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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICA DA PLANTA
Myrsine cuneifolia (MYRSINACEAE). A planta Myrsine cuneifdlia é pertencente a
familia Myrsinaceae e ao género Myrsine, caracterizado sob o ponto de vista
fotoquimico pela presenca de alquilbenziquinonas e uma série de triterpendides, as
plantas deste género sdo conhecidas como capororoca, e varios estudos relatam
atividades bioldgicas tais como: citotoxica, contraceptiva, biocida, anti-
espermatogénica, antiséptica, bactericida, antiinflamatoria, antioxidante,
antiplasmodial, e contra diabetes mellitus. Apds levantamento bibliografico onde se
observou que nao ha relatos de estudos sobre esta planta até o presente momento.
Além de um grande numero de compostos ter sido elucidados e as varias atividades
apresentadas sobre a sua familia e o seu género, e também pelo facil acesso, Myrsine
cuneifdlia foi escolhida para ser estudada fitoquimicamente, e avaliada quanto ao
potencial antitumoral, antimicrobiano, inseticida e contra as catepsinas K e B. Foram
isolados e identificados o acido myrsindico A, que foi submetido as reagdes de
modificagbes estruturais visando uma relagdo estrutura-atividade, catequina,
quercetina, quercetrina e aspartato de etila, além disso foi observada a presenca de

varios flavonéides glicosilados, nao identificados por dificuldade de isolamento.

Palavras chave: Myrsinaceae, Acido myrsinoico A, flavondides.



ABSTRACT

PHYTOCHEMISTRY AND EVALUATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY THE PLANT
Myrsini cuneifolia (Myrsinaceae). The plant Myrsine cuneifolia is owned by the family
Myrsinaceae and gender Myrsine, characterized by alquilbenziquinonas and a number
of triterpenoids, the plants of this genus are known as capororoca, and several studies
have reported biological activities such as cytotoxic, contraceptive, biocidal, anti-
spermatogenic, antiseptic, antibacterial, anti-inflammatory, antioxidant, antiplasmodial,
and against diabetes mellitus. After literature where it was observed that there are no
reports of studies on this plant so far. Besides a large number of compounds have
been elucidated and the various activities presented on their family and their gender,
and also for easy access, Myrsine cuneifolia was chosen for phytochemical studies,
and evaluated for potential anti-tumor, antimicrobial, insecticidal and front the cathepsin
K and B. Were isolated and identified myrsindico A acid, which was submitted to the
reactions of structural changes aimed at a structure-activity relationship, catechin,
quercetin, quercetrin and ethyl aspartate, also observed the presence of several

flavonoid glycosides, unidentified due to difficulties in isolation.

Keywords: Myrsinaceae, myrsinoéico A acid, flavonoids.
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1. INTRODUGAO

No Brasil, a utilizagdo de plantas para o tratamento de doencas apresenta
fundamental influéncia da cultura indigena, africana e européia. Os indios utilizavam a
fitoterapia dentro de uma visdo mistica em que o pajé da tribo fazia o uso de plantas
entorpecentes para sonhar com o espirito que revelaria a erva ou o procedimento a
ser seguido para a cura do enfermo. Os europeus, por meio dos padres da Companhia
de Jesus, chefiados por Nébrega, em 1579, elaboraram receitas chamadas “botica dos
colégios”, obtidos a partir de plantas, para o tratamento de doengas (MARTINS, 1995).

Portanto, o uso de plantas como cura para doengcas € um conhecimento
tradicional, datado de centenas de anos. Ao procurar plantas para o seu sustento e
alimentacédo, o homem, desde a pré-histdria, acabou descobrindo espécies de plantas
com agéo téxica ou medicinal, construindo assim um conhecimento empirico das suas
agdes medicinais. Como exemplo tem-se o curare, um veneno utilizado nas flechas
por certas tribos indigenas da floresta amazobnica que deu origem a descoberta de
poderosos relaxantes musculares utilizados nos dias atuais, como auxiliares
indispensaveis em determinadas intervengdes cirdrgicas (HOSTETTMANN, 2003).

As plantas medicinais constituem um reservatorio de principios ativos que
podem ser usados como medicamento para uma infinidade de patologias. (MENDES,
2007). Pesquisadores da area de produtos naturais mostram-se impressionados pelo
fato desses produtos encontrados na natureza revelarem um potencial quase
inacreditavel de diversidade em termos de estrutura e de propriedades bioldgicas
(WALL & WANI, 1996). A busca de plantas uteis para a saude humana nos
conhecimentos populares é de grande importancia para a ciéncia, uma vez que essas
informagdes podem indicar quais as plantas podem atuar sobre determinadas
doencgas. (MENDES, 2007).

Existe um problema: o fato de que a maioria das plantas é utilizada com base
no seu conhecimento popular (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006), e muitas vezes as
propriedades farmacolégicas anunciadas ndo possuem validagao cientifica, por nao
terem sido investigadas ou comprovadas em testes clinicos, observando-se também
escasso conhecimento dos constituintes responsaveis pela atividade farmacoldgica,
ou possiveis interagcbes que envolvam as inumeras moléculas presentes no extrato
(CALIXTO, 2003).

O entusiasmo em relacéo ao estudo de plantas medicinais e seus extratos vém
crescendo na assisténcia a saude em fungdo de sua facil aceitabilidade,
disponibilidade e baixo custo. Grande parte da populagdo mundial utiliza a medicina

popular para seus cuidados primarios em relacdo a saude, e se presume que a maior



parte dessa terapia tradicional envolve o uso de extratos de plantas ou seus principios
ativos (FARNSWORTH et al., 1985; KAUR et al., 2005).

O surgimento do conceito “natural” em muito contribui para o aumento do uso
das plantas medicinais nas ultimas décadas. Para muitas pessoas esse conceito
significa erradamente a “auséncia de produtos quimicos”, os quais muitas vezes
podem causar dano ou, de alguma forma, representam perigo. Assim, produtos
naturais passaram a ser sindbnimo de produtos saudaveis, seguros e benéficos, o que
nem sempre é verdade (MENGUE et al., 2001).

Estritamente falando, qualquer molécula bioldgica € um produto natural, mas o
termo é geralmente reservado para metabdlitos secundarios, pequenas moléculas
produzidas por um organismo, mas que nao sao estritamente necessarias para a
sobrevivéncia do organismo, ao contrario das macromoléculas mais prevalentes como
proteinas, acidos nucléicos e polissacarideos que compdem a maquina de base para
0s processos mais fundamentais da vida. Isolamento de produtos naturais difere do
das macromoléculas, porque os produtos naturais sdo menores e quimicamente mais
diversificados do que as proteinas relativamente homogéneas, acidos nucléicos e
carboidratos, e métodos de isolamento deve levar isso em conta (CANNELL, 1998).

Os produtos naturais fornecem medicamentos Uteis cuja produgdo na forma
sintética é dificil ou muitas vezes inviavel economicamente. Compostos basicos
também podem ser retirados de fontes naturais que modificados tornam-se mais
eficazes ou menos toxicos (ROBBERS et al., 1997). A procura de farmacos através de
“screening” de uma grande variedade de vegetais para testes biolégicos especificos &
uma das formas racionais adotadas para a procura de farmacos de origem vegetal.
(NISBET & MOORE, 1997).

No cerrado brasileiro encontra-se a familia Myrsinaceae, pertencente a Ordem
Primulales, que inclui cerca de 33 géneros com 1000 espécies largamente distribuidas
pelas regides tropicais do mundo todo. Esta familia é subdividida em trés subfamilias:
Myrsinoideae (31 géneros, sendo 4 representados no Brasil: Ardisia, Myrsine,
Cybianthus e Stylogine englobando 61 espécies), Mesoideae (Género Maesa com 100
espécies) e Aegiceratoideae (com 2 espécies). Do ponto de vista fitoquimico, a familia
€ conhecida por conter benzoquinonas e taninos na maioria dos seus géneros. O
género Myrsine € composto por 140 espécies distribuidas pelo mundo, das quais 113
estdo mencionadas na literatura (JANUARIO, 1990).

Este trabalho visou um estudo fitoquimico da planta Myrsine cuneifolia
(Myrsinaceae) e a avaliagao bioldgica dos seus extratos e substancias isoladas contra
as catepsinas K e B, quanto a atividade antibacteriana, quanto a atividade inseticida e

contra a células tumorais.



2. OBJETIVOS
Realizar o estudo fitoquimico da planta Myrsine cuneifolia (Myrsinaceae),
visando a obtencdo de substancias que possam ter inibigdo contra as catepsinas K e

B, contra a células tumorais, quanto a atividade antimicrobiana e inseticida.

2.1. Objetivos especificos

a) Realizar o estudo fitoquimico de M. cuneifolia, visando a elucidacao de seus
constituintes quimicos, sendo que se trata de uma espécie inédita.

b) Ensaiar os extratos e substancias isoladas de M. cuneifolia contra as
catepsinas K e B.

c) Determinar a atividade antimicrobiana das substancias isoladas de M.
cuneifolia.

d) Observar o potencial inseticida dos extratos dos frutos e folhas de M.
cuneifolia.

e) Avaliar o potencial antitumoral das substancias isoladas da planta M. cuneifélia.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Plantas medicinais

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo quanto
a civilizagdo humana (RATES, 2001). Uma estreita relacdo entre o homem e as
plantas consideradas curativas sempre existiu em todas as fases de desenvolvimento
das vérias civilizagdes (GOTTLIEB & KAPLAN, 1993).

A convivéncia e o aprendizado com os mais diferentes grupos étnicos trouxeram
valiosas contribui¢gdes para o desenvolvimento da pesquisa em produtos naturais, como
o conhecimento da relagdo intima entre a estrutura quimica de um determinado
composto e suas propriedades bioldgicas (VIEGAS JR, 2006).

Nos finais dos anos 60, grupos diferenciados da sociedade, comegaram a
buscar modos de vida mais em harmonia com a natureza e produtos mais naturais.
Nos anos 80, o mercado de consumo na Europa e EUA absorvem esta tendéncia que
leva a sociedade a exigir alimentos sem contaminagdo de pesticidas e outras
substancias toxicas. Este movimento da sociedade conhecido como “onda verde” vem
ampliando significativamente o interesse em produtos terapéuticos derivados de
plantas como uma alternativa “natural” aos medicamentos sintéticos com sua
costumeira lista de efeitos colaterais. Esta onda tem levado empresas de distribuigao
de plantas medicinais na Europa a buscar em toda parte “produtos novos” para
atender o mercado em expansao (FERREIRA, 1998).

O emprego de plantas medicinais na recuperagcédo da saude tem evoluido ao
longo dos tempos desde as formas mais simples de tratamento local, provavelmente
utilizada pelos homens das cavernas até as formas mais sofisticadas da fabricagéo
industrial utilizada pelo homem moderno (LORENZI & ABREU, 2002).

