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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO E AVALIA(;AO DAS ATIVIDADES
ANTIMICROBIANA, CITOTOXICA E INIBITORIA DAS CATEPSINAS B e K DE
Miconia ferruginata (MELASTOMATACEAE). O presente trabalho apresenta o estudo
fitoguimico e os ensaios biol6gicos realizados com o extrato organico das folhas de
Miconia ferruginata. Dentre as substancias isoladas, algumas foram avaliadas quanto ao
potencial antimicrobiano, citotoxico e inibitério das catepsinas B e K. Uma das
amostras foi submetida a modificacdo estrutural com o objetivo de verificar-se arelacdo
estrutura-atividade das moléculas presentes na amostra. O estudo fitoquimico do
extrato etandlico das folhas de M. ferruginata levou ao isolamento e identificagdo de 7
substancias. as flavonas 5,7,4 -triidroxi-6,8-dimetilflavona,  5,6,7-triidroxi-4" -
metoxiflavona e 5-hidroxi-7,4’-dimetoxi-8-metilflavona, além dos triterpenos acido
ursolico e &cido oleandlico e dos esterdides B-sitosterol e estigmasterol e a proposta de
dois isdmeros para um quarto flavondide. A mistura dos triterpenos &cido ursdlico e
&cido oleandlico inibiu consideravelmente a atividade enziméatica da catepsina B (1Cso=
13,02 uM), apresentando também inibi¢do de quatro dos cinco microrganismos frente
aos quais foi testada. A mistura dos ésteres ursolato e oleanolato de metila, obtida a
partir da reacdo com diazometano da mistura dos triterpenos na forma acida, ndo
apresentou resultados considerdveis nos ensaios antimicrobianos e inibitério enzimatico
da catepsina B. No entanto, demonstrou consideravel inibicdo da catepsina K (1Cso=
1,42 uM) e das linhagens tumorais do melanoma (MDA-MB-435) e cancer de cblon
(HCT-8). Dos compostos isolados, as flavonas 5,7,4’ -triidroxi-6,8-dimetilflavona, 5,6,7-
triidroxi-4’ -metoxiflavona e 5-hidroxi-7,4 -dimetoxi-8-metilflavona sdo relatadas pela

primeira vez no género Miconia.
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ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY AND EVALUATION OF ANTIMICROBIAL,
CITOTOXIC AND INHIBITORY ACTIVITIES AGAINST CATHEPSINS B AND K
OF Miconia ferruginata (MELASTOMATACEAE). In this work the phytochemical
study and biological tests performed with the organic extract of the leaves of Miconia
ferruginata are presented. Among the substances isolated, some were evaluated for
potential antimicrobial, cytotoxic and inhibitory uses against cathepsins B and K. One
sample was subjected to structural modification in order to verify the structure-activity
relationship of the molecules in the sample. Phytochemical study of the ethanol extract
of the leaves of M. ferruginata lead to the isolation and identification of 7 substances:
the flavones 5,7,4 '-trihydroxy-6,8-dimetilflavone, 5,6,7-trihydroxy-4 -methylflavone
and 5-hydroxy-7,4'-dimethoxy-8-methylflavone; the triterpenes ursolic and oleanolic
acids; the steroids B-sitosterol and stigmasterol, besides the structural propose for a
fourth flavonoid. A mixture of triterpenes ursolic and oleanolic acids inhibited
significantly the enzymatic activity of cathepsin B (ICso = 13.02 uM), displaying also
inhibition of four of the five microorganisms where was tested. The mixture of ursolate
and oleanolate methyl esters obtained from the reaction with diazomethane of the
mixture of triterpenes in the acid form did not show significant results in the
antimicrobial assays and enzyme inhibition against cathepsin B. However, showed
considerable inhibition against the cathepsin K (1Csp = 1.42 uM) and cell lines of
melanoma tumor (MDA-MB-435) and colon cancer (HCT-8). The flavones 5,7,4 '-
trihydroxy-6,8-dimetilflavone, 5,6,7-trihydroxy-4'-methoxyflavone and 5-hydroxy-7,4'-
dimethoxy-8-methylflavone are reported for the first time in the genus Miconia.
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1. INTRODUCAO

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal é o que tem
contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabdlitos secundérios,
muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicacdes como medicamento,
cosméticos, alimentos e agroquimicos (PHILLIPSON, 1998).

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

A rica biodiversidade do Brasil se distribui em diferentes regides, dentre elas o
Cerrado, que ocupa 25% do territério brasileiro. A grande diversidade de espécies
presente nesse ecossistema fornece material para a realizagdo de estudos especializados
na procura de novas drogas para diferentes doencas (MANS et al., 2000).

Este trabalho visou colaborar com o conhecimento fitoquimico e das atividades
biol6gicas de Miconia ferruginata (Melastomataceae) através da busca de principios
ativos. Paraisto foram cumpridas algumas etapas como preparacéo do extrato etanolico
das folhas do vegetal, fracionamento e isolamento das substancias constituintes do
extrato, identificacdo das estruturas destes constituintes quimicos e realizacdo dos
ensaios biolbgicos para verificagdo das possiveis atividades:

a) Antitumoral, verificada in vitro frente as células MDA-MB-435 (melanoma),
HCT-8 (colon humano) e SF-295 (sistema nervoso central)

b) Inibitéria das catepsinas B e K

c) Antimicrobiana sobre Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus e Candida albicans.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Produtos Naturais Bioativos

A procura de farmacos a partir do “screening” de uma grande variedade de
vegetais para testes biologicos especificos € uma das formas racionais adotadas para a
obtencdo de farmacos de origem vegetal. A busca de substancias que possam se tornar
um farmaco em fontes vegetais difere dos meios sintéticos principalmente pela
diversidade molecular e pela funcionalidade biolégica (NISBET e MOORE, 1997).

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

A aspirina tem sua origem relacionada aos produtos naturais. A salicina e a
salicigenina (Figura 2.1), isoladas de Salix alba e Filipendula ulmaria, respectivamente,
sd0 derivados do é&cido sdlicilico que apresentam propriedades analgésicas e
antiinflamatérias reconhecidas. No entanto, a aspirina, ou &cido acetilsalicilico, ndo é
encontrada como tal nessas plantas, trata-se de uma modificagdo estrutural simples: uma
acetilacdio (HOSTETTMANN et al., 2003).

CH,OH CH,OH COOH COOH
i OGlc i OH i OH i OCOCHj3
salicina saligenina &ido sdlicilico  é&cido acetilsdicilico

Figura 2.1. Salicina, saligenina, &cido salicilico e écido acetilsalicilico

Outro exemplo é a Papaver somniferum, ou papoula, espécie da qual é extraido
0 6pio, cujo constituinte majoritério é a morfina (Figura 2.2), um alcal6ide com potente
propriedade narcética e analgésica. A partir da morfina diferentes derivados semi-
sintéticos foram preparados, a exemplo a diacetilmorfina. Esta molécula foi
comercializada como antitussigeno, sendo tdo eficaz que foi considerada como uma
substancia herdica, dai o0 nome heroina (HOSTETTMAN et al., 2003).
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R,O""

R;=H; R,=H morfing
R1=COCHg3; R)=COCHj3 heroina
Figura 2.2. Morfina e seu derivado semi-sintético

Das cascas de algumas espécies de Cinchona spp. foi isolada a quinina (Figura
2.3), um alcaldide utilizado durante muito tempo como antimalérico e que serviu como
protétipo para a descoberta de derivados antimalariais como a cloroquina e a
mefloquina (BARREIRO e FRAGA, 2001).

H
=z
N HO.
H=N" " N
X X
= =
cl N N CF3
CF3
quinina cloroquina mefloquina

Figura 2.3. Quinina e seus derivados com propriedades antimalariais

A artemisina (Figura 2.4) é outro exemplo de composto prot6tipo natural para
antimaléricos. Essa substancia possui grande atividade sobre as formas resistentes de
Plasmodium. No entanto, alguns problemas de administracdo surgiram devido a
acentuada apolaridade desta molécula. Por este motivo, uma série de derivados foram
sintetizados, entre eles o arteméter, arteéter e artesunato de sodio, aprovados como
drogas antimalaricas em varios paises (HOSTETTMANN et al., 2003).

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

¢Hs

CHsj

OR

artemisina arteméter R=CH3
arteéter R=C,H5
artesunato de sddio  R=COCH,CH>CO,Na

Figura 2.4. Artemisina e seus derivados

O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comegou a
acontecer no seculo XVIII. Os séculos XVIII e XIX caracterizaram-se pelos trabalhos
de extracdo, principalmente de acidos organicos e de alcaléides. Nesta época foi que se
realizaram o isolamento de morfina (1806), quinina e estriquinina (1820) (PINTO et al,
2002).

2.2. AsCisteino Peptidases Lisossomais

As catepsinas estdo distribuidas entre as familias das aspartil peptidases
(catepsinas D e E), serino peptidases (catepsinas A e G), e cisteino peptidases
(catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, W e X) (TURK et al., 2000; BROMME e
KALETA, 2002), e estdo envolvidas no processo de degradacdo de proteinas
intracelulares (JEONG et al., 2004).

As cisteino peptidases lisossomais tém a funcéo primaria de degradar, de forma
ndo seletiva, proteinas dentro dos lisossomos. No entanto, recentemente ficou
demonstrado que muitas dessas enzimas ndo S0 estritamente encontradas nos
lisossomos, podendo acumular-se em diferentes organelas e participar de processos
celulares mais especializados levando a processos patol6gicos como artrite reumatéide e
osteoporose (YASUDA et al., 2005), progresséo de tumores malignos (SLOANE et al.,
1994), distrofia muscular (KOMINAMI et al., 1997) e doengca de Alzheimer
(CATALDO e NIXON, 1990).
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2.2.1. Catepsina B e Processos Cancer igenos

Tumores malignos tém tendéncia de invadir os tecidos vizinhos e atingir os
vasos sanguineos (ENGERS e GABBERT, 2000), que por sua vez transportam as
células tumorais para locais diferentes daqueles em que foram formados. A ocorréncia
desses eventos, conhecidos como metéstases tumorais, leva os pacientes a morte em
mais de 90% dos casos (GABBERT et al., 1991).

Ha crescentes evidéncias da contribuicdo das catepsinas nos eventos
proteoliticos relacionados a progressdo tumoral, tais como proliferacdo celular,
apoptose, angiogénese tumoral, invasdo tecidual e metastase, indicando que elas séo um
alvo em potencial no desenvolvimento de farmacos para o tratamento do cancer (TURK
et al., 2002; TURK e GUNGAR, 2003).

A catepsina B é responsavel pelo rompimento das células cancerosas e 0
consequente espalhamento do material tumoral na corrente sangiiinea, levando a
disseminacéo do cancer por todo organismo. Sua ligacdo com o0 processo de progressao
e invasdo tumoral estd baseada em observacGes de que seus niveis de atividade e
secrecdo sdo aumentados em tumores, sendo que os tumores malignos apresentam 0s
maiores niveis de atividade desta enzima (LIM et al., 2004). Deste modo, a catepsina B
€ considerada um alvo importante no processo de intervencao do cancer.

Estudos do extrato acetbnico de galhos e folhas de Taxodium mucronatum
(Taxodiaceae) e do extrato metandlico das folhas de Cycas guizhouensis (Cycadaceae)
levaram ao isolamento de biflavonas (Figura 2.5) com expressiva atividade inibitoria
das catepsinas B e K. Os valores de |Csp (concentragéo molar de um antagonista que
leva a 50% de inibicéo) destas substancias determinados para a catepsina B encontram-
senaFigura2.5 (ZENG et al., 2006).
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(1) Ri=R,=Ry=H, ICgo= 1,17 1M
(2) R1=R3=H, Ry=CHg, IC5¢= 1,03 M
(3) Rl:RZZCHg, Ro=H, |C50: 0,67 uM

(4) Rl:RZZH, R3:CH3, |C50:0,81HM

(5} 1C5o= 0,62pM

(6) ICs= 0,58uM

OH O
Figura 2.5. Biflavonoides de Taxodium mucronatum e Cycas guizhouensis inibidores

da catepsinaB.

