resultado foi satisfatorio, foram sintetizados os ésteres derivados deste acido e de
outros acidos com estruturas semelhantes a dele a fim de avaliar a relacdo
estrutura/atividade. Foi sintetizada uma série uma série de 8 ésteres derivados dos
acidos p-hidroxibenzoico, p-cumarico, cinamico e feralico. Os bioensaios realizados
com os ésteres revelaram o p-cumarato de n-octila o éster como o melhor inibidos

para as trés enzimas.
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