Os produtos naturais fornecem medicamentos Uteis cuja produgdo na forma
sintética é dificil ou muitas vezes inviavel economicamente. De fontes naturais também
podem ser retirados compostos basicos que modificados tornam-se mais eficazes ou
menos téxicos (ROBBERS et al., 1997).

Atualmente, observa-se um crescimento na utilizacdo de fitoterapicos pela
populagao brasileira. Alguns fatores poderiam explicar o aumento do uso desses
medicamentos, como os avangos ocorridos na area cientifica que permitiram o
desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes, como também
uma forte tendéncia de busca, pela populagdo, por terapias menos agressivas
destinadas ao atendimento primario a saude (RIBEIRO et al., 2005).

Com o aumento ja descrito na utilizagdo de fitoterapicos, cresce também o

interesse na pesquisa de novas substancias ativas, de origem vegetal, varias



empresas privadas e organizagdes governamentais tém instituido projetos de pesquisa
nesta area (CALIXTO, 2000).

Segundo Koehn e Carter (2005), cerca de 25% dos medicamentos prescritos
no mundo s&o obtidos direta ou indiretamente de plantas nesta época. Cerca de 49%
das drogas desenvolvidas entre 1981 a 2002 foram obtidas a partir de produtos
naturais, ou analogos semi-sintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados em
produtos naturais. Dos 252 farmacos considerados como basicos e essenciais pela
Organizagao Mundial da Saude 11% sao de origem vegetal e um ndmero significativo
s&o substancias sintéticas obtidas de precursores naturais (RATES, 2001).

De acordo com Fernandes (2000) o unico recurso terapéutico da parcela da
populagdo brasileira e de mais de 2/3 da populagéo do planeta s&o os fitoterapicos,
cujo mercado mundial deste recurso movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano e
vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos paises desenvolvidos. Para se ter uma
idéia, o Brasil exporta cerca de US$ 7 milhdes em extratos vegetais de alcaguz,
bardana, catuaba, ipeca e quina. Entretanto, importa uma quantidade consideravel de
horménios esteroidais, produtos cosméticos de fonte natural, verdadeiro paradoxo
para uma nagado que possui uma das maiores populag¢des vegetais do planeta. Esta
falta do status de medicamento que garanta eficacia, seguranca e qualidade, padrbes
estes mensurados em bases cientificas para a seguranca do usuario, € um problema
grave na comercializacao de fitoterapicos no Brasil, como também a possibilidade de
exportagao (SIANI, 2000).

Os constituintes quimicos, encontrados nos vegetais, sao sintetizados e
degradados por inumeras reagbes que constituem o metabolismo das plantas. A
sintese de compostos essenciais para a sobrevivéncia das espécies vegetais, tais
como: acgucares, aminoacidos, acidos graxos, nucleotideos e seus polimeros
derivados, fazem parte do metabolismo primario das plantas. Enquanto que os
compostos sintetizados por outras vias e que aparentam ndo ter grande utilidade na
sobrevivéncia das espécies, fazem parte do metabolismo secundario, logo sao
denominados de metabolitos secundarios (SOUSA et al., 1991).

Com base na sua origem biosintética, metabdlitos secundarios de plantas
podem ser divididos em trés grupos principais: (i), flavondides e compostos fendlicos e
aliados polifendlicos, (ii) terpendides e (iii) nitrogenados, alcaldides e compostos
contendo enxofre. (CROZIER, 2006).

Portanto, as plantas contém iniumeros constituintes e seus extratos, quando
testados, podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos
devido a presenga de compostos de classes ou estruturas diferentes contribuindo para

a mesma atividade, assim € importante o estudo da atividade biolégica dos extratos
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vegetais (MACIEL et al., 2002).

No fim do século XIX e inicio do século XX, foram isolados os primeiros
compostos de produtos vegetais, incluindo alcaléides como morfina, estricnina, quinina
(Figura 1) e outros, marcando uma nova era na obtengdo de medicamentos e
iniciando a pesquisa moderna com plantas medicinais (PHILLIPSON, 2001).

HO

CH;0
X

=
N

Quinina Morfina Estricnina

Figura 1. Estrutura dos primeiros compostos isolados

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal € o que tem
contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos
secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicagbes como
medicamento, cosméticos, alimentos e agroquimicos. Muitas dessas substancias
constituem-se, sobretudo, em modelos para o desenvolvimento de medicamentos
sintéticos modernos, tais como procaina, cloroquina, tropicamida, ou de farmacos
imprescindiveis como, vimblastina (Velban®) e vincristina (Oncovin®) extraidas da
espécie Cataranthus roseus, drogas utilizadas no tratamento de tumores
hematolégicos, podofilotoxina e os analogos teniposideo (Vumon®) e etoposideo
(Vepeside®) que tem agdo reconhecida no tratamento de carcinomas testiculares,
carcinomas pulmonares e leucemias ndo-linfociticas, taxol (Paclitaxel; Taxol®) um
diterpenoide taxano derivado de Taxus sp foi registrado nos E.U.A. para tratamento
de cancer ovariano e depois também a camptotecina (Figura 2) e derivados (PINTO
2002).
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Figura 2. Estruturas de famosos metabolitos secundarios

Foi registrado nos E.U.A., um medicamento (a nabilona) derivado do
tetrahidrocanabinol (principio ativo da Cannabis sativa) para tratamento de nauseas
associadas ao tratamento quimioterapico de cancer. O acido elagico e os tocoferois
tém sido avaliados como protétipos de agentes antimutagénicos e preventivos de
canceres. Varios produtos naturais de plantas tém sido utilizados como estruturas

basicas para desenho, sintese e desenvolvimento de novos medicamentos. Alguns



produtos naturais que eram obtidos de plantas, como a cafeina, teofilina, efedrina,
emitina, papaverina, L-DOPA, acido salicilico etc, agora sao produzidos
comercialmente por sintese quimica. Outros produtos naturais obtidos de plantas
servem como modelos quimicos para a estrutura e a sintese de novos medicamentos.
Como exemplos, a beladona, a fisostigmina, a quinina, a cocaina, os opiaceos, a
papaverina e o acido salicilico tém servido de modelos como estrutura e para sintese
de drogas anticolinérgicas, anticolinesterases, antimalaricas, assim como a
benzocaina, procaina, lidocaina, aspirina dentre outras (GARCIA, 1995).

A medicina natural com toda sua tradicdo milenar € agora um novo conceito de
mercado. A necessidade exige e a ciéncia busca a unificagdo do progresso com aquilo
que a natureza oferece, respeitando a cultura do povo em torno do uso de produtos ou
ervas medicinais para curar os males. Nos dias atuais, cientistas pesquisam as plantas
com poder de curar a luz da fitoterapia que confirma cientificamente os conhecimentos
populares sobre estas plantas (ACCORSI, 2000).

3.2. Flavondides

Flavondides sdo metabolitos secundarios, heterosideos com quinze carbonos
em seu esqueleto basico, sendo substancias fenodlicas do tipo Cs-C3-Cs. Apresentam-
se como solidos coloridos, por exemplo, amarelos, ou ainda incolores e concentram-se
mais nas partes aéreas das plantas, ocorrendo em menor propor¢gao nas raizes e
rizomas (DEWICK, 2002).

Na nomenclatura usual, os anéis sdo designados como anéis A, B e C € os
atomos de carbono individuais séo referidos por um sistema de numeragao que utiliza
numeros arabicos para os anéis A e C e os mesmos marcados com (‘) para o anel B
(Figura 3) (MARKHAM, 1982).

Figura 3. Esqueleto basico de um flavondide.

Os flavondides tém origem biossintética mista, ou seja, parte do seu esqueleto

deriva do caminho do acetato e a outra parte deriva do caminho do chiquimato, mais
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precisamente do acido p-cumarico (DEWICK, 2002).

3.3. O Cerrado Brasileiro

O Brasil esta entre os 12 paises com maior biodiversidade. A variedade de
espécies de plantas é impressionante e o Brasil & particularmente rico em plantas
medicinais (BOLZANI et al., 1999).

O Cerrado brasileiro destaca-se mundialmente pelo seu alto grau de
biodiversidade e ocorréncia de espécies endémicas, situagdo que resulta do mosaico de
habitats caracteristico das regides abrangidas por esse bioma (LE BOURLEGAT, 2003).
E o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado em &rea apenas pela Amazénia
(BORLAUG, 2002). Forma um relevante conjunto de ecossistemas com cerca de
2.000.000Km?, representando 25% do territério nacional. Ele engloba 1/3 da biota
nacional. Possui o segundo maior conjunto de animais da Terra e tem uma riqueza
bioldgica estimada em 160.000 espécies de plantas e animais que corresponde a 5% da
flora e fauna mundiais (GUIMARAES et al., 2006). Este bioma apresenta clima tropical,
vegetacdo peculiar, baixa fertilidade de solo, predominio de uma longa estagao seca,
bem como, material para a realizagdo de estudos especializados na procura de novas
drogas para diferentes doengas (MANS et al., 2000).

O cerrado é de grande importancia para a econdmia do pais, as plantas que
servem de alimentos tém muitas variedades. Utilizam na maior proporcao os frutos de
araticum (Annoma crassiflora Mart), caju (Anacardium spp.), curriola (Pouteria ramiflora
Radlk.), inga (Inga uruguensis), murici (Byrsomima sp.), pequi (Cariocarpus
brasiliensis), dentre outras. Os homens do cerrado trabalham, constroem casas, curais
e instrumentos com a madeira do carvoeiro (Sclerolobium paniculatum Vog.), jacaré
(Piptadenia sp.), marinheiro (Guarea guidonea (L.)Sleumer), e muitas outras. Muitas
plantas sdo utilizadas na medicina popular ou caseira pelas populagdes tradicionais
como algodaozinho (Cochlospermum regium Mart et Schl), anador (Alternanthera sp.),
assa peixe (Vernonia sp.), bananeira (Salvertia convallariodora A.St. Hil.), cabelo-de-
nego (Oureata hexasperma (St. Hil.) Bail.), carrapicho (Acanthospermum sp.), caroba
(Jacaranda ruffa Manso), cascavel (Crotalaria sp.), chapéu-de-couro (Echinodorus
macrophyllus (Kunth.), favela (Dimorphandra molis Benth), gervao (Stachytarpheta
chamissonis Walp), graviola-do-cerrado (Annona sp.), imbé (Philodendron sp.) , pau
santo (Kielmeyra coricacea Spr.), pé-de-perdiz (Croton antissiphylyticus St. Hil.), roseira
(Kielmeyera sp.), barbatimao (Stryphnodendron sp.), sabugueiro (Sambucus australis
Cham.), azedinho (Oxalis hirsutissima Mart & Zuuc), buchinha (Luffa operculata Cogn.),
anilinho (Indigofera sp.), salsa-do-campo (Smilax sp.), sangue-de-cristo (Sabicea

brasiliensis Wernh), tiborna (Himatanthus obovatus M. Arg.), trangagem (Plantago major
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L.), furquilha de pote (Crofon sp.), velame branco (Macrosiphonia velame St. Hil.),
porrete de malina (Dalechampia sp.); dessas plantas geralmente utilizam-se as folhas, a
entrecasca e as raizes. (RIGONATO & ALMEIDA, 2003).