2.2.2. CatepsinaK e Doengas Osseas

O remodelamento do esqueleto € um processo ciclico que envolve fases de
reabsorcdo e de substituicdo Ossea, sendo continuamente remodelados pela acdo
compensatdria dos osteoblastos (que sintetizam a matriz orgénica dos 0Ssos nos quais 0s
componentes minerais s8o depositados) e os osteoclastos (que solubilizam a matriz
mineralizada dos 0ssos pela secrecdo de enzimas proteoliticas) (SEVERINO, 2008).

Catepsina K (CatK) é uma enzima encontrada nos osteoclastos (células
envolvidas no processo de reabsorcado 6ssed) responsaveis pela degradacédo de colégeno

tipo | etipo Il, componentes predominantes da matriz 6ssea extra-celular. Um aumento
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da atividade colagenolitica ocasiona condi¢des patolégicas tais como, osteoporose e
artrite.

A funcdo especifica da catepsina K na reabsorcdo 0ssea foi demonstrada pela
observacdo de que a deficiéncia dessa enzima causa uma displasia 0ssea conhecida
como picnodisostose, uma doenca hereditéria rara caracterizada pelo endurecimento e
fragilidade dos ossos (GELB et al., 1996).

Assim, o desenvolvimento de inibidores especificos desta enzima pode levar a
novas fontes de tratamento para doencas que envolvem a reabsor¢éo 0ssea excessiva.
Estudos do extrato metandlico-diclorometénico de Artocarputs altilis (Moraceag),
levaram ao isolamento de flavondides (7-9, Figura 2.6) com expressiva atividade contra
a catepsina K (PATIL et al., 2002a). O alcaldide (10-Figura 2.6), isolado dos extratos
metandlicos de uma esponja da ordem Haplosclerida também apresentou expressiva
inibicdo frente a catepsina K (PATIL et al., 2002b).

(7) |C50: 170 nM (8) |C50: 840 nM

NH
N NH_
NH
\_NH
(9) |C50: 98 nM (10) | C50: 26uM

Figura 2.6. Produtos naturais inibidores da catepsina K
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2.3. Cancer

O cancer € uma das maiores causas de morte no mundo e, por consequéncia,
tornou-se uma preocupacdo de salde publica. Do total de 7,9 milhdes de mortes em
2007, 13% foram ocasionadas por doencas neoplasicas (Organizacdo Mundial da Salide,
2009).

Exemplos importantes de farmacos antitumorais obtidos de plantas sdo os
alcal6ides bisinddlicos vinblastina e vincristina (Figura 2.7) isolados de Catharantus
roseus (Apocynaceae). Esses compostos sdo considerados medicamentos indispensaveis
para o tratamento de leucemia. Também pode ser citado o paclitaxel, substéncia isolada
de Taxus brevifolia (Taxaceage) e utilizada a principio no tratamento do cancer de ovério
e atualmente no tratamento de outros canceres ginecoldgicos (HOSTETTMANN et al.,

2003).
(0] CeHs O
CgHs N - O
OH
CeHs
R=CH3; vimblastina paclitaxel
R=CHO vincrigtina

Figura 2.7. Vimblastina, vincristina e paclitaxel

De Camptotheca acuminata (Nyssaceae) foi isolado o alcaldide camptotecina
(Figura 2.8). O sucesso clinico desta substéncia foi questionado, apesar de possuir uma
grande atividade antitumoral, devido a sua elevada toxicidade e pouca solubilidade.
Esforgos consideraveis foram realizados na tentativa de encontrar uma estrutura andloga
mais ativa e menos toxica. Em maio de 1996 topotecan foi aprovado para o tratamento
de casos avancados de cancer de ovéario, resistentes a outros tipos de quimioterapicos.
Em junho do mesmo ano foi aprovado o andlogo injetavel chamado irinotecan, utilizado
para o tratamento de cancer do colon e reto (WALL e WANI, 1996; WAGNER, 1999).
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camptotecina
topotecan

Ry=R,=H
R1:OH ; Rzz CH ZN (CH 3)2

irinotecan Ri= _OW NO N: > R=H
O

Figura 2.8. Camptotecina, isolada de Campotheca acuminata, e seus derivados semi-

sintéticos

A podofilotoxina (Figura 2.9) é o principal componente bioativo da podofilina,

uma mistura de resinas obtida a partir do rizoma seco e das raizes das plantas
Podophyllum peltatum e Podophyllum emodi (MILLER, 1985).

CHs;

OR

CHs3

OCHj

R= CHj

R=CH3;  podofilotoxina

R= —

%
o)
H OH
o
<

OCHj
OR

etoposideo

SN

teniposideo|

Figura 2.9. Egtruturas quimicas da podofilotoxina e de alguns de seus derivados
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Mais tarde, foram obtidos por semi-sintese dois derivados da podofilotoxina, o
etoposideo e o teniposideo, cujos estudos experimentais permitiram a introducdo dessas
drogas naterapia do cancer (CRAGG & NEWMAN, 1999).

Em 2004 a Comiss&o Européia aprovou o uso da hemoarringtonina (Figura 2.10)
para o tratamento da leucemia mieldide cronica (Agéncia Européia de Medicina, 2004).
Este alcal6ide foi isolado das sementes de Cephalotaxua harringtonia e vem sendo
considerado como um dos agentes quimioterapicos mais promissores para o tratamento
da leucemia miel6ide (CRAGG e NEWMAN, 2005).

OH

H3C

homoarringtonina
Figura 2.10. Homoarringtonina, isolado de Cephalotaxua harringtonia

Ouitras substancias obtidas de plantas estdo em fase de estudo para o tratamento
do céncer. Exemplo sdo as combretastatinas, isoladas de Combretum caffrum, e seus
derivados. As combretastatinas tém sido investigadas por apresentarem atividade
antiangiogénica (BILENKER et al., 2005).

Em 2003, dos 2255 ensaios clinicos contra o cancer, 173 incluiam o paclitaxel,
115 o docetaxel, 22 a diversos taxanos, 74 o irinotecan, 32 o topotecan, 12 a analogos
diversos as camptotecina e 15 as combretastatinas (CRAGG e NEWMAN, 2004).

2.4. Atividade Antimicrobiana de Plantas

Muito antes que a humanidade descobrisse a existéncia dos micrébios, ja era
aceita a idéia de que certas plantas (que continham o que hoje é conhecido como
antimicrobiano) apresentavam poder de cura. Desde a antiguidade o homem tem feito

uso de plantas para tratar doencas infecciosas comuns, sendo que alguns desses
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medicamentos tradicionais ainda estdo incluidos no tratamento de diversas doencas
(RIOS e RECIO, 2005).

O aumento de prevaléncia de cepas bacterianas resistentes as drogas existentes e
0 aparecimento de cepas com susceptibilidade reduzida frente aos antibiéticos aumenta
a ocorréncia de infecgdes bacterianas intrataveis e ressalta a urgéncia da busca de novas
estratégias no combate as infeccdes (SIERADSKI et al., 1999).

Neste sentido, relevada atencdo tem sido dada a extratos e compostos
biologicamente ativos isolados de espécies vegetais (ANTOUN et al,. 1993).
Antimicrobianos de origem vegetal, além de serem eficientes no tratamento de doencas
infecciosas, atenuam muitos dos efeitos secundérios que sdo freqlientemente associados

aos antimicrobianos de origem sintética (IWU et al., 1999).

2.5. Flavonéides

Os flavondides representam um diverso grupo de produtos naturais de origem
biossintética mista, sendo formados por unidade de fenilpropandide (4-cumarilCoA) e
derivados do malonil-CoA (Figura 2.11) (DEWICK, 2001). S&0 conhecidos mais de
4200 flavondides, sendo que o nimero de novas estruturas praticamente dobrou nos
altimos 20 anos.

Estes metabdlitos sdo importantes ndo apenas no crescimento e desenvolvimento
das plantas, mas também est&o relacionados na defesa contra microorganismos e pragas.
Os flavonoides possuem atividade antioxidante, e os efeitos benéficos no consumo de
frutas, vegetais, ch&verde e vinho tinto estdo relacionados ao efeito antioxidante destes
compostos fendlicos e outros produtos naturais. Além das atividades citadas, sdo
também encontradas na literatura atividade anticancerigena e antiprotozoaria para esta
classe de compostos (DIXON e STEELE, 1999).

Os flavondides constituem uma grande categoria de metabdlitos secundarios de
plantas encontrados em frutas, vegetais, cereais, plantas medicinais, nozes, especiarias,
cha etc (ZHANG et al., 2008; GATTUSO et al., 2007). Apresentam-se como solidos
coloridos ou ainda incolores e concentram-se nas partes aéreas das plantas, ocorrendo
em menor proporcao nas raizes e rizomas (DEWICK, 2001). S&o heterosideos com
quinze carbonos em seu esqueleto bésico, sendo substancias fendlicas do tipo C6-C3-
C6.

11
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OH

CoA

3 malonil-CoA

o

4-hidroxicinamoil-CoA

OH O

chalcona naringenina

OH OH
HO. (@) O HO. o O HO.
7 =10 -
oxidacéo

naringenina apigenina

Figura 2.11. Biossintese de flavondides

Com base no grau de oxidag&o e pela presenca ou auséncia de saturagéo no anel
C heterociclico, os flavonbides podem ser divididos em oito subclasses. flavonas,
flavonols, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas, flavanonols (flavan-3-ols ou
catequinas), chalconas e dihidrochalconas as quais sdo formadas a partir das variagoes
no arranjo estrutural e posi¢oes dos grupos funcionais (WANG e HUANG, 2004; LIN e
HARNLY, 2008). As subclasses flavonoidicas e os padr6es de glicosilacdo sdo
fortemente correlacionados com a taxonomia da planta e fornecem uma ampla gama de
diferentes propriedades quimicas (LIN e HARNLY, 2008). As oito subclasses
combinadas com glicosilacdo em mdltiplos sitios e com uma grande variedade de
sacarideos produzem cerca de 4000 diferentes flavondides ja identificados, cuja lista
ainda continua crescente (ZHANG et al., 2005; LIN e HARNLY/, 2008).

Embora os flavondides segjam geralmente relacionados como agentes nao
nutrientes, esta classe tem atraido grande atencédo dos pesquisadores pelas propriedades
fisiologicas, farmacoldgicas e seus beneficios a salde humana (ZHANG et al., 2005;
GATTUSO et al., 2007). Os Egtados Unidos recomendam um consumo diario de 250
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mg de flavonbides de diferentes fontes. frutas, vegetais, sucos, suplementos de
vitaminas e minerais (LIN e HARNLY/, 2008).

Diante dos beneficios citados acima, existem aproximadamente 13000 relatos
(artigos e livros) descrevendo as propriedades quimicas, bioquimicas, o papel
farmacoldgico e nutricional dos flavondides desde 1990 (GATTUSO et al., 2007). Os
flavondides sdo usados em alguns remédios devido as suas propriedades espasmolitica,
antialérgica e diurética. Presume-se que estas funcdes estejam relacionadas a capacidade
de formacdo de radical estabilizado por ressonancia pelas hidroxilas fendlicas. A
atividade dos flavondides é relacionada as variagBes em suas estruturas quimicas como,
por exemplo, hidroxilagdo, metoxilagéo, grau de polimerizacéo e o tipo de conjugacédo
(glicosilagdo, malonizacéo e sulfonacéo) (WANG e HUANG, 2004).

Esta classe mostra grande atividade antioxidante que parece estar associada com
a reducdo do risco de cancer e doencas cardiovasculares e exibem ainda atividades
antimicrobiana, antiviral e antiinflamatéria. Entretanto, o mecanismo de ac&o in vivo
ainda ndo é conhecido (GATTUSO et al., 2007).

As flavonas e os flavonois sdo flavondides de particular importancia por
conterem atividade antioxidante em alimentos, além disso, estudos epidemioldgicos
indicaram que seu consumo diario assegura reducéo do risco de cancer e doencas
cardiovasculares (WANG e HUANG, 2004).