3.4. Myrsine cuneifolia (Myrsinaceae)

A familia Myrsinaceae, pertence a Ordem Primulales, inclui cerca de 33
géneros com 1000 espécies largamente distribuidas pelas regides tropicais do mundo
todo. Esta familia é subdividida em trés subfamilias: Myrsinoideae (31 géneros, sendo
4 representados no Brasil: Ardisia, Myrsine, Cybianthus e Stylogine englobando 61
espécies), Mesoideae (Género Maesa com 100 espécies) e Aegiceratoideae (com 2
espécies). Do ponto de vista fitoquimico, a familia é conhecida por conter
benzoquinonas e taninos na maioria dos seus géneros. O género Myrsine € composto
por 140 espécies distribuidas pelo mundo, das quais 113 estdo mencionadas na
literatura (JANUARIO, 1990).

Varias plantas do género Myrsine apresentam diversas atividades, dentre elas
atividade bactericida do composto Rapanone (Figura 4 — (1)), um dos principais
compostos encontrados em Myrsine guianensis, que mostrou atividade contra
bactérias gram-positivas e gram negativas (REGUERO et al., 1989). Desta mesma
espécie foi isolado outro alquilbenzoquinona, o embeline (Figura 4 — (2)), ambos
possuem atividade contraceptiva. CORDERO et al (2004) realizou testes de
citotoxidade com o rapanone, e observou a atividade positiva desta substancia frente
as quatro linhagens de células: células de adenocarcinoma (HT-29), células de
epitelioma (Hep—2), células do cancer de mama (MCF-7) e células do céancer de
estébmago (MKN-45).

O O
HO HO

OH OH

Me Me

(1 (2)

Figura 4. Estrutura das hidroxibenzoquinonas isoladas de M. guianensis.
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LAURENCE et al (1996) revela o isolamento de flavonodide glicosilado,
myrcetina-3-O-rhaminosideo (Figura 5), em Myrsine africana (Myrsinaceae).
Posteriormente, GATHUAMA et al (2004) realizou estudos avaliando a eficacia da M.

africana contra vermes platelmintos, e obteve resultados bastante promissores.

OCOCH;

OH

Figura 5. Flavondide glicosilado isolado de M. africana.

ILZA et al (2000) determinou a presenca de glicosideos cianogénicos em
Myrsine umbellata.

BHANDARI (2008) revela que a planta Embelia ribes (conhecida popularmente
por Vidanga), pertencente a familia Myrsinacea, possui atividade contra diabetes
mellitus.

O extrato cloroformico de Maesa lanceolata (Myrsinaceae) apresentou
promissora atividade antiplasmodial no estudo feito por KATUURA et al (2007).
BAGALWA & CHIFUNDERA (2007) observou que saponinas isoladas também de M.
lanceolata apresentaram atividade biocida positiva contra insetos aquaticos adultos
(Aeschnidae, Coenagrionidae, Hydrobidae), mosquitos (Anopheles gambiae,
Anopheles funestus, Culex sp), caracois (Biomphalaria pfeiffeiri € Lymnae natalensis),
furcocercaria do Schistosoma mansoni e peixes (Haplochromis sp, Oreochromis
nilotica e Oreochromis macrochir) mas é prejudicial para a bioma aquatico.

ZHONG et al (1997) descreveu a presencga de flavonodides glicosilados (Figura

6) em Myrsine seguinii.
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3 — Myricetrina OH H H Rha
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5 — Myricetina- 3,4’-dirhamnoside OH Rha H Rha
6 — Quercetina-4’-glicosideo H Glc H H

Figura 6. Estruturas dos flavonoides glicosilados isolados de M. seguinii.

Posteriormente, DONG et al (1999) determinou um acido benzéico chamado
acido myrsindico A (Figura 7), do extrato metandlico das folhas de Myrsine seguinii, e
testou a atividade antiinflamatéria do mesmo e trés derivados, obtendo resultados
positivos, sendo o acido myrsindico A o mais ativo. Mais tarde, HIROTA et al (2002)
determinou mais outros trés acidos benzéicos, chamados acidos myrsindicos B, C e F

(Figura 7), do mesmo extrato, estes também apresentaram atividade antiinflamatoria.
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OH
OH O
COOH COOH
Acido myrsindico A Acido myrsinéico B
7 /
OH —
? 0
COOH COOH
Acido myrsinoico C Acido myrsinéico B

Figura 7. Estruturas dos acidos isolados de M. seguinii.

Nao ha registros na literatura de estudos sobre a planta Myrsine cuneifolia,
diante do exposto sobre sua familia e género e auxiliado pelo facil acesso, Myrsine

cuneifolia (Myrsinaceae) (Figura 8) foi escolhida para estudo.

Figura 8. Foto da planta M. cuneifolia.
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3.5. Catepsinas

As enzimas sao alvos biolégicos extremamente importantes para o
planejamento de novos farmacos, devido principalmente ao seu papel essencial em
inimeras vias bioquimicas associadas a desordens e doengas em humanos. A
aspirina (acetilsalicilato), por exemplo, inibe a enzima que catalisa a primeira etapa na
sintese das prostaglandinas, compostos envolvidos em muitos processos, incluindo
alguns que produzem dor (LEHNINGER, 2006).

Catepsinas, também conhecidas como proteases lisossomais, estao envolvidas
em muitas situagdes patoldgicas como o cancer e a osteoporose, sendo intensamente
estudadas como potentes alvos terapéuticos. Cisteino proteases podem ser
agrupadas em duas superfamilias: a familia das enzimas relacionadas a conversao
enzimatica de 1-B-interleucina e a superfamilia papaina de cisteino proteases
(CHAPMAN et al.,, 1997). Na base de dados do projeto genoma humano ha 11
catepsinas (grupo das papainas), suas fungdes fisioldgicas sdo descritas na Figura 9
(LECAILLE et al., 2002).
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Figura 9: Papéis fisioldgicos das cisteino proteases humanas (grupo das papainas)

As catepsinas K e B sdo exemplos das numerosas cisteino catepsinas (B, H, L,
S,C, K O, F,V, Xe W), e todas elas estdo envolvidas na degradacédo de proteinas
intracelulares. Algumas dessas enzimas tém uma larga distribuicdo tecidual
(catepsinas L e B) enquanto outras possuem uma distribuicdo bem mais seletiva
(catepsinas K, S e W) (ROBICHAUD et al., 2003).

O papel critico da catepsina K na reabsorgcdo 6ssea foi claramente confirmado
pela descoberta de que a deficiéncia da catepsina K no ser humano leva a uma
desordem Ossea denominada picnodisostose (YASUDA, 2005). Em 1993, a
Organizagao Mundial de Saude (OMS) definiu osteoporose como sendo uma doenga

sistémica do esqueleto, caracterizada por baixa massa éssea e deterioracdo da micro-
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arquitectura do tecido 6sseo, com consequiente aumento da fragilidade do osso e
tendéncia a ocorréncia de fraturas (BERNARDES, 2003).

Estudos recentes e investigagcbes clinicas verificaram que a catepsina B € um
indicador altamente confiavel para o diagnéstico e o progndstico do cancer metastatico
e invasivo (COUTO et al., 2007). A alta atividade da catepsina B é freqlientemente
observada em varios tumores, localizada na membrana plasmatica das células
tumorais para garantir a degradagdo da matriz extracelular e lamina basal nos
processos de invasdo (TALIERI et al.,, 2004). Os tumores malignos sdo, em sua
maioria, ndo encapsulados e invasivos, o que dificulta a sua ressecgdo cirurgica. A
invasdo dos canceres permite a sua penetragdo nos vasos sanguineos, linfaticos e
cavidades corporais, proporcionando assim, a oportunidade de dissemina¢do ou
metastase (COTRAN, 2000). A Estimativa de Incidéncia do Cancer no Brasil revela
que aproximadamente 470 mil novos casos da doenga deverdo ocorrer no pais em
2008 e 2009. O tipo mais incidente sera o cancer de pele nao melanoma, com 115.010
casos a cada ano. Em seguida, vém: cancer de prostata (49.530 novos casos), mama
(49.400), pulméo (27.270), colon e reto (26.990), estdbmago (21.800) e colo de utero
(18.680) (MINISTERIAO DA SAUDE, 2009).

3.6. Antimicrobianos

As bactérias de modo geral sdo causadoras de diversas patologias. A
gravidade da infecgdo depende de diversos fatores, dentre eles a imunidade do
hospedeiro, bactéria causadora, local da infecgdo, resisténcia da bactéria a
antibioticoterapia. As bactérias implicadas nestas infeccdes podem ser
verdadeiramente patdogenas ou patégenas oportunistas (TRABULSI et al., 1999).

O problema da resisténcia microbiana é crescente e a perspectiva futura do
uso de drogas antimicrobianas, incerta. Torna-se urgente adotar, portanto, medidas de
enfrentar o problema, entre elas a do controle no uso de antibidticos, a do
desenvolvimento de pesquisas para uma melhor compreensido dos mecanismos
genéticos da resisténcia microbiana e a da continuagado dos estudos acerca de novas
drogas, sintéticas e naturais (NASCIMENTO et al., 2000).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada através da
determinacdo de uma pequena quantidade da substdncia necessaria para inibir o
crescimento do microrganismo-teste; esse valor € conhecido como Concentragao
Minima Inibitéria (CMI) (PINTO et al., 2003).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana dos
extratos vegetais e compostos isolados. Os mais conhecidos incluem método de

difusdo em agar, método de macrodiluigao e microdiluigdo. Para determinar a CMI ou
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a Concentragdo Minima Bactericida (CMB) de extratos ativos de plantas, tem-se
utilizado um método sensivel de microdiluigdo, utilizando utiliza microplacas com 96
pocos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL, mais barato e cerca de 30
vezes mais sensivel que outros métodos encontrados em literaturas, desenvolvido por
Eloff em 1998. O método de diluicdo em caldo considera a relagdo entre a proporgao
de crescimento do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentragdo da
substancia ensaiada. A avaliagdo € comparada frente a um padrdo biologico de
referéncia. Entende-se por proporgdo a densidade da turbidez provocada pelo

crescimento microbiano (Pinto et al., 2003).

3.7. Inseticidas

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) é uma das
principais pragas da cultura do milho, podendo seu dano levar a reducéo de até 34%
no rendimento de grdos, dependendo principalmente, do estagio de cultura em que
ocorre o ataque (VALICENTE & CRUZ 1991).

A lagarta-do-cartucho ocorre durante todo o ano, € uma praga polifaga que
além do milho ataca também sorgo, soja, trigo, algodao, alfafa, amendoim, arroz,
capins, aveia, batata doce, cana-de-agucar e hortalicas. Os adultos migram de uma
lavoura a outra e até para outras regides pelo proprio véo e pelo vento (VIANA et al.,
2001).