2.6. Triterpenos

Os triterpenos sdo compostos contendo 30 atomos de carbono formados por 6
unidades de isopreno (C-5) (Figura 2.12). O fechamento do anel do esqueleno
(precursor biogenético desta classe de compostos) pode dar diferentes tipos de
esqueletos, sendo conhecidos mais de 4000 triterpenos naturais com mais de 40 tipos de
equeletos identificados. Podem ser divididos em duas classes principais. 0s
tetraciclicos e os pentaciclicos (DEWICK, 2002).

Quimicamente, triterpenos pentaciclicos sdo todos baseados em um esgueleto de
30 aomos de carbono, constituido por cinco anéis de seis membros (tipos ursano e

oleanano) ou quatro anéis de seis membros e um anel de cinco (tipo lupano).

13
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Figura 2.12. Biossintese dos triterpenos
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Os grupos metil, principalmente aqueles das posi¢des 4 (C-23), 17 (C-28) e 20
(C-30), podem ser oxidados a &cido carboxilico. Além destas, as posicdes 11 e 16
também podem apresentar-se oxidadas (Figura 2.13), o que leva a uma numerosa
possibilidade de estruturas (DEWICK, 2001).

(O]
Figura 2.13. Esqueleto triterpénico pentaciclico e potenciais sitios de oxidacdo em
triterpenos do tipo B-amirina

Compostos triterpénicos sdo congtituintes comuns de plantas e ocorrem em todo
0 reino vegetal, tanto na forma de é&cidos livres quanto na forma de agliconas de
saponinas triterpendides. Surpreendentemente, a literatura contém relativamente pouca
infformagcdo sobre a distribuicdo de triterpenos no reino vegetal, apesar de suas
propriedades farmacoldgicas, que incluem efeitos anti-inflamatorio (SIQUEIRA et al.,
2007), hepatoprotetor (MANKANI et al., 2006), antitumoral (AKIHISA et al., 2007),
antivirais (WU et al., 2007), anti-HIV (YU et al., 2006), antimicrobiana (ANGEH ¢ « .,
2007), antifingicos (ROCHA et al., 2004), antidiabéticos (VILLASENOR et al., 2004),
gastroprotetor (SANCHEZ et al., 2006), e antihiperlipidémicos (Y OSHIKAWA et al.,
2005).

O triterpeno &cido ursblico e seu isdmero &cido oleandlico sdo amplamente
abordados do ponto de vista farmacoldgico. Os usos tradicionais de plantas contendo
estas substancias também sdo muitos, e podendo-se citar brevemente 0 uso como anti-
inflamatério, hepatoprotetor, analgésico, cardioténico, sedativo e tdnico, sendo muitos
destes usos comprovados cientificamente (DALLA VECHIA, GNOATTO e
MOSMANN, 2009). Destaca-se, sobretudo, a atividade antitumoral exibida por estes
dois triterpenos e seus derivados, a qual vem sendo comprovada por trabalhos na area.

A atividade citotoxica destes triterpenos foi testada frente a uma grande

diversidade de linhagens celulares. A Tabela 2.1 apresenta os valores de |Csp destes
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triterpenos para as diferentes linhagens estudadas e que estdo disponiveis na literatura
(CIPAK et al., 2006; OVESNA et al., 2006; TANIGUCHI et al., 2002; LI et al., 2002;
HARMAND et al., 2005; KASSI et al., 2007; MIZUSHINA et al., 2000; TIAN et al.,
2006).

Tabela 2.1. Inibico da proliferacdo celular do &cido ursdlico e acido oleandlico em
diferentes linhagens celulares
Composto Linhagem celular | Cso uM

L1210 - Leucemia murina 32,3
HL-60 - Leucemia humana pré-mielocitica 70,6
Acido oleanolico K562 - Leucemia humana mieloganica >100
HSC-2 - Carcinoma oral escamoso humano 285
HCT15 - Carcinoma de célon humano 60

L1210 - Leucemia murina 14,6
HL-60 - Leucemia humana pré-mielocitica 10,9
K562 - Leucemia humana mieloganica ~24

HSC-2 - Carcinoma oral escamoso humano 63,6

HCT15 - Carcinoma de célon humano 30
Acido ursolico M4Beu - Melanoma humano 12,5-15
PC-3 - Carcinoma de progtata 32,6
LNCap - Carcinoma de préstata 15,7
NUGC-3 - Carcinoma estomacal humano 30

HepG2 - Carcinoma hepatocelular humano 18
R-HepG2 - Carcinoma hepatocelular humano 15

resistente a quimioterapia

Fonte: DALLA VECHIA, GNOATTO e GOSMAN, 2009.

Segundo os valores de | Csp para ainibicdo da proliferacdo celular observa-se, de
maneira geral, que o &cido ursolico é mais potente que seu isdbmero &cido oleandlico,
embora o contrario seja observado em algumas linhagens celulares. Desta maneira, pode
se afirmar que 0 esqueleto ursano é mais potente que 0 esqueleto oleanano quanto a
atividade citotoxica.

O estudo da relacéo estrutura-atividade (REA) de compostos orgéanicos €
considerado, atualmente, uma ferramenta fundamental no planejamento de novos
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protétipos de farmacos. Com este intuito, DALLA VECHIA, GNOATTO e GOSMAN

(2009) tragaram a REA de compostos triterpénicos com esqueleto oleanano e ursano

quanto a sua atividade citotdxica. As conclusdes deste estudo sdo apresentadas na

Figura2.14.

Subgtituinteem C-3:

- aconfiguragdo beta do substituinte
€ necessaria para a atividade;

- grupamento amina aumenta
significativamente a atividade;

- esterificagdo com grupamento

Substituinte em C-17:

- grupamento hidroximetila
diminui aatividade;

- grupamentos aminoal quila
em C-28 levam a compostos
altamente citotdxicos.

hidréxicindmico aumentaa COOH
atividade. !
HO A transferénciadacarboxila do C-17 para
0 C-14 leva ao aumento da atividade.
A clivagem do anel A aumenta a atividade R;=H, R,=CH;
citotéxica se houver substituinte amina. R1=CHs, R=H

Caracteristicas gerais:

- presenca de doador de ligagdo de hidrogénio em C-3 ou C-28 aumenta a atividade;
- hidroxilagdo da estrutura aumenta a atividade;

- 0 esqueleto oleanano completo parece ser necessario para a atividade;

- 0 esqueleto ursano é maiss potente do que o oleanano.

Figura 2.14. REA para triterpenos do tipo oleanano e ursano quanto a atividade

citotoxica.

Fonte: DALLA VECHIA, GNOATTO e GOSMAN, 2009.

Até o presente momento, ndo ha relatos de nenhum trabalho de REA realizado

com a mistura destes triterpenos tendo a metilacéo do grupo acido como Unica fonte de

modificacdo estrutural.

2.7. Esterbides

Os esterdides constituem uma classe de compostos amplamente distribuidos na

natureza. Eles s&o triterpenos degradados (em geral 27 carbonos) similares em estrutura

a0 colesterol, no qual o nicleo do esterGide é composto por quatro anéis ligados. O

grupo 3p-hidroxil e fregtientemente a dupla ligagdo entre C-5 e C-6, tem como fungéo
propiciar estabilizacdo as membranas celulares (FERNANDES e CABRAL, 2007).
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Mais de 100 tipos de fitoesterdides foram encontrados em plantas, nas quais 0s
mais abundantes sdo sitosterol, estigmasterol e campesterol (FERNANDES e
CABRAL, 2007). Estes trés esterGides citados acima se encontram, na maioria das
vezes, em mistura e devido as suas semelhangas estruturais sdo de dificil separacéo.
Destaforma aidentificacdo dos mesmos é realizada em mistura por CG-EM.

Diversas atividades bioldgicas sdo citadas para os esterbides, como exemplos
podem ser citados sua atuacdo no desenvolvimento e controle da reproducéo humana
(estradiol, progesterona e testosterona); na troca de muda em insetos (ecdisona); na
producdo de vitamina D (ergosterol); como agentes antiinflamatérios (corticoesterGides)
e cardiotonica (ROBBERS et al., 1996).

2.8. A familia M elastomataceae

A familia Melastomataceae, pertencente a ordem Myrtales, é formada por
aproximadamente 166 géneros que incluem 4200-4500 espécies (RENNER, 1993). Na
América tropical, a familia esta representada por aproximadamente 3000 espécies,
distribuidas em 100 géneros, sendo Miconia 0 maior género da familia, com cerca de
1000 espécies (MEYER, 1998).

No Brasil, a familia abrange principalmente espécies das tribos Melastomeae,
Miconiae e Microlicieae (ROMERO, 2003) com cerca de 68 géneros e mais de 1500
espécies. Devido a grande diversidade de héabitos que inclui espécies herbéceas,
arbustivas e freqlientemente arbéreas, essa familia pode ser encontrada desde a regido
Amazobnica até o Rio Grande do Sul, ocupando diversos ambientes (ROMERO E
MARTINS, 2002).

Estudos quimicos e bioldgicos tém sido realizados em espécies de diversos
géneros da familia Melastomataceae. Do ponto de vista quimico, a familia destaca-se
pela presenca de éacidos graxos, triterpendides, flavondides e taninos. Dentre as
atividades biolégicas, encontram-se registros da acdo contra verminoses, ulceracoes,
escabiose, dispepsia, hipertensdo e infecgdes causadas por bactérias (CELOTO et al,
2003).

2.9. O género Miconia
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O género Miconia é considerado 0 mais representativo da familia
Melastomataceae e conta com aproximadamente 1000 espécies, distribuidas ao longo da
América tropical. No Brasil estdo representadas cerca de 250 espécies (MARTINS et
al., 1996)

O género € ainda pouco conhecido com relagdo ao seu potencial quimico. De
Miconia lepidota foram isoladas duas benzoquinonas (GUNATILAKA et al., 2001)

(Figura 2.15).
O O
- O - O
O O
2-metoxi-6-pentil-1,4-benzoquinona 2-metoxi-6-heptil-1,4-benzoquinona

Figura 2.15. Egtruturas quimicas das substéncias isoladas de M. |epidota

O estudo de Miconia stenostachya levou ao isolamento de dois triterpenos por
CHAN et al.(1992), cujas estruturas quimicas estdo demonstradas na Figura 2.16. De M.
rubiginosa foram isolados quatro triterpenos (SPESSOTO et al., 2003), aém da
epicatequina e do &cido galico (Figura 2.17), e de seis flavondides glicosilados:
guercetina-3-O-a-ramnopiranosideo, quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo, quercetina-
3-O-a-arabinopiranosideo, quercetina-3-O-p-arabinopiranosideo, quercetina-3-O-f-
galactopiranosideo e quercetina-3-O-a-ramnopiranosil-(1—4)-O-B-galactopiranosideo
(RODRIGUES et al., 2007a).
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acido sumaresindlico acido 3-epi-sumaresindlico
Figura 2.16. Egtruturas quimicas das substéncias isoladas de M. stenostachya

alfa-amirina beta-amirina lupeol

acido ursdlico acido oleandlico beta-sitosterol
OH
COOH OH
HO (@)
HO OH "OH
OH OH
&cido gdlico epicatequina

Figura 2.17. Estruturas quimicas das substancias isoladas de M. rubiginosa
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Da espécie Miconia cabucu foram isolados a quercetina-3-a-L-ramnopiranosil-
(2—1)-O-p-D-xilopiranosideo, a quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (Figura 2.18) e
0 &cido gdlico (Figura 2.17). Além destas substancias, foram isolados outros trés
flavonoides glicosilados: miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo, quercetina-3-O-f-D-
glucopiranosideo e kaempferol-3-O-B-D-(6'’-coumaroil)-glucopiranosideo e o
biflavonoide 5-hidroxi-4’ - 7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"'-hidroxi-3 4 ,7 -
trimetoxiflavona (Figura 2.15) (RODRIGUES et al., 2007b).

quercetina-3-alfa-L -ramnopiranosi|-(2— 1)- quercetina-3-O-alfa-L-ramnopiranosideo
O-beta-D-xilopiranosideo

OCHs

5-hidroxi-4'-7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"-hidroxi-3",4",7"-trimetoxiflavona
Figura 2.18. Substancias isoladas de M. cabucu

O estudo de M. ligustroides e M. sellowiana evidenciou a presenca de
triterpenos no género Miconia. Além dos &cidos ursdlico e oleandlico (Figura 2.17),
foram isolados o &cido 2-a-hidroxiursolico, &cido méaslico e écido urjindlico (Figura
2.19) (CUNHA et al., 2006).
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acido 2-alfa-hidroxiursolico &cido maslico &cido urjindlico

Figura 2.19. Substancias isoladas de M. ligustroides e M. sellowiana

O potencial antimicrobiano de espécies de Miconia ja foi descrito em trabalhos
anteriores. As espécies Miconia chamissois e Miconia ligustroides foram avaliadas por
BARROS et al. (2006) quanto ao potencial antimicrobiano através do método de
difusdo em disco. O extrato metandlico de Miconia chamissois inibiu o crescimento de
Staphylococus aureus, Bacilus cereus e de Candida albicans, enquanto o extrato
hexénico inibiu o crescimento destes microrganismos somente a partir de 500ug do
extrato bruto. Os extratos de M. ligustroides inibiram o crescimento de Candida
albicans (extrato metandlico) e de Bacillus cereus (extrato hexanico) em concentracdes
maiores.

CELLOTO et al. (2003) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
etandlico, hexanico e diclorometanico de Miconia rubiginosa, Miconia albicans e
Miconia stenostachya utilizando a técnica de difusdo em pocgo. Neste ensaio observou-
Se que o extratos etandlicos de Miconia albicans e Miconia rubiginosa mostraram-se 0s
mais ativos frente aos microrganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae e
Candida albicans. Os extratos de Miconia stenostachya foram ativos apenas frente a
Candida albicans.

Os triterpenos écido ursolico, acido urijinolico, écido oleandlico e a mistura de
&cido 2-a-hidroxiursdlico e acido méslico, isolados de Miconia ligustroides e Miconia
sellowiana foram avaliados quanto ao potencial tripanocida, bem como o sal de potéssio
derivado do &cido ursblico. Os estudos in vitro mostraram que os &cidos ursolico e
oleandlico e o sal derivado do é&cido ursolico foram os mais ativos contra as formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (ICsp 17,1 uM, 128 uM and 8,9 uM,
respectivamente) (CUNHA et al., 2006).

Efeitos analgésicos dos extratos hexanico, diclorometanico e etandlico de
Miconia rubiginosa foram avaliados por CELLOTO et al. (2003), os quais mostraram

22

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

efeito antinociceptivo significativo. O fracionamento do extrato diclorometanico levou
a0 isolamento dos acidos ursolico e oleandlico como compostos majoritarios.

Os é&cidos ursolico e oleandlico foram os principais metabolitos isolados em
mistura de Miconia albicans, cujo extrato bruto apresentou atividades analgésica e
antiinflamatéria. Entretanto, a administracéo da mistura contendo 65% de acido ursolico
e 35% de &cido oleandlico ndo exibiu significativas agdes analgésica e
antiinflamatéria. Com base nestes resultados, considerando que a mistura de &cido
ursolico e écido oleandlico foi inativa, foi sugerido que outros compostos devem ser
responsavel por estes efeitos, uma vez que o extrato bruto apresentou boa atividade
(VASCONCELOS €t al., 2006).

O trabalho realizado por CALDERON et al. (2003) evidenciou o potencial
citotoxico do extrato metandlico das partes aéreas de Miconia serrulata. Este extrato
apresentou significativa citotoxicidade in vitro frente as linhagens de cancer de mama,
carcinoma de pulméo e cancer do sistema nervoso central, com 1Csp de 17,0 uM, 18,0

uM e 18,0 uM respectivamente.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Material e M éodos

Fases estacionarias utilizadas para cromatografia em coluna (CC):

- Silica gel 60 (70-230 Mesh) da ACROS ORGANICS

- Silica gel 60 (230-400 Mesh) da ACROS ORGANICS

- Sephadex LH 20 da Amersham Pharmacia Biotech AB

Foram utilizadas colunas de tamanhos variados, dependendo das quantidades a serem

aplicadas.

Solventes utilizados no fracionamento e identificacdo dos compostos:
- Solventes comerciais BRENTAGLA, SINTH, VETEC, LABSYNTH e outros
destilados na sala de destilacdo do Departamento de Quimica da UFSCar para obtencdo

de extratos e fracionamento dos mesmos.

- Solventes grau HPLC da JTB.

- Solventes deuterados da ALDRICH CHEMICAL COMPANY, ACROS ORGANICS,
CIL - CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES, Inc. para obtencéo de espectros de
RMN.

Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA):

Utilizada para monitoragdo dos fracionamentos efetuados:
- Cromatoplaca de silica gel 60 HF254 em aluminio da MERCK.

Reveladores:
- Radiagdo naregido do UV (254 e 360 nm)
- Vanilinaem é&cido sulfurico

Reagentes
Utilizados para reacéo de metilacdo com diazometano:

- p-toluilsulfonilmetilnitrosamida (reagente de Diazald) — Sigma Aldrich

- Hidréxido de potéssio

- Eter etilico

- A solugdo de diazometano foi preparada dissolvendo-se 1,0 g de p-
toluilsulfonilmetilnitrosamina (diazald) em 15 mL de éter etilico. A solugdo foi
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resfriada em banho de gelo e transferida para um baldo de destilacdo, onde foi
adicionado 1,0 g de hidroxido de potéssio em 10 mL de etanol 96%. O sistema foi
deixado em repouso por 5 minutos em banho de gelo e em seguida destilado em manta
térmica a 65° C. O destilado foi coletado sobre éter etilico em banho de gelo
(LEONARD et al, 1995). A metilagdo foi realizada adicionando-se a solugdo de
diazometano ao material a ser metilado até ndo haver mais desprendimento de gés (Ny).

3.2. Coleta e ldentificacdo do M aterial Botanico

As folhas de Miconia ferruginata foram coletadas no més de setembro de 2008,
no campus da Universidade Estadual de Goias (UEG) em Anapolis, Goias, Brasil e
identificadas pela Prof® Dr® Mirley Luciene dos Santos. A exsicata do material vegetal
encontra-se depositada no herbario da Universidade Estadual de Goias sob o nimero
5794.

3.3. Obtencéo do Extrato

O material vegetal foi seco em estufa de circulagéo de ar a 45° C e pulverizado
em moinho Willey. A extragdo do material moido foi realizada por maceracdo em
etanol, atemperatura ambiente, seguida pela evaporacéo do solvente em rotaevaporador
Quimis, obtendo-se 0 extrato conforme representado na Figura 3.1.

Material vegetal
seco e moido

Maceracdo com |
solvente por 3dias |

“Torta’ |#———

Concentracéo |
do solvente

---------

Figura 3.1. Obtencdo do extrato de M. ferruginata

A parte vegetal utilizada no preparo do extrato assim como a quantidade de
extrato obtida estdo descritas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Massa de material vegetal e quantidade de extrato obtido

Material Vegetal Solvente Massa de extrato Cabdigo
Seco (Q) obtida (g)
Folhas (1485) Etanol 405,11 MFFE

M = Miconia; F = ferruginata; F = folha;, E = etanol

3.4. Fracionamento do extrato
O extrato etandlico das folhas de M. ferruginata foi fracionado através de
particdo liquido-liquido, Figura 3.2, originando 4 fragdes.

EXTRATO

1) Suspensdo em 1,0L de EtOH:H,0 (1:3)
2) Extrag&o com hexano

FRACAO
HIDROALCOOLICA

Extracdo com CH,Cl,

FRACAO

A FRAGAO
DICLOROMETANICA

HIDROALCOOLICA

Extracdo com AcOEt

FRACAO
ACETATO DE ETILA

FRACAO

Figura 3.2. Metodologia utilizada na particdo do extrato

As fragdes obtidas apds a particéo e suas respectivas massas estdo representadas
na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Massas obtidas da particdo liquido-liquido do extrato bruto etandlico

Extrato (Q) Solvente Massa obtida (g) Codigo
Hexano 19,63 MFFE-H
405,11 Diclorometano 0,86 MFFE-D
Acetato de etila 24,30 MFFE-A
Residuo agquoso 65,19 MFFE-W
M = Miconia; F = ferruginata; F = folha; E = etanol; H = hexano; D = diclorometano; A = acetato de
etila; W = 4gua

3.5. Isolamento dos Constituintes Quimicos de M. ferruginata

3.5.1 — Estudo Fitoquimico de M FFE-H

O estudo da fragéo hexanica levou ao isolamento da substénciaF3edeT1e T2
em mistura isomérica. Essa fracdo foi primeiramente submetida a cromatografia liquida
a vécuo, realizada em funil de placa sinterizada (¢ x h = 7 x 26 cm), tendo como
suporte silica 70-230 mesh e utilizando-se solventes em ordem crescente de polaridade,

conforme esquematizado na Figura 3.3.

Cromatografia liquida a vacuo
dxh=7x26cm
Silica 70-230 mesh

MFFE-HH MFFE-HA [i MFFE-HM
0059 0689 047 g

Figura3.4 Figura3.5

Figura 3.3. Fracionamento de MFFE-H

| solamento da substancia F3

A subfracdo hexano-diclorometano (MFFE-HD) foi submetida a cromatografia
por adsor¢cdo em coluna de vidro (¢ = 2,0 cm, h= 12 cm) utilizando silica gel do tipo
“flash” (230-400 Mesh) como fase estacionéria e como fase mével mistura de solventes
com gradiente de eluicio em ordem crescente de polaridade como demonstrado

resumidamente na Figura 3.4.
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Foram obtidas 43 fracOes, as quais de acordo com as semelhancas apresentadas
na analise por CCDC foram reunidas em 11 fracfes. Através de experimento de RMN
'H verificou-se a presenca de sinais caracteristicos de flavonoide na fragio HD 7.2. A
substéncia F3 foi isolada a partir da fragdo HD 7.2 através de cromatografia liquida em
coluna utilizando sephadex LH-20 como fase estacionaria, sendo identificada por RMN

de 'H e experimentos de correlacso heteronuclear.

MFFE-HD
0,539

$xh=20x120cm
Silica 230-400 mesh
Eluicdo gradiente: hex:CH.Cl, (7:3/1:1/2:8) — CH,Cl,

HD 1 HD 3 HD 5 HD 9 HD 12
(1-3) (7-12) (20-21) (32) (37-43)
15,7 mg 38,6 mg 4,9 mg 6,5 mg 55,6 mg
HD 4 HD 6 HD 8 HD 10 HD 13
(13-19) (22-23) (25-31) (33-36) (44)
40,3 mg 5,0 mg 29,4 mg 22,1 mg 71,2 mg
¢ xh=20x26,0cm
Sephadex LH-20
Eluicéo isocrética: MeOH
HD 7.1 HD 7.3
(1-15) (17-18)
2,1mg 0,4 mg
Figura 3.4. Isolamento da substancia F3
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| solamento das substanciasT1e T2
O estudo da subfragdo hexano-acetato de etila (MFFE-HA) das folhas de M.

ferruginata levou ao isolamento das substancias T1 e T2. Essas substancias foram
isoladas através de cromatografia liquida em coluna, utilizando-se silica gel 230-240
mesh, sendo identificada por RMN *H e *C. A Figura 3.5 mostra resumidamente como
este estudo foi realizado.

MFFE-HA

0,68

¢xh=20x19,0cm
Silica 230-400 mesh
Eluicéo gradiente: CH,Cl,:AcOEt (8:2) — MeOH

HA 1 HA 2 HA 5
(1-3) (4-5) (25-31)
60,7 mg 44,3 mg 173 mg
dxh=25x115cm
Silica 230-400 mesh
Eluicéo gradiente: CH,Cl,:Actn (9,5:0,5) — Actn
HA 8.1 HA 8.5 HA 8.7 HA 8.9 HA 8.11 HA 8.13
(1-6) (15) (17) (21-24) (29-32) (43)
3,8mg 2,8mg 2,6 mg 4,2 mg 3.6 ma 8,6 mg
HA 8.2 HA 8.4 HA 8.6 HA 8.8 HA 8.10 HA 8.12 HA 8.14
7) (13-14) (16) (18-20) (25-28) (34-42) (44-45)
1,6 mg 11,4 mg 4,4mg 34mg 9,3mg 8,5mg 2,3mg

Figura 3.5. Isolamento das substancias T1 e T2
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3.5.2 - Estudo Fitoquimico de M FFE-A

A fracdo acetato de etila foi submetida a cromatografia liquida a vacuo em funil
de placa sinterizada (§ x h = 7 x 26 cm), tendo como suporte silica 70-230 mesh,
conforme esguematizado na Figura 3.6. Do estudo dessa fragdo foram isoladas as
substancias F1, F2 e F4, além de E1 e E2 em mistura.