No milho, a lagarta é usualmente controlada usando agrotéxicos, empregados
quando a desfolhacdo é notada nas plantacdes. No entanto, problemas associados
com o uso de pesticidas, especialmente a possibilidade de resisténcia e reducéo de
predadores e insetos parasitdides, comprometem o controle natural (CRUZ, 1995).

Novas substancias naturais sdo excelentes opgbes para o efetivo controle de
pragas, ja que podem oferecer maior segurancga, seletividade, biodegradabilidade mais
rdpida que os sintéticos, viabilidade econdmica, aplicabilidade em programas
integrados de controle de insetos e baixos impactos ambientais, ndo deixando
residuos nos alimentos ou no meio ambiente (VIEGAS, 2003).

Diante do exposto e importante a busca de substancias que auxiliem na

reducdo das lagartas para o melhoramento da cultura do milho.

3.8. Céncer

Por ter se tornado um estigma de mortalidade e dor, o cancer é uma das
doencas que mais causam temor na sociedade. A palavra cancer vem do latim e
significa “caranguejo” e pode ter sido empregada em analogia ao modo de

crescimento da doenca que é infiltrante, podendo ser comparado as pernas do
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crustaceo, que as introduz na areia ou lama para se fixar e dificultar sua remocao
(ALMEIDA, 2005).

As neoplasias sdo classificadas em benignas e malignas, na maioria dos
casos, os tumores benignos possuem crescimento e expansao lenta, e usualmente
s&o envolvidos por uma faixa de tecido conjuntivo denominada capsula fibrosa. Esse
encapsulamento tende a manter a neoplasia benigna como massa isolada, podendo
se facilmente retirada por rescisdes cirurgicas. Os tumores malignos sdo, em sua
maioria, ndo encapsulados e invasivos, o que dificulta a sua ressecgdo cirdrgica. A
invasdo dos canceres permite a sua penetragdo nos vasos sanguineos, linfaticos e
cavidades corporais, proporcionando assim, a oportunidade de disseminagdo ou
metastase. (COTRAN, 2000).

O cancer é uma das doengas mais prevalentes no Brasil e no mundo.
Atualmente, a radioterapia e a quimioterapia sao utilizadas como tratamento de
primeira escolha para esta doenga e caracterizam-se por ndo possuir toxicidade
seletiva, causando sérios efeitos adversos como a inibigdo da resposta imunolégica e
a mielossupressdo. O desenvolvimento de novas drogas, visando terapias mais
eficientes, vem aumentando a procura por fitoterapicos para o tratamento do cancer
(MELO, 2004).

Na literatura fica comprovado que varios extratos de plantas apresentam
resultados significativos em relacdo a atividade citotoxica. Pode-se destacar, os
estudos realizados por LIMA (2005) com extratos das plantas Jodina rhombifoila e
Carapa guianenses, onde foi verificado através de testes in vitro os efeitos
antiproliferativos dos extratos sobre a linhagem celular de adenocarcinoma de mama
humano. O extrato bruto de Bauhinia microstachya, reduz o crescimento tumoral e
estimula a hematopoese, segundo BREHMER (2005). MADJAROF (2004) verificou
atividade positiva do extrato bruto hidroalcodlico obtido de Didymopanax vinosum,
principalmente para as linhagens celulares de (UACC) melanoma, rim (786.0),
leucemia (K.562) e prostata (PC.03).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais equipamento e Reagentes utilizados
A) Suportes para cromatografia em coluna (CC):
* Silica gel 230-400 mesh (silica gel flash), para cromatografia em coluna (CC);
» Sephadex LH-20.
B) Eluente utilizados para preparagéo dos extratos brutos
« Foram utilizados solvente PA da Merck;
C) Eluentes utilizados para cromatografia
» Foram utilizados solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar;
* Solventes de grau cromatografico Tedia utilizados para analises de CLAE.
D) Solventes utilizados para analise espectroscépicas
» Solventes da Cambridge Isotope Laboratories, Inc e Isotes Inc (RMN) 98-99,9%
deuterados
E) material utilizado nos ensaios enzimaticos
* Fluorimetro GEMINI — XS
* Substrato fluorogénico Z-FRMCA (Sigma)
* Placas 96 pocos (placas de Elisa)
* Catepsinas Ke B
* Dimetilsulféxido (DMSQO) — Sigma
*DTT
F) Material utilizado nos ensaios antimicrobianos
+ Caldo Mueller Hinton — DIFCO
* Agar Mueller Hinton — DIFCO
+ Caldo Sabouraud - DIFCO
* Cloreto de sddio — Sigma
* Solugao reveladora TTC (sal de 2,3,5-trimetil-tetrazolio) — Mallinckrodt
* Dimetilsulféxido (DMSQO) — Sigma
* Placas 96 well (placas de Elisa)
« Tubo padréo de sulfato de bario (0.5 da escala de McFarland: 10® UFC/mL)
* Antibidticos padrdes:
* Nistatina
* Cloridrato de Vancomicina — VANCOCINA CP (ABL)
* Cloridrato de Tatraciclina — TETRACLIN (TEUTO)
G) Cromatoégrafo para CLAE
* Shimadzu LC-10AD (Preparative Liquid Chromatograph)
* Detector: Shimadzu SPD-6AV; UV-VIS Spectrophotometric detector
* Estufa FANEM 347 CD
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* Coluna de fase estacionaria C-18 ODS Phenomenex (150 x 4,6 mm), fase
reversa.

H) Espectrémetro de RMN (Pertencentes a Universidade Federal de S&o Carlos):
* Brikker DRX 4200 MHz

* Brilker DRX 400 MHz

I) Balanga Analitica

* Mettler P163

J) Rotoevaporador rotativo

* TECNAL (TE120)

K) Cromatografia em coluna:

* colunas de tamanhos variados, dependendo das quantidades a serem
cromatografadas.

L) Cromatografia em camada delgada:

« folhas de aluminio (com silica gel 60 F254, ¢ = 0,2 mm) - Merck.

M) Reveladores:

* Radiagéo na regido do UV (254 e 360 nm)

+ vanilina em acido sulfurico.

N) Moinho

* Moinho de facas tipo créton Modelo MA-580

O) Material utilizado no ensaio inseticida

+ Agua destilada

+ Agar

« Extrato de levedura

* Gérmem de trigo

+ Acido sorbico

« Acido ascérbico

* Formaldeido 40 %

* Tetraciclina (50 mg)

* Nipagin (1,1 g)

* Feijao carioquinha

4.2. Material botanico

As folhas e frutos de Myrsine cuneifolia foram coletados no més de Setembro

de 2008, em Anapolis-Goias, no Campus da Universidade Estadual de Goias, apods

identificagdo realizada pela Prof* Dr* Mirley Luciene dos Santos. A exsicata do material

vegetal, n°=4215, foi depositada no herbario do Departamento de Ciéncias Bioldgicas
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da Universidade Estadual de Goias. As quantidades do material vegetal coletado estao
descritos na tabela 1.

Parte da Planta Quantidade
Folhas (F) Secas: 675,59
Frutos (Fr) Frescos: 412,59

Tabela 1. Dados relativos ao material vegetal de M. cuneifolia

Apds a coleta, as folhas foram secas em estufa com circulagdo de ar a
temperatura de aproximadamente 50°C, moidas em moinho de facas e depois foram
feitas extragdes exaustivas com etanol a frio. Os frutos foram macerados e também
levados a extragdes exaustivas com etanol a frio. Em ambos o solvente foi evaporado
em um evaporador rotativo, a temperatura de 45°C, e a pressdo reduzida, sendo
obtido os extratos bruto etandlicos das folhas e dos frutos (MCFE e MCFrE,
respectivamente).

O extrato bruto etandlico das folhas foi fracionado por partigéo liquido-liquido
utilizando-se solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano e
acetato de etila, obtendo-se fragdes: hexanica, diclorometanica, acetato de etila e
hidroalcolica (MCFEH, MCFED, MCFEA e MCFEW, respectivamente). Apos a adigao
do hexano e do diclorometano houve a formagao de dois precipitados (MCFEHppt e
MCFEDppt, respectivamente) (Figura 10).

MCFE
227,59
1
1 1 | | | 1
MCFEH MCFEHppt MCFED MCFEDppt MCFEA MCFEW
59 12g 10g 8g 30g 80g

Figura 10. Fluxograma de fracionamento do extrato etandlico das folhas de M.
cuneifolia. Particao liquido-liquido utilizando solventes em ordem de polaridade:

hexano, diclorometano e acetato de etila.
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Ja o extrato bruto dos frutos foi fracionado por cromatografia em coluna (¢ = 3
cm x h = 20 cm), utilizando-se celulose microcristalina D, como fase estacionaria, e
eluentes em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol, obtendo-se as fragbes: hexanica, diclorometanica, acetato de etila e
metanolica (MCFrEH, MCFrED, MCFrEA e MCFrEW, respectivamente) (Figura 11).

MCFrE
629
]
1 1 1 1
MCFrEH MCFrED MCFrEA MCFrEW
109 49 5g 309

Figura 11. Fluxograma de fracionamento do extrato etandlico dos frutos de M.

cuneifolia. Particdo em coluna cromatografica utilizando solventes em ordem de

polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol.

4.3. Isolamento das substancias
4.3.1. Substéncia 1

A fracdo MCFrEH (0,5g) foi refracionada por cromatografia em coluna
isocratica utilizando como fase estacionaria Silica flash 230-400 mesh e como fase
movel diclorometano-acetato de etila 5% (¢=3cm x h=19cm) (Figura 12). Por meio
deste refracionamento foi possivel a obtencdo da substancia 1, pela reunido das

fragbes de 5 a 12.
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@] Figura 12.

Fluxograma

de refracionamento da amostra MCFrEH para o isolamento da substancia 1.

A fracao MCFrEA (1,59g) foi refracionada por cromatografia em coluna isocratica
utilizando como fase estacionaria Silica flash 230-400 mesh e como fase movel
diclorometano-acetato de etila 5% (9=3,5cm x h=20cm) (Figura 13). Por meio deste
refracionamento foi possivel a obtencdo de mais massa da substancia 1, pela reunido
das fragbes de 5A a 10A.
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Fracao 8A

Fracao 9A

_[ Fracao 10A
_[ Fragao 11A
———{  Fragido 12A
——{  Fragao 13A
——————— Fragdo 14A | Figura

13. Fluxograma

—

de refracionamento da amostra MCFrEA para isolamento de maior massa da

substancia 1.

4.3.2. Flavonodides
O estudo fitoquimico da fragdo MCFEA de M. cuneifolia resultou no isolamento

e identificagao de trés flavondides: substancias 7, 8 € 9.