: atografia liquida a vacuo
dxh=7x23cm
Silica 70-230 mesh

MFFE-AA
1,489

MFFE-AM
0,489

MFFE-AH MFFE-AD [i
0,025 .

0,31

e e

Figura3.7 Figura3.9

Figura 3.6. Fracionamento de MFFE-A

| solamento das substancias E1 e E2

As substancias E1 e E2 foram isoladas por cromatografia em coluna utilizando-
se silica gel 230-400 mesh a partir da subfracéo acetato de etila-diclorometano (MFFE-
AD). Estas substancias foram identificadas por RMN 'H e CG-EM. A Figura 3.7

mostra resumidamente como este estudo foi realizado.

30

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

MFFE-AD
0,31

¢ x h=3,0x20,0cm
Silica 230-400 mesh
Eluicdo isocratica: hex:CH,Cl,

AD1 AD 3
(1-9) (16-24)
AD 2
(10-15)

AD 4

AD 5
(30-37)
31,9 mg

(25-29)

25,4 mg

AD 6
(38-46)

18,6 mg

¢xh=15x150cm
Silica 230-400 mesh
Eluicdo isocratica: CH,Cl,:AcOEt (9,7:0,3)

AD7
(47-53)
6,2 mg

42,4 mg
AD 4.1 AD 4.2
(1-6) (7-9)
4,1 mg 3,6 mg

AD 4.3
(10-11)
4, mg

AD 4.5
(15-20)

AD 4.4
(12-14)

6,2 mg

Ele

Figura 3.7. Isolamento das substancias E1 e E2

| solamento da substancia F4

3,3mg

AD 8
(54-68)
62,9 mg

Figura3.8

A substéncia F4 foi isolada por cromatografia em camada delgada preparativa a

partir dafragcéo AD 7, como representado na Figura 3.8. Essa substancia foi identificada

por experimentos de RMN em uma e duas dimensdes.
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AD 7
(47-53)

6,2 mg

Placa preparativa
CH.CI,:Actn(9,5:0,5)

AD 7.2
(2-6)
2,7mg

Figura 3.8. Isolamento da substancia F4

| solamento da substancia F2

A substéancia F2 foi isolada por cromatografia em coluna utilizando-se silica gel
230-400 mesh a partir da subfragéo acetato de etila-acetato de etila (MFFE-AA). Esta
substancia foi identificada através de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes.

AsFiguras 3.9 e 3.10 mostram resumidamente como este estudo foi realizado.

MFFE-AA

1,48 ¢

¢ xh=50x14,0cm
Silica 230-400 mesh
Eluicdo isocratica: CH,Cl,:Actn (7:3)

AA 2 AA5 AA7 AA9 AA 11
(11-12) (20) (29-32) (36-37) (41-49)
52,2 mg 9,6 mg 88,5mg 37,9mg 102,3mg
AA1 AA 4 AA 6 AA 8 AA 10 AA
(1-10) (15-19) (21-28) (33-35) (38-40) (50-78)
159,4 mg 40,4 mg 146,2 mg 43,4mg 54,2 mg 174,9mg

AA 3
(13-14)

Figura 3.10

Figura 3.9. Parte do procedimento para o isolamento da substancia F2
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AA 3
(13-14)

117,6 mg

¢ xh=35x130cm
Silica 230-400 mesh
Eluicio isocrética: CH.Cl,:Actn (9:1)

AA 3.1 AgA 13;3 AA 35 AA 3.7 AA 3.9 AA 311
(1-5) é . ) (18-20) (23-27) (37-40) (45-48)
8,6 mg U ma 11,7mg 8,4 mqg 9,3mg 6,8 mg

AA 32 AA34 |@  AA3S AA38 | AA3I0
(13-17)

(41-44)
6,5 mg

(6-8)
5,1 mg

(21-22)

6.4 M (28-36)

14,1 mg
F2
b

Figura 3.10. Isolamento da substéancia F2

8,2 mg

| solamento da substancia F1

A substéancia F1 foi isolada por cromatografia em coluna utilizando-se silica gel
230-400 mesh, como representado na Figura 3.10. Essa substancia foi identificada por

experimentos de RMN em uma e duas dimensdes.

AA 38
(28-36)

8,2 mg

¢ xh=20x46,0cm
Sephadex LH-20
Eluicdo isocratica: MeOH

AA 381 AA 3.8.2
(1-8) (9-12) AA 383
32mg 0,6 mg (13-17)

1,7 mg

Figura 3.11. Isolamento da substéncia F1

3.5.3. Estudo Fitoquimico de M FFE-D

O estudo dessa fragdo levou ao isolamento das substancias F1 e F2, ja isoladas
anteriormente na fragdo acetato de etila.
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| solamento da substancia F2

A substancia F2 foi isolada através de cromatografia liquida em coluna
utilizando-se silica gel 230-400 mesh e sephadex LH-20, como representado na Figura

3.11. Essa substancia foi identificada por experimentos de RMN em uma e duas

dimensoes.
,0X 16,0 cm
Silica 230-400 mesh
Eluicdo isocrética: CH,Cl»:Actn(9,5:0,5)
‘ D2 D4
D1 (7-10)) D3 (15-17)
(1-6) 412mg (11-14) 658mg
32,4 mg 54,6 mg
¢ xh=3,0x150cm
Silica 230-400 mesh
Eluicdo isocratica: CH,Cl,:Actn (9:1)
D5.1 D5.2 D54 D55 D 5.6 D 5.8 D5.9 D 5.10
(1-9)  (10-12) (18-25) (26-32) (33-36) (42-48)  (49-55) (56-60)
106mg 9,7mg 47.3mg 404mg 21,2mg 160mg 98mg 6,3mg
D 5.7

D 5.3
(13-17)

(37-41)
18.0 ma

—*» Figura3.13
¢ xh=24x66,0cm

Sephadex LH-20

Eluicdo isocrética: MeOH: CH,Cl,

D531 D532 D533
(1-12) (13-16)  (17-20)
6,9 mg 45mg 34mg D534

(21-23)

20,1 mg
F2

Figura 3.12. Isolamento da substéancia F2

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

| solamento da substancia F1

A substancia F1 foi isolada através de cromatografia liquida em coluna
utilizando-se silica gel 230-400 mesh e sephadex LH-20, como representado na Figura
3.12. Essa substancia foi identificada por experimentos de RMN em uma e duas

dimensdes.

D5.7
(37-41)
18,0 mg

¢ xh=24x66,0cm
Sephadex LH-20
Eluicdo isocrética: MeOH: CH,Cl,

D5.7.1 D5.7.2
(1-15) (16-17) D 5.7.3
8,2mg 3,7mg (18-19)

1,7mg
F1

Figura 3.13. Isolamento da substéncia F1

3.6. Metodologia dos ensaios biol6gicos
3.6.1. Ensaios Enzimaticos

Foram realizados ensaios enzimaticos frente as catepsinas K e B. A atividade
enzimética foi determinada pelo aumento de fluorescéncia devido a hidrélise dos
substratos. A leitura foi convertida em nmols de substrato hidrolisado por minuto a
partir das curvas de fluorescéncia das solucdes de substrato antes e depois da hidrélise
total. Os pardmetros cinéticos foram cal culados usando-se o programa Origin.

As atividades enziméticas frente aos inibidores naturais foram determinadas pela
hidrdlise do substrato fluorogénico Z-FRMCA (SIGMA). Essa medida foi monitorada
por um fluorimetro de placa de 96 pocos, com fenda de excitacdo ajustada para | « 380
nm e emissdo | ¢n 460 nm. Nas determinagbes, as placas foram mantidas em
compartimento termostatizado (27° C). As enzimas foram pré-ativadas com DTE (2,0
mM) por 5 min. Em seguida foram adicionados 5 L da solucg&o a ser testada (extrato ou

substancia pura) deixando-se a placa em pré-incubacéo por 5 min. Em seguida foram
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adicionados 10 pM do substrato Z-FRMCA, realizando-se a leitura em tempo real. Os
ensaios com as catepsinas K e B foram realizados em fluorimetro GEMINI — XS, com

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

3.6.2. Ensaios de Citotoxicidade in vitro

As andlises de citotoxicidade foram realizadas no Laboratério de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceard (UFC), sendo responsavel pelos testes
Kristiana Cerqueira Mousinho. Essas andlises foram realizadas através do método do
MTT, o qua vem sendo utilizado 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 répido, sensivel e barato.

Foi descrito primeiramente por Mosman em 1983 e modificado por Alley em
1996, tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E
uma andlise colorimétrica baseada na conversdo 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 linhagens utilizadas, MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon - humano) e
SF-295 (sistema nervoso central), foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(USA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibiéticos, mantidos em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5%
de CO..

As células foram plaqueadas na concentracdo de 1,0 x 10° céls./100uL, para
células aderidas. As substancias foram acrescidas em concentragdes de 5 ug/mL (dose
Unica). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37° C. Antes
do término do periodo de incubacdo, foram centrifugadas e o sobrenadante foi
removido. Em seguida, foram adicionados 200 uL da solucdo de MTT (sa de
tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3 h. A absorbancia foi lida apds
dissolucéo do precipitado com DM SO em espectrofotdmetro de placa a 550 nm.

Os resultados foram analisados segundo suas médias e respectivos desvios-
padréo no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi analisada a partir de dois
experimentos realizados em duplicata
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3.6.3. Ensaios Antimicrobianos

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratério de bioensaios do
grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar),
aplicando-se os testes de susceptibilidade para determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM), segundo as normas descritas pelo NATIONAL COMMITE FOR
CLINICAL LABORATORY STANDARDS (NCCLS, 2003) e adaptacdo das normas
descritas pelo  NATIONAL COMMITE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS (NCCLS, 2002).

Os testes foram realizados em placas de 96 pogos (ELISA), onde diluiches
seriadas em triplicatas das amostras e antibiéticos de referéncia foram preparadas
usando caldo Mueller-Hinton para o crescimento das bactérias e caldo Sabouraud para
leveduras. As amostras foram transferidas para as placas de microdiluicdo depois de
dissolvidas no solvente adequado: DMSO para amostras polares e Tween 80 para
amostras de média polaridade e apolares, e caldo seletivo de crescimento microbiano
numa concentragdo inicial de 500 pg/mL para as amostras testadas. Os indculos
microbianos foram preparados nestes meios e a concentracdo gjustada frente ao tubo 0,5
McFarland de turbidez padrdo (10° unidades formadoras de colénias — UFC/mL) e
respectivamente diluidos nas razbes de 1:10 no caldo para o procedimento de
microdiluicéo.

Porgbes de 5 pL de cada suspensdo microbiana foram transferidas para todos os
pocos da placa de microdiluicdo contendo 100 pL da amostra a ser testada ou do
antibiotico de referéncia (controle). As placas foram incubadas em estufaa 37 °C por 18
a 24 horas. Ap6s o crescimento e leitura dos resultados foram realizadas as semeaduras
do meio liquido contido nos pocos que apresentaram inibicdo no crescimento do
microrganismo. A semeadura foi realizada em placas de Petri com 0 agar especifico
para 0 microrganismo, confirmando o efeito bacteriostético ou bactericida da amostra.
Depois da retirada do material para semeadura, as placas de Elisa foram reveladas com
10 pL do revelador de crescimento microbiano — resazurina, que muda de coloragéo
(azul para vermelho) quando ha o crescimento do microrganismo, tornando as culturas
dos mesmos avermelhados.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) nestes ensaios foi considerada a menor

concentracéo da amostra que impediu visivelmente o crescimento microbiano.
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3.7. Andlisespor RMN

As andlises por RMN foram feitas nos equipamentos BRUKER DRX 400 (9,4
Tesla) e BRUKER ARX 200 (4,7 Tesla). As amostras foram solubilizadas de acordo
com suas polaridades em CDCl3, acetona-ds ou MeOD.