4.3.2.1. Substéncia 7

Primeiramente a fragdo MCFEA (5g) foi submetida a Cromatografia em Coluna
utilizando como fase estacionaria Silica flash 230-400 mesh e como fase movel
diclorometano-metanol 10% (9=5,5cm x h=24cm) (Figura 14). Apos este
refracionamento as fragbes foram observadas por CCD e a fragao 13B (500mg) foi
refracionada por cromatografia em coluna utilizando silica flash 230-400 mesh e como
fase movel diclorometano-metanol 10% (¢=3cm x h=15cm) (Figura 15), novamente as
fragdes foram observadas por CCD, e a fragdo 3C (150mg) submetida a separagao
por CLAE, coluna preparativa C18, phenomenex, (¢=1cm x h=30cm), utilizando como

fase mével metanol-agua 25%. Assim foi possivel obter da substancia 7.
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Fracao 1B

Fracao 2B

Fracao 3B

Fracao 4B

Fracao 5B
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Figura 14. Fluxograma de refracionamento da amostra MCFEA como etapa de

— ———J J J J _J L J L J L J J J

isolamento da substancia 7.

ragao
500mg
o
r T T T T T T T 1
Fragao Fragao Fragédo Fragao Fragédo
4c 6C 7c 8C 9C

Figura 15. Fluxograma de refracionamento da fragdo 13B com a finalidade de isolar a

substancia 7.

4.3.2.2. Substéncia 8

A fragdo 7B (400mg) foi refracionada por cromatografia em coluna utilizando
como fase estacionaria silica flash 230-400 mesh e como fase mével diclorometano-
metanol 4% (¢=3cm x h=19cm) (Figura 16). A fracdo 11D (50mg) foi observada que

se dividia em duas por solubilidade, uma parte era soluvel em diclorometano e outra
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em metanol, assim estas foram separadas e por CCD em uma das partes foi

observado a presenga de uma s6 substancia, assim foi obtida a substancia 8.

(_Fracéo 1D |
{_Fragéo 2D ]
{_Fracéo 3D ]
(_Fracéo 4D ]
(_Fracéo 5D
(_Fracéo 6D |
(_Fracéo 7D
(_Fracéo 8D |
(_Fracéo 9D ]
(Fracao 10D |
(Fracao 11D |
(Fracao 12D |
(Fracéo 13D |
(Fracéo 14D |
(Fracéo 15D ]
(Fracéo 16D |
(Fracéo 17D |
( Fracéo 18D |

Figura 16. Fluxograma de refracionamento da fragdo 7B com a finalidade do

Fracao 7B
400mg

isolamento da substancia 8.

4.3.2.3. Substéncia 9

Primeiramente a amostra 14B (700mg) foi submetida a reacdo de acetilagao
através da adicao de 10 mL de piridina e 10 mL e anidrido acético, areagéo foi
confirmada por CCD assim como foi observado que ndo houve contaminante e

subprodutos. Depois esta fragdo foi levada a cromatografia em coluna utilizando-se
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como fase estacionaria silica flash 230-400 mesh e como fase mével diclorometano-
metanol 10% (p=5cm x h=12cm) (Figura 17). Apos este fracionamento as fragdes
foram observadas por CCD e a fragdo 9E (225mg) foi refracionada por cromatografia
em coluna utilizando sephadex e como fase movel metanol-diclorometano 10%
(9=2,5cm x h=87cm) (Figura 18), novamente as fra¢cdes foram observadas por CCD, e
a fragdo 3F foi submetida a separagéo por CLAE, coluna de exclusdo por tamanho,
shodex, utilizando como fase moével metanol, fluxo de 3mL/min, em reciclo durante 6
horas, sendo a corrida de 50 minutos, e o comprimento de onda utilizado foi de

254nm. Assim foi possivel obter da substancia 9.

Fracao 1E

Fracao 2E

Fracao 3E

Fracao 4E

Fracao 5E

Fracao 6E

14B
700mg

Fracao 7E

Fracao 8E

Fracao 9E
Fracao 10E

Fracao 11E

— ——J 2 —J J _J _J _J J _J _J

Fracao 12E
Fragdo 13E ]

—A— NN N YY" NN A M

Figura 17. Fluxograma de refracionamento da fragdo 14B com a finalidade do

isolamento da substancia 9.
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Figura 18. Fluxograma de refracionamento da fragdo 9E com a finalidade do

isolamento da substancia 9.

4.3.3. Substancia 10

A fragdo 9C (Figura 15) foi observada por CCD e obtivemos a sustancia 10.

4.4. Reacgbes de Sintese
4.4.1. Reagéo de Metilagéo

Acidionou-se 10ml de diazometano a 7mg de acido myrsindico A, deixou-se ao
ar livre até secagem e através da analise de CCD percebeu-se a presenga de mais de
uma substancia, os quais foram separados por cromatografia em coluna (¢p=2cm x
h=13cm), utilizando silica flash 230-400 mesh, isocratica: hexano-diclorometano 25%.
Assim foram obtidas as substancias 2 e 3. A quantidade obtida dos compostos foi 1,5

mg e 1 mg, respectivamente.

4.4.2. Reagéo de Acetilagao

Solubilizou-se 10 mg do acido myrsinéico A em 1mL de piridina e adicionou-se
2mL de anidrido acético em 10mg de acido myrsindico A, deixou-se secar ao ar livre,
por CCD confirmou-se a reagdo e observou-se que durante esta ndo houve

contaminacgdo e nem subprodutos, assim foi obtida a substancia 4.

4.4.3. Reacgéao de Hidrogenagéao

Primeiramente solubilizou-se 20mg de acido myrsindéico A em 4mL de metanol,
adiconou-se 10mg de paladio-carvdo (Pd-c), e deixou-se em contato com o gas
hidrogénio durante 12h, sob agitagao constante, apos este tempo filtrou-se com celite,

obtivemos a substancia 5.

4.4.4. Reacéo de Acetilagdo da Substancia 5
A substancia 5 (5mg) foi submetida a reagao de acetilagéo, através da adigao

de 0,5 mL de piridina e 1mL de anidrido acético, a reacao foi confirmada por CCD e
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obtivemos a substancia 6.

4.5. Ensaios biolégicos
4.5.1. Ensaios de inibicdo enzimatica frente as catepsinas K e B

Os ensaios enzimaticos frente as catepsinas foram realizados no Laboratério
de Bioquimica do Departamento de Genética e Bioquimica em colaboragdo com a
Prof? Dr2. Heloisa Araujo, na Universidade federal de Sao Carlos (UFSCair).

A atividade enzimatica foi determinada pelo aumento de fluorescéncia devido a
hidrélise dos substratos que serdo continuamente registradas. A leitura foi convertida
em upmoles de substrato hidrolisado por minuto a partir das curvas de fluorescéncia
das solugdes de substrato antes e depois da hidrdlise total. Os pardmetros cinéticos
foram calculados usando o programa Origin.

As atividades enzimaticas frente aos inibidores naturais foram determinadas
pela hidrolise do substrato fluorogénico Z-FRMCA (SIGMA). Essa medida foi
monitorada por um fluorimetro de placa de 96 pogos, com fenda de excitagao ajustada
para lex 380 nm e emissao Aem 460 nm. Nas determinacdes, as placas foram mantidas
em compartimento termostatizado (27 °C). As enzimas s&o pré-ativadas com DTT (2,0
mM) por 5 min. Em seguida adiciona-se 5 yL da solucdo a ser testada (extrato ou
substancia pura) e deixa-se pré-incubando por 5 min. Em seguida adiciona-se 10 uM
de Z-FR-MCA, substrato para realizagcao do teste, e realiza-se a leitura em tempo real.
Os ensaios com a catepsina K e B foram realizados em fluorimetro GEMINI — XS, com

placa de ELISA preta de 96 pocos e com volume final de 200 pL.

4.5.2. Ensaios antimicrobianos

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratério de
Bioensaios do Grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar), aplicando-se os testes de susceptibiidade para determinacdo da
concentragdo minima inibitéria (CMI), segundo as normas descritas pelo NATIONAL
COMMITE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS (NCCLS, 2003) e adaptagao
das normas descritas pelo NATIONAL COMMITE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS (NCCLS, 2002).

Os testes foram realizados em placas de 96 pogos (ELISA), onde diluigdes
seriadas em ftriplicatas das amostras e antibioticos de referéncia foram preparadas
usando caldo de Mueller-Hinton para o crescimento das bactérias e caldo Sabouraud
para leveduras. As amostras foram transferidas para as placas de microdiluigdo depois
de dissolvidas no solvente (DMSO: amostras polares, Tween 80: amostras de média

polaridade e apolares) e caldo seletivo de crescimento microbiano numa concentragao
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inicial de 500 pg/mL para as amostras testadas. Os indculos microbianos foram
preparados nestes meios e a concentragédo ajustada frente ao tubo 0.5 McFarland de
turbidez padréo (10° unidades formadoras de colénias — UFC/mL) e respectivamente
diluidos nas razées de 1:10 no caldo para o procedimento de microdiluicao.

Porgdes de 5 pL de cada suspensdo microbiana foram transferidas para todos
os pogos da placa de microdiluicdo contendo 100 yL da amostra a ser testada ou do
antibiotico de referéncia (controle). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por
18 a 24 horas. Apds o crescimento e leitura dos resultados foram realizadas as
semeaduras do meio liquido contido nos pocinhos que apresentaram inibicdo no
crescimento do microrganismo. A semeadura foi realizada em placas de Petri com o
agar especifico para o microrganismo, confirmando o efeito bacteriostatico ou
bactericida da amostra. Depois da retirada do material para semeadura, as placas de
Elisa foram reveladas com 10 uL do revelador de crescimento microbiano —
resazurina, que muda de coloracao (azul para vermelho) quando ha o crescimento do
microrganismo, tornando as culturas dos mesmos avermelhados. A concentragéo
minima inibitéria (CMI) nestes ensaios foi considerada a menor concentracdo da
amostra que impede visivelmente o crescimento microbiano.

A Tabela 2 relaciona os microrganismos utilizados nos ensaios e o0s

antibiéticos controle.

Microrganismos Antibioticos de referéncias
Bacillus subtilis ATCC 6623 Vancomicina
Escherichia coli ATCC 25922 Tetraciclina
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Tetraciclina
Typhi ATCC 6539
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Tetraciclina
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Tetraciclina
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 Tetraciclina
Micrococcus luteus ATCC 9341 Tetraciclina
Candida albicans ATCC 10231 Nistatina
Candida krusei ATCC 6258 Nistatina
Candida tropicalis ATCC 28707 Nistatina

Tabela 2. Microrganismos utilizados nos ensaios antimicrobianos e seus respectivos
antibioticos de referéncias com as concentragdes iniciais utilizadas nas placas de

microdiluigdo e as concentragdes minimas inibitorias (CMI).
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4.5.3. Ensaio inseticida

Os ensaios biolégicos com os extratos brutos foram realizados no Laboratério
de Bioensaios do Departamento de Quimica da UFSCar, mantido a 25 + 1°C, UR de
70 + 5 % e fotofase de 12h.

Uma dieta artificial (KASTEN et al., 1978) contendo agua destilada (600 mL),
agar (10,3 g), extrato de levedura (25,3 g), gérmem de trigo (39,6 g), acido soérbico
(0,8 g), acido ascorbico (2,6 g), formaldeido 40 % (6,3 mL), tetraciclina (50 mg),
nipagin (1,1 g) e feijao carioquinha (82,5 g) foi utilizada para a realizacdo dos ensaios
bioldgicos.

Para a realizacdo dos bioensaios, os extratos foram solubilizados em uma
pequena quantidade de solvente e misturado ao acido ascorbico contido na dieta
artificial (KASTEN et al. 1978). Logo apés, o solvente foi evaporado e a mistura (acido
ascorbico e extrato) foi incorporada a dieta quando esta atingiu uma temperatura de 50
°C. Foram utilizadas trinta lagartas para cada tratamento. Cada extrato foi incorporado
a dieta artificial para S. frugiperda na proporgdo de 100 mg de extrato para 100 g de
dieta (1000 mg Kg'). Além da dieta correspondente a cada extrato, também foi
preparada uma dieta testemunha, sem extrato, utilizando os solventes em que foi
solubilizado o extrato. Depois da preparacdo, as dietas foram vertidas em tubos de
vidro (8,5 x 2,5 cm), previamente esterilizados, em estufa a 170°C por 1 h e em
seguida tampados com algodao hidrofugo. Apds a colocacgéo da dieta, os tubos foram
mantidos por 24 h em grades de arame para eliminagao do excesso de umidade
(goticulas de agua) de suas paredes. A seguir, foi feita a inoculagao das lagartas
recém-eclodidas de S. frugiperda, utilizando-se uma lagarta por tubo de vidro.

As pupas obtidas foram pesadas um dia apds a pupacgédo, e transferidas para
copos plasticos de 50 mL de capacidade, onde permaneceram até a emergéncia dos
adultos.

Os parametros avaliados foram duragdo das fases larval e pupal, peso das
pupas e porcentagem de insetos mortos (mortalidade) ao final de cada fase. Para cada
tratamento foram utilizadas 30 lagartas, distribuidas em trés repeticbes de dez lagartas
cada, em delineamento completamente casualizado. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA). A comparagao entre médias dos tratamentos foi feita

através do Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

4.5.4. Ensaio antitumoral
Ensaio realizado na Universidade Federal do Ceara. As linhagens utilizadas,
MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (célon-humano), SF-295 (sistema nervoso central)

foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (USA), tendo sido cultivadas em meio
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RPMI 1640, suplementos com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos, mantidas
em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,.

A analise de citotoxidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que
testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método
rapido, sensivel e barato. Andlise que tem a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabdlico da célula. E uma andlise colorimétrica baseada na converséo do sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de
formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas.

As células foram plaqueadas na concentragdo de 0,1x10° céls./100 uL, para
células aderidas. Os diversos compostos foram incubados por 72 horas em estufa a
5% de CO, a 37°C, Antes do término do periodo de incubacéo, as placas foram
centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 200 L
da solugdo MTT e as placas foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apds
dissolucao do precipitado com DMSO em espectrofotdbmetro de placa a 550nm.

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

experimentos realizados em duplicata.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO
5.1. Isolamento das substancias
5.1.1. Substéncias 1, 2, 3,4, 5¢ 6

Foi isolado aproximadamente 500mg da substancia 1, acido 3-geranil-4-hidroxi-
5-(3”-metil-2”-butenil) benzoico, conhecido como acido myrsindico A (S1) (Figura 19),
uma das substancias caracteristica da familia myrsinaceae.

Através das reacbes de sintese, visando uma analise da relagdo estrutura-
atividade biologica, foram obtidos quatro compostos, substancia 2, 3, 4, 5 e 6, acido 3-
geranil-4-hidroxi-5-(3”-metil-2”-butenil) benzdico metil éster, 3-geranil-4-metoxi-5-(3”-
metil-2”-butenil) benzdico metil éster, acido 3-geranil-4-acetoxi-5-(3”-metil-2”-butenil)
benzdico (Figura 19), &acido 3-(3',7-metil-octanil)-4-hidroxi-5-(3’-metil-2’-butanil)
benzodico e acido 3-(3’,7’-metil-octanil)-4-acetil-5-(3’-metil-2’-butanil) benzoico (Figura

20), respectivamente.

COOR,
Substéncia R, R,
1 H H
2 H CH,
3 CH, CH,
4 COCH; H

Figura 19. Estrutura quimica do acido myrsinodico A (S1) isolado de M. cuneifolia e
seus derivados (S2, S3 e S4).
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OR,

COOR,
Substéncia R, R,
5 H
6 COCHj;

Figura 20. Estrutura quimica dos derivados (S5 e S6) de S1.

A analise por CCD indicou como substancia pura, por analises do espectro de
RMN 'H (Figura 21) e "*C (Figura 22) (CDCI3, 400 MHz) foi feita a identificacéo de S1
como sendo o acido myrsindico A, os dados destes espectros sdo descritos na tabela
3. Por analise do RMN "H vemos o sinal de hidrogénio aromatico em 7.68 ppm (s) dos
H-2 e H-6, além dos sinais do H-1" em 3.33 ppm (d, J = 7,2 Hz), do H-2’ e H-6' em 5.01
ppm (t, J = 13,6 Hz), do H-4’ e H-5 em 2.03 ppm (s), do H-8 em 1.61 ppm (s), do H-9’
em 1.53 ppm (s), do H-10’ em 1.70 ppm (s), do H-1” em 3.33 ppm (dd, J = 7,2 Hz), do
H-2” em 5.25 ppm (t, J = 14,4 Hz), do H-4” e do H-5” em 1.70 ppm (s).
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Figura 21. Espectros de RMN 'H (CDCI3, 400 MHz) de S1.
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Figura 22. Espectros de RMN 3C (CDCI3, 400 MHz) de S1.
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Posicdo e "H (ppm)

1 130.05

2 131.63 7.68-s

3 121.06

4 157.41

5 123.48

6 127.03 7.68-s

1 29.01 3.33-d

2 120.79 5.01-t

3 138.67

4 39.38 2.03-s

5 26.09 2.03-s

6 126.61 5,01 -t

7 134.51

8’ 25,33 1.61-s

9 17.37 1.53-s

10° 15.90 1.70-s

17 29.30 3.33-d

27 120.88 5.25-t

3” 132.60

4” 25.46 1.70-s

5” 17.55 1.70-s
COOH 170.44

Tabela 3. Valores dos espectros de RMN "H e ™*C (CDCI3, 400 MHz) de S1.

Os derivados do acido myrsindico A foram também identificados por RMN 'H
em comparagado com o mesmo de S1. Cujas diferengas sdo poucas, para os derivados
da metilagédo, S2: a diferenga € o aparecimento do sinal da éster em C-1, 3.86 ppm (s)
(Figura 23) e S3: a diferenga € o aparecimento de dois sinais do éster em C-1, 3.87
ppm (s) e da metoxila, 3.75 ppm (s) (Figura 24); para o derivado da acetilagao, S4: a

diferenca é o aparecimento do sinal do éster, 2.33 ppm (s) (Figura 25).
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Figura 25. Espectro de RMN "H (CDCl3, 400 MHz) da S4.

Ja para o derivado da hidrogenagéo, S5, as diferengas sdo um pouco maiores,
percebe-se o0 aparecimento dos sinais na regido entre 0.8 ppm e 1.7 ppm e também o
desaparecimento dos sinais de H-2” em 5.25 ppm, de H-2' e H-6’ ambos em 5.01 ppm
(Figura 26), a S5 foi submetida a reacao de acetilagido dando origem a S6, a mudanca
foi o aparecimento do sinal do éster em 2.36 ppm (s) (Figura 27), estes dados

confirmam a ocorréncia das reacoes.
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Figura 27. Espectro de RMN 'H (CDCI3, 400 MHz) da S6.
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5.1.2. Substéncia 7

A substancia 7 (10mg) foi identificada por espectro de hidrogénio, a amostra
apresentou-se como solido branco, a analise por CCD indicou como substancia pura,
os dados do RMN 'H (MeOD, 400 MHz) foram comparados (Tabela 4) com dados
obtidos da literatura (ALMEIDA, 2007), por andlises do espectro de RMN 'H (Figura
28) foi possivel observar sinais na regido de deslocamentos quimicos de hidrogénios
aromaticos em © 5,92 ppm (d, J = 2,3 Hz) e 8 5,85 ppm (d, J = 2,3 Hz) referente aos
hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente; o sinal em & 6,83 ppm (d, J = 1,5 Hz)
corresponde ao sinal do hidrogénio H-2' e o conjunto de sinais em & 6,74 ppm (m)
refere-se aos sinais dos hidrogénios H-5" e H-6’. Os sinais em & 4,58 ppm (d, J = 7,5
Hz), 6 3,98 ppm (ddd, J = 5,2 Hz, 7,8 Hz e 12,0 Hz), 8 2,82 ppm (dd, J = 5,4 Hz e 16,4
Hz) e 2,52 ppm (dd, J = 8,0 Hz e 16,1 Hz) referem-se aos sinais dos hidrogénios H-
2, H-3, H-4a e H-4b, respectivamente. Assim confirmou-se que a substancia é a

catequina (S7) (Figura 29).

Posic&o "H (ppm) Literatura
2 458 -d 458 -d
3 3.98 - ddd 3.95 - ddd

4a 2.52 -dd 2.48 - dd
4b 2.82 -dd 2.83-dd
5
6 585-d 584 -d
7
8 592-d 592 -d
9
10
"
2 6.83-d 6.83 -d
3
4
5 6.74 -m 6.72-m
6’ 6.74 -m 6.72-m

Tabela 4. Valores dos espectros de RMN 'H (MeOD, 200 MHz) de S7 em

comparacado com os mesmos da literatura.
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Figura 29. Estrutura quimica da catequina (S7).

5.1.3. Substéncia 8

A substancia 8 (5mg) foi identificada por espectro de hidrogénio, a amostra
apresentou-se como soélido amarelo, a analise por CCD indicou como substéancia pura,
por andlises do espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz, Figura 30) foi possivel
observar sinais caracteristicos do anel C deste sistema em 7.82 ppm (d, J = 2,40 Hz)
do H-2', 6.98 ppm (d, J = 8,40 Hz) do H-5’ e 7.68 ppm (dd, J = 2,40 Hz e 8,80 Hz) do
H-6’ além dos sinais em 6.26 ppm (d, J = 2,00 Hz) do H-6 e em 6.52 ppm (d, J = 2,00
Hz) do H-8 do sistema benzopiranico e do sinal do hidrogénio quelado em 12.16 ppm
(s). Os dados espectroscopicos foram comparados (Tabela 5) com dados obtidos da
literatura (ALMEIDA, 2007) e confirmou-se que a substancia é a quercetina (S8)
(Figura 31).
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Figura 30. Espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da S8.
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Posigcéo "H (ppm) Literatura
2
3
4
5
6 6.26 - d 6.17 -d
7
8 6.52-d 6.38-d
9
10
T
2 7.82-d 7.73-d
3
4
6.98 -d 6.88 —d
6’ 7.68 - dd 7.63 - dd

Tabela 5. Valores dos espectros de RMN "H (MeOD, 400 MHz) de S8 em
comparagao com os mesmos da literatura.