3.8. Andlisepor CG-MS

A andlise por CG-MS foi redlizada no equipamento QP 5000 Shimadzu,
utilizando-se coluna AT-5 MS (30 m x 0,25 mm), filme de 0,25 um de espessura e 0
modo de ionizagdo por impacto eletronico a 70 eV. A temperatura do injetor foi
mantida 250 °C e a do detector a 280 °C. Foi injetado o volume de 1 uL de amostra
solubilizada em acetato de etila grau HPLC no modo split. Para a analise da mistura de
esterGides foi utilizada a seguinte programacao de temperatura: 150 °C (3 min); 6°C/min
até 280 °C; 280 °C (20 min).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Substancias | soladas

O estudo fitoguimico de Miconia ferruginata possibilitou o isolamento e
identificacdo de 7 metabdlitos secundarios e a proposta de dois isOmeros para um

oitavo.
OH
CH3 5,7,4 -trihidroxi-6,8-dimetilflavona (F1)
HO. o) Massa: 3,4 mg
O | |solamento: p. 33 ep. 35
|dentificagdo: p. 41
HsC

5,6,7-trihidroxi-4’ -metoxiflavona (F2)
Massa: 34,2 mg

Isolamento: p. 32ep. 34

|dentificagdo: p. 47

5-hidroxi-7,4 -dimetoxi-8-metilflavona (F3)
Massa: 0,8 mg

| solamento: p. 27

| dentificagdo: p. 52

OCHj

OCHj

| sbmer os propostos para a substancia F4
Massa: 0,9 mg

|solamento: p. 31

|dentificagdo: p. 57
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Acido ursolico (T1)
Massa: 63 mg (em mistura)
|solamento: p. 28

| dentificagdo: p. 60

Acido oleandlico (T2)
Massa: 63 mg (em mistura)
|solamento: p. 28

| dentificagdo: p. 60

p-sitosterol (E1)

Massa: 6,2 mg (em mistura)
| solamento: p. 30

| dentificagdo: p. 63

Estigmasterol (E2)

Massa: 6,2 mg (em mistura)
| solamento: p. 30
|dentificagdo: p. 63
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4.2. |dentificacdo da substancia F1

A substancia F1 foi isolada da fracdo em acetato de etila como cristais amarelos
em forma de agulha. Esta substancia foi identificada através da andlise de experimentos
de RMN em uma e duas dimensdes.

No espectro de *H (Figura 4.1, p. 45) foi observada a presenca de dois dubletos,
em um sistema AA’BB’ de acoplamento de spin, na regido de hidrogénios ligados a
carbonos arométicos em 6y 7,86 e oy 6,93, integrados para dois hidrogénios cada, com
constante de acoplamento de 8,4Hz. Neste mesmo experimento, observou-se um
singleto em oy 6,54; integrando para um hidrogénio e dois singletos intensos de
hidrogénios metilicos em 6y 2,32 e 6 2,09 integrando para trés hidrogénios cada. Estas
observacdes sugeriram a presenca de uma flavona contendo um substituinte na posicéo
C-4' eum anel A completamente substituido.

No mapa de contorno de HSQC (Figura 4.2, p. 45), pdode-se observar a
correlacdo do singleto em &y 6,54 com um sinal de carbono em 6¢ 102,1; caracterizando
0 hidrogénio H-3 de uma flavona. No experimento de HMBC (Figura 4.3, p. 46),
observou-se a correlagdo deste singleto com os carbonos em 6c 1225 e 6c 1834

atribuidos aos carbonos C-1' e C-4, respectivamente.

A O,

|
1oz,fD|

O

HSQC HMBC

No experimento de HSQC observou-se a correlagdo do dubleto em &y 6,92 (H-
3'/5) com o sinal de carbono em &c 115,7; referente aos carbonos C-3'/5. O
experimento de HMBC mostrou a correlacéo do hidrogénio em oy 6,92 (H-3'/5’) com o
sinal de carbono em ¢ 122,5 (C-1'). Neste mesmo experimento foi observada a
correlacdo do dubleto em 6y 7,85 (H-2'/6’) com o sinal de carbono em 6¢c 163,1
correspondente ao carbono C-4'.
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O hidrogénio metilico em 8y 2,32 mostrou correlacdo, no experimento de
HSQC, com o sinal de carbono em 6¢ 7,9; correspondente ao carbono da metila ligada
ao C-8. No mapa de contorno HMBC este hidrogénio correlacionou-se com os sinais de
carbono em &¢ 103,7; dc 154,2 e ¢ 164,9; referentes aos carbonos C-8, C-9 e C-7,

respectivamente.
&
(°CH,
HO O >

OH O

O segundo sinal de hidrogénio metilico, com deslocamento de 2,09 ppm,
mostrou correlacdo com sinais de carbono em d¢ 108,8; d¢ 157,7 e 6¢ 164,9; referentes
aos carbonos C-6, C-5 e C-7, respectivamente, o que confirmou a ligagdo desta metila

ao carbono C-6.

HO o %
- |
H—CH;

2,09
OH O

A presenca de uma hidroxila em C-5 foi confirmada com a obtengdo do espectro
em acetona deuterada (Figura 4.4, p. 46). A andlise dos dados e a comparacéo com 0s
dados obtidos por Y OUSSEF et al. (1998) permitiram identificar a substancia F1 como
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a flavona 5,7,4 -trihidroxi-6,8-dimetilflavona, isolada anteriormente de Syzyginum
afternifolium (RAO e RAO, apud YOUSSEF, RAMADAM e KHALIFA, 1991 ) e
Pancratium maritimum (Y OUSSEF, RAMADAM e KHALIFA, 1991).

OH

5,7,4'-trihidroxi-6,8-dimetilflavona

A Tabela 4.1 mostra os dados espectroscopicos da flavona em comparacdo com
os dados da literatura

Tabela 4.1. Dados de RMN de *H e *C da 5,7,4’ -trihidroxi-6,8-dimetilflavona

H/C o @ oy lit © o O dclit @
2 ND 159,7
3 6,54 (s) 6,77 (9 102,1 102,4
4 183,4 182,0
5 157,7 155,9
5-OH 13,22 (9) 13,12 (5)
6 108,8 103,4
7 164,9 163,2
8 103,7 101,8
9 154,2 152,3
10 ND 106,9
1 122,5 121,5
26 7,85 (d) 7,93 (d) ND 128,2
3/5 6,92 (d) 6,94 (d) 115,7 115,9
4 163,1 160,9
6-CH3 2,09 (9) 2,02 (9) ND 8,2
8-CH3 2,32 (9 2,28 (9) 7,9 7,9

(8 MeOD, 400MHz; (b) MeOD, 100MHz; (c) DMSO, 400MHz; (d) DM SO, 100MHz
* valores obtidos através das projecdes de carbono do HSQC e HMBC; ND: ndo determinado
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A C-aquilagéo dos flavondides pode acontecer de duas formas distintas;, a
primeira se da através da ligacd de um aclicar diretamente ao nucleo flavonoidico,
enguanto a segunda envolve aligacéo de diferentes grupos alquila, geralmente do grupo
metila, a um dos carbonos do flavondide.

Os primeiros trabalhos envolvendo o isolamento de flavondides C-metilados se
referem a espécies de Pinus (Pinaceae) e a Lonchitis tisserantii (LEBRETON e
VOIRIN, 1967), nas quais se encontrou a 6-C-metilcrisina; as espécies do género
Matteuccia, das quais foi isolada a flavona 6,8-di-C-metilada matteucinol (FUY SE,
1929 citado por HARBORNE, 1967) e as espécies de Eucalyptus, onde foram
encontrados a eucaliptina e a sideroxilina (WOLLENWEBER e KOHORST, 1981).

WOLLENWEBER e JAY (1988) e WOLLENWEBER (1994) listaram as
familias nas quais os flavondides C-metilados ja foram encontrados. As familias que
mais contribuiram com esse tipo de flavondide foram Myrtaceae e Ericaceae. Podem
também ser citadas as familias Pteridaceae, Pinaceae, Agavaceae, Liliaceae,
Annonaceae, Clusiaceae, Didieriaceae, Nyctaginaceae, Fabaceae, Meliaceae,
Platanaceae e Asteraceae. Na maioria destas familias, com excecdo de Myrtaceae e
Ericaceae, os flavonéides C-metilados geralmente sdo encontrados em apenas um
género e num reduzido nimero de espécies (BOHM, 1998). A presenca de flavondides
C-metilados é relatada pela primeira vez no género Miconia e provavelmente também
na familia Melastomataceae.

Dos flavonbides C-metilados listados por WOLLENWEBER e JAY (1988) e
WOLLENWEBER (1994), nenhum apresentou C-metilagdo no anel B. A metilagdo nos
carbonos C-6 e C-8, e em ambas as posicdes, s&0 mais comuns, enquanto que a
metilacdo no carbono C-3 é de rara ocorréncia.
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Figura 4.1. Espectro de RMN 'H da substancia F1 (MeOD, 400 MHz)

Figura 4.2. Mapa de contorno de HSQC da substancia F1 (MeOD, 400MHz)
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Figura 4.3. Mapa de contorno de HMBC da substancia F1 (MeOD, 400MHz)
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Figura 4.4. Espectro de RMN *H da substancia F1 (acetona-ds, 200MHz)
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4.3. |dentificacdo da substancia F2

A substancia F2 foi isolada das fragoes acetato de etila e diclorometanica. Esta
substancia foi identificada através da andlise de experimentos de RMN em uma e duas
dimensbes.

No espectro de RMN de *H (Figura 4.5, p. 50) foi observada a presenca de dois
dubletos naregido de hidrogénios aroméaticos em 8y 7,96 e oy 7,03, integrados para dois
hidrogénios cada, com constante de acoplamento de 8,4Hz. Neste mesmo experimento,
observaram-se trés singletos em oy 6,79, oy 6,68 e oy 3,98, integrando respectivamente
paraum, um e trés hidrogénios, sendo o Ultimo sinal referente aos hidrogénios metilicos
ligados a um heterodtomo. Observou-se ainda um singleto em 6y 13,14, caracteristico
de flavondides contendo um grupo hidroxila na posicdo C-5. Estas observacdes
sugeriram a presenca de uma flavona contendo um substituinte na posicédo C-4 e um
anel A tri-substituido.

No mapa de contorno de HSQC (Figura 4.6, p. 51), pbde-se observar que o
singleto em &y 6,68 apresentava correlacdo com um sinal de carbono em 6¢ 106,59; o
gue é caracteristico do hidrogénio H-3 de uma flavona. No experimento de HMBC
(Figura 4.7, p. 51), observou-se a correlagdo deste singleto com os carbonos em ¢
106,0; 8¢ 123,0; d¢ 165,0 e 6¢ 183,0 atribuidos aos carbonos C-10, C-1', C-2 e C-4,
respectivamente.

HMBC

No mapa de contorno de HMBC a correlagdo do singleto em 6y 6,79 com o sinal
de carbono em 8¢ 156,5 referente ao carbono C-9 sugeriu a ligagcdo deste hidrogénio ao

carbono C-8. Ainda neste experimento, este hidrogénio apresentou correlagdo com 0s
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sinais de carbono em 6¢ 106,0; dc 108,0 d¢ 164,0 e d¢ 183; atribuidos aos carbonos C-
10, C-8, C-7 e C-4 respectivamente.

O dubleto em 6y 7,03 (H-3'/5") mostrou correlagdo com o sinal de carbono em
dc 118,9; referente aos carbonos C-3'/5 (HSQC, Figura 4.6, p. 51), enquanto no
experimento de HMBC foi observada a correlacdo destes hidrogénios com os carbonos
em 6¢ 123,0 e 5¢ 162,5; referentes aos carbonos C-1' e C-4.