Figura 31. Estrutura quimica da quercetina (S8).

5.1.4. Substéncia 9

A substancia 9 (0.8 mg) foi identificada por espectro de RMN "H (MeOD, 400
MHz) (Figura 32), 1H (Piridina, 400MHz), HMBC, HSQC e COSY (MeOD, 400 MHz).
O espectro de RMN 'H da substancia 9 apresentou um dubleto em &H 7,33 (J= 2,4 Hz)
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acoplando com um duplo dubleto em 8H 7,30 (J= 8,4 e 2,4 Hz) e que por sua vez
acopla com outro dubleto em 8H 6,94 (J= 8,0 Hz) o que evidencia um acoplamento
meta entre os hidrogénios em 6H 7,33 e dH 7,30, além deste ultimo apresentar um
acoplamento orto com o hidrogénio em 8H 6,94, que foram atribuidos aos hidrogénios
H-2’, H-6’ e H-5’, do anel B de um flavonéide (Figura 33).
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Figura 32. Espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da substancia 9.

Figura 33. Anel B de um flavonoide.

O espectro de HSQC (Figura 34) mostra a correlagdo dos hidrogénios em 6H
7,33, 6H 7,30 e 6H 6,94 com os carbonos em &6C 122,9 (C-2’), 6C 116,5 (C-6’) e dC
116,6 (C-5’), respectivamente. A analise do espectro de HMBC (Figura 35) mostra a
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correlagdo do sinal em dH 7,33 com os carbonos em &C 122,7, atribuido ao C-1’; 6C
146,7, atribuido ao C-3’; 6C 150,3, atribuido ao C-4’ e do duplo dubleto em dH 7,30
com os carbonos em 6C 150,3 (C-4’), a relagdo com o C-2’ ndo foi observada mas na
projecao do HSQC vimos esta correlagao; e finalmente o dubleto em dH 6,90 com os
carbonos em 8C 122,7 (C-1’); 8C 146,7 (C-3’); 6C 150,3 (C-4’). A presenca destas
correlagdes e a correlagdo do hidrogénio em &H 7,33 com um carbono em 6C 163,3,
deslocamento este caracteristico do carbono-f de um sistema carbonila a-B
insaturada, podendo-se afirmar entdo que estes sao os hidrogénios 2’, 5’ e 6’ do anel

B de uma flavondide. As correlagdes do HMBC s&do mostradas na figura 36.
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Figura 34. Espectro de correlagdo HSQC (MeOD, 400 MHz) da substancia 9.
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Figura 35. Espectro de correlagdo HMBC (MeOD, 400 MHz) da substancia 9.

Figura 36. Correlagdes HMBC do anel B de um flavondide para identificagao

da substancia 9.

Ainda no espectro de RMN 'H tem-se um par de dubletos com J = 2,4 Hz em

OH 6,37 e 6H 6,20 que indicam os H-8 e H-6, respectivamente. O espectro de HSQC
mostrou a correlagao do hidrogénio em dH 6,37 com o carbono em 6C 95,0 e também
mostrou a correlagdo do hidrogénio em 6H 6,20 com o carbono em &C 100,2. Através
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do espectro de HMBC podem-se verificar a correlagdo do hidrogénio em 8H 6,37 com
os carbonos em 6C 166,7, atribuido ao C-7; 6C 99,0 (C-6); 8C 105,5, atribuido ao C-
10 e 6C 159,8 atribuido ao C-9 e a correlagdo do hidrogénio em &H 6,20 com os
carbonos em &C 166,7 (C-7); 163,3 (C-5); 8C 94,5 (C-8) e dC 105,5 (C-10). A
observacédo destas correlagbes permite atribuir estes sinais aos hidrogénios 6 e 8 do

anel A de uma flavonéide. As correlagbes do HMBC sao mostradas na figura 37.

Figura 37. Correlagbes HMBC do anel A de um flavondide para identificagao

da substancia 9.

Voltando ao espectro de RMN H, a observagdo de sinais entre dH 3,4
sugerem a presenga de uma unidade de agucar, onde o dubleto em &H 0,84 (3H, H-6",
J= 6,0 Hz) é caracteristico da metila de uma unidade de ramnose.

A estereoquimica do carbono anomérico da ramnose foi determinada
basicamente por dados comparativos, sabendo-se que quando o flavonol liga-se ao
agucar pela face a, o anel B é impedido de assumir a coplanaridade com o anel C,
devido ao efeito estérico, o que faz com que haja uma diminuigdo da conjugagao com
o C-1’, assumindo entdo um deslocamento quimico em torno de 8C 130. No entanto,
quando o flavanol liga-se pela face B do agucar é possivel haver conjugacéo entre os
anéis C e B e o C-1’ passa a ter deslocamento quimico em torno de 6C 120 quando o
espectro é obtido metanol deuterado (ISIDORO, 2008). Portanto percebemos a
presenca do agucar pela face B sendo nosso C-1’° com deslocamento em 6C 122,7.

O espectro em 2D de correlagdo homonuclear de COSY (Figura 38) foi usado
para confirmagao das interagdes spin-spin dos atomos de hidrogénios presentes no
anel da ramnose, neste caso acetilada. As interagdes entre os sinais destes
hidrogénios encontram-se indicadas na figura 39. As interagdes com o H-4” nao foram
observadas pois o sinal deste hidrogénio ficou encoberto pelo sinal do solvente MeOD
Deuterado, mas no espectro de RMN 'H em piridina foi possivel a observagdo da
presenca deste hidrogénio.
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Figura 38. Espectro de correlagdo COSY (MeOD, 400 MHz) da substancia 9.

Figura 39. Interagcdes COSY da ramnose para identificagdo da substancia 9.

Através do RMN 'H, também podemos perceber um dubleto em 5,57 ppm do
H-1”, um duplo dubleto em 5,27 ppm do H-3”, um duplo dubleto em 5,61 ppm do H-2”
e um multipleto em 3,40 ppm do H-5". Apesar do espectro em piridina ter deslocados
os valores, a presenga do H-4” foi obeservada no RMN 1H, em piridina (Figura 40),

um dubleto em 3,62 ppm, e também foi observado o sinal do hidrogénio quelado um

singleto em 13,14 ppm.
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Figura 40. Espectro de RMN 'H (Piridina, 400 MHz) da substancia 9.

Para se determinar a posi¢gado na qual o raminosideo esta ligado, utilizou-se a
correlagao no espectro de HMBC do hidrogénio anomérico H-1” em 5,57 ppm com um
carbono em 8C 135,0 que foi atribuido ao C-3 do anel C da flavona, pois era o unico
que faltava ser atribuido. Os substituintes nos carbonos C-5, C-7, C-3' e C-4’ da
flavona sao hidroxilas, devido a auséncia de sinais caracteristicos de metoxilas na
regido entre 3,5-4,5 ppm e no espectro de RMN 'H, assim a substancia é conhecida
como Quercetina-3-p-O-raminosideo acetilado (S9) (Figura 41).
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Figura 41. Estrutura quimica da Quercetina-3-3-O-raminosideo acetilado (S9).

E importante ressaltar que a substancia identificada como Quercetina-3-B-O-
raminosideo acetilado ndo é a substancia encontrada nas folhas de M. cuneifolia, a
ramnose foi determinada acetilada pois a fragdo que lhe deu origem foi submetida a
uma reacao de acetilagdo, devido a dificuldade de isolamento dos flavondides em
mistura, por serem em grande quantidade e glicosilados, portanto o flavondide que
realmente esta presente nas folhas desta planta € a Quercetrina, Quercetina-3-p-O-

raminosideo (Figura 42).

OH
OH

HO O

OH O

O— OH
HO I OH

Figura 42. Estrutura quimica da Quercetina-3-$-O-raminosideo (Quercetrina).

5.1.5. Substéncia 10

A substancia 10 (mg) foi identificada por espectro de RMN 'H (Figura 43), °C
(Figura 44), HMBC, HSQC e COSY (MeOD, 400 MHz). A analise por CCD indicou
como substancia pura, por andlises do espectro de RMN '"H (MeOD, 400 MHz) foi
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possivel observar sinais em 4.41 ppm (dd, J = 2,40 Hz e 11.6 Hz) do H-2, 2.60 ppm
(m) do H-3, 4.18 ppm (dd, J = 7,2 Hz e 21.6 Hz) do H-5 e 1.27 ppm (t, J = 14,4 Hz) do
H-6. Os dados espectroscépicos do RMN "H foram descritos juntamente com os dados

do RMN '3C na tabela 6.
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Figura 43. Espectro de RMN "H (MeOD, 400 MHz) da substancia 10.
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Figura 44. Espectro de RMN "*C (MeOD, 400 MHz) da substancia 10.

il

Posicdo 3c 'H (ppm)
1 178.6
2 69.9 4.41-dd
3 424 2.60-m
4 176.0
5 62.2 4,18 - dd
6 14.6 1.27 -t

Tabela 6. VValores dos espectros de RMN 'H e "*C (MeOD, 400 MHz) da substancia

10.
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Pelo espectro de COSY (Figura 45) observamos a correlagdp entre os
hidrogénios: H-5 em 4.18 (dd) e H-6 em 1.27ppm (t) e também entre H-2 em 4.41 ppm
(dd) e H-3 em 2.60 ppm (m).
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Figura 45. Espectro de correlagdo COSY (MeOD, 400 MHz) da substancia 10.
No mapa de correlagdes HSQC (Figura 46) pudemos perceber a correlagéo

entre o H-2 com o C-2 em 69.9 ppm, entre o H-5 com o C-5 em 62.2 ppm , entre H-3

com o C-3 em 42.4 ppm e entre o H-6 e 0 C-6 em 14.6 ppm.
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Figura 46. Espectro de correlagdo HSQC (MeOD, 400 MHz) da substancia 10.

Pelo mapa de correlagdo HMBC (Figura 47) observamos os demais dados, as
correlagdes entre H-2 com os C-3 em 42.4 ppm, C-4 em 176.0 ppm e C-1 em 178.6
ppm, entre H-5 e os carbonos C-6 em 14.6 ppm e C-4 em 176.0, entre o H-3 com os
carbonos C-2 em 69.9 ppm, C-4 em 176.0 ppm e C-1 em 178.6 ppm e entre H-6 com o
C-5 em 62.2 ppm, estas correlagbes sdo mostradas na figura 48. Assim a substancia
10 pode ser identificada como aspartato de etila (S10) (Figura 49).

54



ik .

T
~
2
a
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Figura 48. Estrutura quimica do aspartato de etila com correlagdo HMBC.
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Figura 49. Estrutura quimica do aspartato de etila (S10).
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5.2. Testes biolégicos
5.2.1. Contra as catepsinas K e B

Foram testadas as fragbes MCFEH, MCFED e MCFEA frente as enzimas
catepsinas K e B, ligadas aos processos de osteoporose e tumorais, respectivamente,
e estas apresentaram 100% de atividade. Foram testadas também as amostras: S1,
S2, S3, S4, S5 e S6 contras as duas catepsina. S1 apresentou atividade inibitoria
significativa contra a catepsina K, ICs, igual a 29,47uM (Figura 50), mas n&o
apresentou inibicdo significativa contra a catepsina B. O 1Cs, foi calculado utilizando
seis valores de concentragao: 125 uyM, 100 uM, 75 pM, 50 uM, 12.5 upM e 0.25 pM, e
foi feito em triplicata.

100 4
IC, =29,47 M

B0

Inlblgao Enzimatlca (%)

I T I T I T I T I T I T I T 1
1] 20 40 60 &0 100 120 140

Concentragao {pM)

Figura 50. Grafico de ICs, de S1, isolado das folhas de M. cuneifélia, contra a

catepsina K.

S6 apresentou inibigdo significativa, praticamente igual a do seu precursor
(S1), ICs igual @ 29,17 uM (Figura 51), o ICx, foi calculado utilizando cinco valores de
concentracdo: 125 uM, 62.5 uM, 15.6 uM, 7.8 uM, 4 uM e 2 uM e foi feito em triplicata.

Os outros derivados nao apresentaram inibigao significativa frente a catepsina K.
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Figura 51. Grafico de ICs, de S6 contra a catepsina K.
Contra a catepsina B apenas a S4 apresentou inibigao significativa, 1Cs, igual a

41,99 uM (Figura 52), o ICs foi calculado utilizando quatro valores de concentragao:
125 uM, 25 uM, 12.5 pM e 0.025 pM, e foi feito em ftriplicata.

B0 4

ic_= 41,99 M
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Figura 52. Grafico de ICsy de S4 contra a catepsina B.
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Assim as modificagbes estruturais ndo foram significantes visando o aumento
de inibigdo contra a catepsina K, apenas S6 apresentou potencial inibitério e nao foi
maior que o de seu precursor mas sim praticamente igual, ja contra a catepsina B a
reacao de acetilacdo foi fundamental, pois o precursor nao apresentou potencial
inibitério mas seu derivado, no caso S4, apresentou inibigao significativa.

Podemos ent&o induzir que a presenga das duplas ligagbes é importante para
as duas atividades, principalmente contra a catepsina B, pois contra a catepsina K
quando as ligagdes duplas foram reduzidas e a hidroxila fendlica substituida por um
grupo éster a atividade foi mantida. A hidroxila fendlica ndo € importante para atividade
frente a catepsina B, pois sua substituicdo por um grupo éster foi fundamental para o
aparecimento de inibicao, na catepsina K ela segue a explicagdo anterior, é importante
juntamente com as ligagdes duplas, mas quando estas sdo reduzidas a substituicdo
por um grupo éster é fundamental. Ja o grupo acido é importante para o potencial de
inibicio em ambas as catepsinas. Percebemos também que a metilagdo nao foi

importante para nenhuma das inibigoes.

5.2.2. Antimicrobianos

O Acido Myrsinoico A e dois derivados, substancias 4 e 5, foram ensaiadas
para verificar a atividade antimicrobiana frente aos microrganismos Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. enterica serovar typhi, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus,
Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis.

A Tabela 7 apresenta a concentragdo minima inibitéria (CMI) das substancias
testadas, S1, S4 e S5. S1 ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana contra os
microrganimos testados, em contrapartida os seus derivados, S4 e S5, apresentaram
atividade antimicrobiana significativa nos microrganismos Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. S4 apresentou a CMI de
62,5 pg/mL no microrganismo Bacillus subtilis e CMI de 125 ug/mL nos
microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
S5 apresentou excelente resultado, CMI de 15,6 ug/mL nos microrganimos Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Todas
as concentragbes testadas apresentaram efeito bacteriostatico nos microrganismos
citados acima. Nenhuma das substancias testadas inibiram os microorganismos:
Micrococcus luteus, Candida albicans, Salmonella entérica, Candida krusei, Candida

tropicalis e Streptococcus pyogenes.
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Concentragao Inibitéria Minima (ug/mL)

Substancias Bs Ec St Sa Sp  Pa mi Ca Ck Ct

St - - - - - - - - - -
sS4 625 125 - 125 - 125 - ; } ]
S5 156 156 - 156 - 156 - - - -

Ba= Bacillus subtilis; Ec= Escherichia coli; St= Salmonella enterica subsp. Entérica
serovar typhi; Sa= Staphylococcus aureus; Sp= Streptococcus pyogenes; Pa=
Pseudomonas aeruginosa; MI= Micrococcus luteus; Ca= Candida albicans;, Ck=
Candida krusei; Ct= Candida tropicalis.
- : auséncia de inibigao

Tabela 7. Valores da concentragao inibitoria minima (CIM) das substancias

testadas.

Os resultados descritos acima foram acompanhados por experimentos de
controles do solvente (controle negativo), antibiéticos padrées, controle do crescimento
do microrganismo (caldo e microrganismo) e controle de precipitagdo da amostra,
evitando possibilidade de resultado falso-negativo ou falso-positivo.

E interessante notarmos que as mudangas estruturais foram, portanto,
importantes para o potencial de inibigdo frente aos microrganismos Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Percebemos
que as ligagbes duplas ndo sdo importantes para a atividade em todos os
microorganismos testados e o grupamento acido também n&o, mas o grupo éster da
substancia 4, é fundamental para atividade cujo resultado foi igual para quase todos os
microorganismos testados que foram inibidos, em excegédo do Bacillus subtillis, cuja

inibicdo foi em maior potencial.

5.2.3. Inseticidas

Ao compararmos as lagartas alimentadas com os extratos de folhas e frutos de
M. cuneifolia incorporado a dieta artificial, observa-se que nenhum dos parametros
avaliados apresentou diferenga estatisticamente significativa (Tabela 8). O extrato de
folhas de M. cuneifolia ocasionou uma moderada mortalidade larval de 46,67 %
(Tabela 9).
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Outro aspecto que deve ser observado é que apesar da moderada mortalidade
larval, estes resultados ndo descartam a possibilidade de isolarmos substancias de
grande interesse deste extrato. As substancias isoladas ainda ndo foram testadas
frente as lagartas.

Duracgao da fase Duracao da Peso pupal
Tratamento larval fase pupal  (mg)(+EP)’
(dias)(+EP)’ (dias)(+EP)’

Folhas 36,00+ 4,50 a 19,46 £+ 2,37a 260,27 +41,89 a
M. cuneifolia

Frutos 35,06+£299a 18,00+ 1,24a 273,09 + 35,56 a

Controle 33,75+£5,22 a 18,09+295a 264,08 +28,77 a

TMédias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Tabela 8. Médias da duracao da fase larval e pupal, peso pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com o extrato, a 1000 mg kg™, de M. cuneifolia.

Mortalidade Mortalidade
Tratamento larval (%)(#EP)'  pupal (%)(+EP)’
Folhas 46,67 +1527a 11,33+10,26 a
M. cuneifolia
Frutos 26,67 £ 5,77 a 14,00 £ 14,53 a
Controle 20,00 £ 10,00 a 0,00 £ 0,00 a

T Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Tabela 9. Médias das mortalidades larval e pupal de S. frugiperda alimentada com

dieta artificial tratada com o extrato, a 1000 mg kg'1, de M. cuneifolia.
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5.2.4. Antitumoral

S1, S4, S5 e S7 foram testadas, estas amostras foram diluidas na
concentracao de 5 uM (dose unica) e testadas em concentragdo punica, nas seguintes
linhagens: MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (colon), SF-295 (SNC). As amostras sao
selecionadas de acordo com o percentual de inibicdo do crescimento tumoral maior
que 90% nas linhagens celulares utilizadas em MTT.

As atividades citotoxicas das amostras estdo apresentadas na tabela 10 co
suas respectivas porcentagens de inibigao celular e desvio padrao (SD). Nenhuma das
substancias testadas apresentaram potencial inibitério significante, maior que 90%,

frente a qualquer célula, e portanto ndo seguiram para calculo do ICs.

Amostra MDA 435 MDA 435 HCT-8 HCT-8 SF-295 SF-295

Média SD Média SD Média SD
S1 4,24 4,03 37,71 0,30 33,76 1,73
S4 6,08 5,86 33,46 2,14 32,31 0,86
S5 8,32 1,34 39,52 6,67 41,94 3,45
S7 4,45 8,55 37,17 3,10 43,16 1,99

Tabela 10. Porcentagens de inibicao celular (média) e desvio padrao das amostras

testadas frente as células tumorais.
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6. CONCLUSAO

- Os resultados desde trabalho sdo importantes para uma caracterizacao
fitoquimica da planta Myrsine cuneifolia, cujo estudo é inédito, podendo prosseguir
com este trabalho, sendo que muitas substancias ainda estdo na fase de isolamento e
identificacao.

- O estudo fitoquimico foi promissor, com o Isolamento de 5 substancias, sendo
o aspartato de etila (S10) isolado pela primeira vez na familia. A sintese de 5
substancias derivadas do Acido myrsindico A (S1) isolado de M. cuneifdlia, que foi
excelente para andlise das atividades e algumas vezes para melhorar a
potencialidade.

- Ensaios realizados com extratos e substancias puras, utilizando também
comparacgao entre a substancia isolada, S1, e seus derivados.

- Os testes com catepsinas K e B proporcionaram entusiasmo, sendo os
extratos 100% ativos em ambas, e mesmo sendo bom o resultado do acido myrsindico
A (S1), de S6 e de S4, podemos posteriormente chegar a uma substancia com maior
poder de inibicdo, podendo colaborar mais para um auxilio na quimioterapia de
doengas que atingem a populacdo mundial, osteoporose e cancer.

- Apesar do potencial inibitério ndo significativo obtidos dos extratos na
avaliagdo do potencial inseticida, isto ndo retira a possibilidade de substancias
isoladas desta planta serem promissoras.

- Os resultados como antimicrobianos do &acido isolado (S1) ndo foram
significativos mas de seus derivados foram muito interessantes, principalmente da
substancia 5, CMI de 15,6 ug/mL nos microrganimos Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, podendo seguir os estudos para
um futuro farmaco promissor na inibicdo no crescimento de microorganismos.

- Mesmo os resultados inibitérios frente as células MDA-MB-435 (melanoma),
HCT-8 (colon-humano), SF-295 (sistema nervoso central) ndo sendo potentes, isto
nao impedi que estas substancias sejam ativas frente a outras células tumorais e
também que outras substancias isoladas de Myrsine cuneifélia (Myrsinacea) sejam
potentes inibitérias frente a estas ou outras células tumorais.

- Estes resultados, sdo extremamente importantes para uma revisdo sobre os
potenciais da planta até entdo inédita, e também sobre as atividades bioldgicas

trabalhadas.
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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