No experimento de HSQC observou-se a correlagdo do dubleto em &y 7,96 (H-
2'/6') com o sinal de carbono em &c 131,90; referente aos carbonos C-2'/6'. No
experimento de HMBC pbde-se observar a correlagdo destes hidrogénios (H-2'/6’) com
os sinais de carbono em 8¢ 162,5 (C-4') e 6¢ 165,0 (C-2).
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No mapa de contorno de HSQC (Figura 4.6, p. 51), pbde-se observar que o
singleto em &y 3,98 correlacionava com um sinal de carbono em d¢c 58,63. No
experimento de HMBC o singleto da metoxila em &4 3,98 mostrou correlagdo com um
sinal de carbono em d¢ 162,5; atribuido ao carbono C-4'.

¥\
O—CH-—H O—CHo-H

58,63 1625

Com as informagdes obtidas nos experimentos de RMN pdde-se concluir que a
substéncia F2 tratava-se da 5,6, 7-trihidroxi-4 -metoxiflavona. A Tabela 4.2 mostra os

dados espectroscopicos desta flavona.

5,6, 7-trihidroxi-4'-metoxiflavona
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Tabela 4.2. Dados de RMN de *H e *C da 5,6, 7-trihidroxi-4’ -metoxiflavona

H/C o @ oc O
2 165
3 6,68 (s) 106,59
4 184,00
5 ND
5-OH 13,14 (s)
6 ND
7 164,00
8 6,79 (9 92,60
9 156,00
10 106,00
i 123,00
2'/6 7,96 (d) 131,91
3/5 7,03 (d) 118,90
4 162,50
4'-OCHs; 3,98 () 58,63

(a) acetona, 400MHz; (b) acetona, 100MHz

* valores obtidos através das projecdes de carbono do HSQC e HMBC; ND: nédo determinado
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Figura 4.5. Espectro de RMN *H da substancia F2 (acetona ds, 400MHz)

Figura 4.6. Mapa de contorno de HSQC da substéancia F2 (acetona ds, 400MHz)
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Figura 4.7. Mapa de contorno de HMBC da substancia F2 (acetona ds, 400MHz)
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4.4. |dentificacdo da substancia F3

A substéancia F3 foi isolada da fracdo hexanica do extrato etandlico da folhas de
Miconia ferruginata. O composto foi identificado em mistura através da andlise dos
espectros de RMN *H, HSQC e HMBC.

No espectro de RMN de *H (Figura 4.8, p. 56) foi observada a presenca de dois
dubletos, em um sistema AA’BB’ de acoplamento de spin, na regido de hidrogénios
ligados a carbonos aromaticos em &y 7,02 e dy 7,85; integrados para dois hidrogénios
cada, com constante de acoplamento de 8,4Hz. Neste mesmo experimento, foram
observados dois singletos em 6 6,60 e o4 6,50 integrados para um hidrogénio cada e
dois singletos em &y 3,93 e 64 3,89 referentes aos hidrogénios metilicos da metoxila
aromética. Observou-se ainda um singleto intenso de hidrogénio metilico em &y 2,12
integrando para trés hidrogénios e um singleto em 6y 12,88; caracteristico de
flavondides contendo um grupo hidroxila na posi¢éo C-5.

No mapa de contorno de HSQC (Figura 4.9, p. 56), pbde-se observar que o
singleto em oy 6,60 apresentava correlacdo com um sinal de carbono em 6¢ 104,72; o
gue é caracteristico do hidrogénio H-3 de uma flavona. No experimento de HMBC
(Figura 4.10, p. 57), observou-se a correlagdo deste singleto com os carbonos em ¢
105, 57 e 8¢ 182,6 atribuidos aos carbonos C-10 e C-4, respectivamente.

& o o)
e @
10472 H is26 H
0\4 0 OH \O

12,88

HSQC HMBC

No experimento de HSQC a correlagdo do singleto em 64 6,50 com um sinal de
carbono em ¢ 89,47 sugeriu a ligagdo deste hidrogénio ao carbono C-6. No mapa de
contorno de HMBC este sinal apresentou correlagdo com 0s sinais de carbono em ¢
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105,57; 6¢c 109,08 e dc 156,18; atribuidos aps carbonos C-10, C-8 e C-5

respectivamente.

No experimento de HSQC observou-se a correlagdo do dubleto em &y 7,85 (H-
2'/6') com o sinal de carbono em &c 128,30; referente aos carbonos C-2'/6'. No
experimento de HMBC pbde-se observar a correlagdo destes hidrogénios (H-2'/6’) com
os sinais de carbono em 6¢ 128,03 (C-2'/6') e 6¢ 162,44 (C-4').

O dubleto em 6y 7,02 (H-3'/5") mostrou correlagdo com o sinal de carbono em
dc 114,43; referente aos carbonos C-3'/5 (HSQC, Figura 4.9, p. 56), enquanto no
experimento de HMBC foi observada a correlacdo destes hidrogénios com o carbono

em 8¢ 162,44; referente ao carbono C-4'.

53

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

No mapa de contorno de HSQC (Figura 4.9, p. 56), pdde-se observar que 0s
singletos em 6y 3,93 e 6y 3,89 correlacionavam com um sinal de carbono em d¢ 55,74,
indicando que as metoxilas ndo estavam orto dissubstituidas. No experimento de
HMBC o singleto da metoxila em &y 3,93 mostrou correlagdo com um sinal de carbono
em dc 163,18, atribuido ao carbono C-7, enquanto o singleto da metoxila em 6y 3,89
apresentou correlagdo com um sinal de carbono em &¢ 162,44, referente ao carbono C-

4.

O—CHp—

55,74
55,74

No HSQC o sinal do hidrogénio metilico em éy 2,12 apresentou correlacdo com
um sinal de carbono em éc¢ 6,94, referente ao carbono CH3-8. No mapa de contorno de
HMBC foi possivel observar, além das correlagdes com os carbonos C-8 e C-7,
correlagdo com um sinal de carbono em &c 158,47 atribuido ao carbono C-9,

confirmando a ligagéo da metilaao C-8.

)
6oCH2
CH30. o,
|
OH O

Com as informagdes obtidas nos experimentos de RMN pdde-se concluir que a
substéncia F3 tratava-se da 5-hidroxi-7,4’ -dimetoxi-8-metilflavona. A Tabela 4.3

mostra os dados espectroscopicos desta flavona.
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5-hidroxi-7,4'-dimetoxi-8-metilflavona

A ocorréncia natural da 5-hidroxi-7,4’ -dimetoxi-8-metilflavona foi proposta pela
primeira vez por EL-GHORAB et al., 2003, em um trabalho com as folhas de
Eucalyptus camaldulensis. Além desta, a Unica literatura disponivel para esta substancia
é datada de 1966 e descreve um método sintético para seu preparo (JAIN, SARPAL,
SESHADRI, 1966 apud EL-GHORAB et al., 2003).

Tabela 4.3. Dados de RMN de *H e *C da 5-hidroxi-7,4’ -dimetoxi-8-metilflavona

H/C o @ oc O
2 ND
3 6,60 (s) 104,72
4 182,6
5 156,18
5-OH 12,88 (s)
6 6,50 (9) 89,47
7 163,18
8 109,08
9 158,47
10 105,57
1 ND
2'/6 7,85 (d) 128,30
3/5 7,02 (d) 114,43
4 162,44
7-OCH3 3,93 (9 55,74
4'-OCH3 3,89 (9) 55,74
8-CHj 2,12 (s) 6,94

(a) CDCl3, 400MHz; (b) CDCl3, 100MHz
* valores obtidos através das projecdes de carbono do HSQC e HMBC; ND: ndo determinado
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Figura 4.9. Mapa de contorno de HSQC da substéncia F3 (CDCl3, 400MHz)
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Figura 4.10. Mapa de contorno de HMBC da substancia F3 (CDCl3;, 400MHz)

4.5. Identificagdo da substancia F4

A substancia F4 foi parcialmente identificada através de experimentos de RMN
em uma e duas dimensBes. No espectro de RMN *H (Figura 4.12, p. 59) observou-se um
duplo dubleto em 64 7,54 (1H, dd, J = 8,4; 2,4HZz), um dubleto em 64 7,47 (1H, d, J =
2,8Hz) e outro em éy 6,87 (1H, d, J= 8,8Hz). Esta multiplicidade sugeriu que o anel B
do flavondide apresentava dois substituintes orto um ao outro. Neste experimento foi
observada também a presenca de dois singletos referentes a hidrogénios aromaticos em
dn 6,75 e d4 6,64 e dois singletos referentes a hidrogénios metilicos ligados a
heterodomos em 6y 3,97 e oy 3,95. Estes sinais sugeriram a presenca de trés oxidagdes
no anel A.

No mapa de contorno de HSQC (Figura 4.13, p. 59), p6de-se observar que 0s
singletos em 6y 3,97 e 6y 3,95 apresentavam correlagdo com um sinal de carbono em ¢
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56,97 indicando que as metoxilas ndo sdo orto dissubstituidas. Neste mesmo
experimento foi observado que o singleto em oy 6,75 correlacionava com um sinal em
d¢c 91,49; sugerindo que este sinal fosse referente ao hidrogénio H-8. Foi observada
também a correlagdo do singleto em &y 6,64 com um sinal de carbono em 6¢ 103,22;
referente ao carbono C-3.

PAde-se observar ainda a correlagéo do dubleto em 6y 7,47 com o sinal em ¢ 110,93;
atribuido ao C-2’; e do dubleto em 6y 6,87 com o0 sinal em 8¢ 117,97; referente ao C-5'.

A partir destes dados, dois isbmeros foram propostos para a substancia F4
(Figura4.11, p. 58)

Figura 4.11. Edtrutura dos isbmeros propostos para a substancia F4
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Figura 4.12. Espectro de RMN *H da substancia F4 (MeOD, 400MHz)
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Figura 4.13. Mapa de contorno de HSQC da substancia F4 (MeOD, 400MHz)
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4.6. | dentificagéo das substancias T1 e T2 em mistura

Do extrato etandlico, particdo hexanica, de folhas de M. ferruginata, apés varias
etapas cromatogréficas em silica, foi obtida a fragdo HA 8.3, a qual se mostrou como
um pé branco e amorfo e uma Uinica mancha roxa na CCDA, usando-se CH,Cl,: Acetona
95:5.

Esta amostra apresentou sinais caracteristicos de triterpenos no espectro de 'H
(Figura4.17, p. 63), sendo submetida a reacdo de metilagdo com diazometano, a fim de
ser analisada por CG-MS.

O espectro de RMN 'H da amostra metilada (Figura 4.14, p. 61) mostrou sinais
centrados em dy 5,22 e dy 5,21, referentes aos H-12 olefinicos caracteristicos dos
esqueletos ursanicos e oleananicos, sugerindo que a amostra tratava-se de uma mistura
destes triterpenos. Os sinais referentes ao H-3 carbindlicos apareceram centrados em dy
3,20 e dy 3,16 (m), e os sinais referentes aos H metilicos entre dy 1,10-0,69. Foi
observada ainda a presenca de dois singletos em dy 3,59 e dy 3,57; relativos aos
hidrogénios metoxilicos.

O mapa de contorno de HSQC (Figura 4.15, p. 62) mostrou a correlacéo do
hidrogénio em dy 5,22 com o sinal de carbono em dc 122,59; referente ao carbono
vinilico C-12 do esqueleto oleandnico. O sinal em dy 5,21 correlacionou com o carbono
em dc 125,80; caracteristico do C-12 do esqueleto ursanico.

A presenca do carbono carbindlico foi observada com deslocamento quimico em
dc 79,28 caracteristico da configuracdo p em torno do C-3 (JUNGES et al., 2000), e a
presenca de carbonila tipica de éster metilico C-28, em dc 178,03.

A partir desses dados e pelos sinais de carbono projetados no HMBC (Figura
4.16, p. 62) pdde-se concluir que a substéncia T1 era o &cido ursodlico em misturacom a
substancia T2, acido oleandlico, presente em menor quantidade. A reacdo de metilacdo
da amostra levou a formacdo dos ésteres ursolato e oleanolato de metila, T1' e T2,

respectivamente.
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R=H, &cido oleandlico (T?2)
R=CHgs, oleanolato de metila(T2')

R=H, &cido ursdlico (T1)
R=CHgs, ursolato de metila(T1')
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Figura 4.14. Espectro de RMN *H damisturade T1'e T2’ (CDCls, 400MHZ)
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Figura 4.16. Mapa de contorno de HMBC damisturade T1' e T2 (CDCl3, 400MHz)
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Figura 4.17. Espectro de RMN 'H damisturade T1 e T2 (CDCls, 200MHz)

4.7. | dentificagéo das substanciasE1 e E2 em mistura

As substancias E1 e E2 foram obtidas da fragdo acetato de etila (MFFE-AD),
conforme descrito no item 3.5.2 (p. 30). A identificacdo destes esterdides foi realizada
através de dados de RMN *H e CG-EM.

No espectro de RMN *H (Figura 4.18, p. 64) observou-se a presenca de um
dubleto largo em &y 5,34 (H-6), de sinais de hidrogénios vinilicos em 6y 5,14 (dd, J =
8,9 e 15 Hz), 84 5,07 (dd, J = 8,9 e 15 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-22 e H-23 da
cadeia lateral do estigmasterol; um multipleto em 6H 3,55 caracteristico dos hidrogénios
H-3 dos esterdides sitosterol e estigmasterol. Pode-se verificar ainda a presenca de um
grande nimero de sinais referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos na
regido entre oy 0,68 — 2,41 caracteristicos do esqueleto esteroidal. Para a confirmagao
dos compostos presentes na mistura foi realizada andlise por CG-MS. As estruturas
destas substancias foram confirmadas através dos picos referentes aos ions moleculares
com m/z 414 e 412 (Figura 4.19, p. 65), 0s quais apresentam as massas moleculares
esperadas CyHs00 e CyHusO para stoserol (E1) e estigmasterol (E2),
respectivamente. A Figura4.20 (p. 66) traz uma proposta de fragmentacéo do sitosterol.
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Figura 4.18. Espectro de RMN *H damistura E1 e E2 (CDClz, 400MHz)
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Figura 4.19. Cromatograma da mistura de esterdides (a) e espectro de massas do
sitosterol (b) e do estigmasterol (c)
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Figura 4.20. Proposta de fragmentac&o do sitosterol
Fonte: SIMOTE, 2006.

4.8. Atividades Biologicas
4.8.1. Ensaio de I nibicdo Enzimética
O extrato bruto etandlico, bem como as fragdes e substéncias obtidas deste

extrato, foram submetidos a ensaios de inibicdo enzimética das catepsinas B e K. Os
resultados obtidos séo apresentados na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Inibi¢ao das catepsinas B e K pelo extrato e fragcbes de M. ferruginata

Amostra

% de inibi¢cdo a 20 mg/mL

Cat B

Cat K

MFFE

MFFE-H
MFFE-D
MFFE-A

87,60 (+/- 0,70)
82,68 (+/- 0,76)
97,40 (+/- 0,09)
96,06 (+/- 0,14)

78,44 (+/- 0,20)
38,05 (+/- 4,27)
83,67 (+/- 0,61)
83,55 (+/- 0,93)

Das amostras testadas, todas inibiram mais de 75% das enzimas, exceto a fracéo

hexénica, que apresentou 38,05% (+/- 4,27) de inibicdo da catepsina K.

Da fracdo hexanica foi isolada a mistura dos triterpenos acido ursdlico (T1) e

&cido oleandlico (T2), conforme descrito no item 3.5.1 (p. 28). Na concentracéo de 125

uM essa mistura apresentou 79,39% (+/- 0,19) de inibicdo frente a catepsina B, 1Csp =
13,02 uM (+/- 0,33) (Figura4.21) e 10,79% (+/- 4,92) de inibicdo frente a catepsina K.

Inibicdo Enzimatica (%)

80 +
0
60—-
50
w0
30—-
2]

10 4

ICso= 13,02 uM

T T T T T T T
20 40 60 80

Concentracéo (nM)

100

120 140

Figura 4.21. |Cso da mistura dos écidos ursolico e oleandlico sobre a catepsina B

A mistura dos é&cidos ursolico e oleandlico foi submetida a reacéo de metilacdo

com diazometano, como descrito no item 3.1 (p. 25), com o objetivo de se verificar a

modificagdo das atividades avaliadas. Desta reacdo foram obtidos os ésteres oleanolato

(T1') eursolato (T2') de metila (p. 61), os quais foram testados frente as catepsinas.
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A diminuicdo da polaridade das moléculas induzida pela mudanca do grupo
&cido pelo grupamento éster levou a diminuicdo da porcentagem de inibicgo frente a
catepsina B para 39,37% (+/- 0,60) na concentracdo 125 uM. Frente a catepsina K o
comportamento foi 0 oposto. A mudanca realizada na molécula levou ao aumento de
inibicdo de 10,79% para 75,09% (+/- 1,47), ICso= 1,42 uM (+/- 0,04) (Figura 4.22).
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Figura 4.22. | Csp da mistura de ursolato e oleanolato de metila sobre a catepsina K

Na Tabela 4.5 se apresentam os resultados obtidos para ambas as misturas, T1 +

T2eTl +T2.

Tabela 4.5. Inibi¢o das catepsinas B e K pelasmisturas T1, T2eT1', T2
% deinibi¢cdo a 125 uM

Amostra Cat B Cat K 1Cso (uM)
T1+T2 79.39% (+- 0,19)  10,79% (+/-4,92) 13,02 (+/- 0,33)*
T + T2 39,37 (+/- 0,60) 75,00% (+- 1,47) 1,42 (+/- 0,04)**
Cat: Catepsinas.

*|Cso Cat B; ** ICyp Cat K

Os triterpenos apresentam uma variedade de propriedades medicinais, desde
antiinflamatérios, antibacterianos, fungicidas, antivirais, analgésicos, cardiovasculares e
antitumorais. Devido a grande diversidade estrutural apresentada por esta classe, seu
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estudo tem despertado grande interesse na tentativa de novas e reais aplicabilidades
(POTOCKA, 2003).

SEVERINO (2008) realizou a busca por produtos naturais como inibidores
especificos de enzimas, dentre €elas, a catepsina K, evidenciando as diferencas de
atividade ocasionadas pela posicéo das metilas dos carbonos 19 e 20. Quando ambas as
metilas estdo posicionadas no carbono 20 (écido oleandlico), o composto apresentou
28% de inibicdo, e quando posicionadas nos carbonos 19 e 20 (&cido ursolico), ndo
possuiu atividade.

A Tabela 4.6 (p. 69) mostra a porcentagem de inibicdo de alguns triterpenos
(Figura4.23, p. 69) testados por SEVERINO (2008) frente as catepsinas K, V, L e S, na
concentragéo de 25 puM.

Estudos com Artocarpus altilis (Moraceae) mostram flavonas preniladas como
potenciais inibidores da catepsina K (PATIL et al., 2002b). De Taxodium mucronatum
(Taxodiaceae) e de Cycas guizhouensis (Cycadaceae) foram isoladas biflavonas com
expressiva agao inibitéria frente as catepsinas B e K (ZENG et al., 2006). As demais
amostras ndo foram testadas devido a pouca quantidade de massa.

Das fragdes diclorometanica e acetato de etila foram isoladas as flavonas 5,7,4 -
trihidroxi-6,8-dimetilflavona (F1, p. 33 e p. 35) e 5,6, 7-trihidroxi-4’ -metoxiflavona (F2,
p. 32 e p. 34). Edas flavonas ndo apresentaram inibico consideravel. A substéncia F1
inibiu 53,08% (+/- 0,56) da catepsina B e 30,93% (+/- 2,41) da catepsina K, enquanto a
substancia F2 apresentou 17,94% (+/- 2,77) de inibi¢cdo da catepsina K e 55,59% (+/-
5,20) deinibicdo da catepsina B.
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Figura 4.23. Triterpenos testados nas catepsinas K, V,L e S

Tabela 4.6. Porcentagem de inibi¢éo de alguns triterpenos

% de inibicéo (25 uM)

Amostra Cat K CatVv Cat L Cat S
11 0 34 0 6
12 0 0 0 0
13 0 16 0 7
14 0 18 0 0
15 28 70 46 0
16 9 89 36 6

Fonte: SEVERINO, R.P; 2008.
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4.8.2. Ensaios de Citotoxicidadein vitro

Os triterpenos metilados, ursolato e oleanolato de metila (T1 e T2'), foram
testados em concentracdo Unica de 5 ug/mL nas linhagens MDA-MB-435 (melanoma),
HCT-8 (cdlon) e SF-295 (SNC). As atividades citotdxicas da amostra estdo
apresentadas na Tabela 4.7, com seus respectivos desvios-padréo.

Tabela4.7. Porcentagem de inibic&o dos triterpenos metilados (T1 e T2')

Linhagem celular

Amostra MDA-MB-435 HCT-8 S-295

Tl eT2 98,10 (+/- 2,89) 98,57% (+/-0,24)  69,89% (+/- 9,93)

S80 considerados relevantes valores de potencial de inibicdo do crescimento
tumoral maiores que 90%.

A citotoxicidade da mistura de triterpenos na forma &cida foi calculada a fim de
verificar se a modificag8o estrutural no carbono C-28 levaria a variagdo na inibicdo do
crescimento das células tumorais. A flavona F2 também teve sua citotoxicidade testada.
Foi observado que a forma &acida dos triterpenos levou a diminuicdo da atividade
citotoxica frente as trés linhagens, conforme apresentado na Tabela 4.8. As demais
substancias ndo foram testadas devido a pouca quantidade de massa.

Tabela 4.8. Porcentagem de inibicdo dos triterpenos &cidos (T1 e T2)

Linhagem celular

Amosira MDA-MB-435 HCT-8 §F-295
TleT2 15,08% (+/- 6,66)  40,59% (+/- 0,49)  32,98% (+/- 8,82)
F2 15,65% (+/- 4,99) 35,73% (+/- 2,50) 26,39% (+/- 2,06)

4.8.3. Ensaios Antimicrobianos

Os ensaios antimicrobianos, realizados através do método de susceptibilidade
para determinac&o da concentracdo minima inibitoria (CMI), descritos no item 3.6.3 (p.
37), foram aplicados a flavona F2, & mistura dos &cidos ursolico e oleandico (T1eT2) e
a mistura de ursolato e oleanolato de metila (T1' e T2'), com o objetivo de verificar
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possiveis modificacBes nos resultados provocadas pela mudanca do grupamento acido
pelo grupamento éster. As demais substancias néo foram submetidas ao ensaio por nao
apresentarem massa suficiente.

Os valores de concentragdo minima inibitéria foram determinados pela leitura
visual ap0s revelacdo com resazuring, um indicador de Oxido-reducdo que tem sido
utilizado para avaliar a viabilidade de células microbianas (MONTEJANO,
GERVALDO, BERTOLOTTI, 2005). A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-
10-6xido) de cor azul é oxidada na presenca de células viaveis a resofurina, substancia
de coloracdo vermelha (PALOMINO et al., 2002).

As substancias testadas foram acompanhadas do controle do solvente (controle
negativo) e controle dos antibidticos padrBes (controle positivo), controle de
precipitacdo e controle de proliferagdo, evitando possibilidade de resultados falso-
negativo ou falso positivo. A Tabela 4.9 mostra os resultados da atividade
antimicrobiana da mistura dos triterpenos na forma &cida frente aos microrganismos
testados.

Tabela 4.9. Concentracdo minima inibitéria dos triterpenos T1 e T2 e dos antibiéticos
de referéncia frente aos microrganismos

Amostra Microrganismos  Antibidticos dereferéncia CMI (mg/mL)

Antibidtico Amostra

B. subtilis Vancomicina 0,0469 500
E. coli Tetraciclina 3,125 500
TleT2 S aureus Tetraciclina 0,75 250
P. aeruginosa Tetraciclina 1,5625 500
C. albicans Nistatina 6,25 NH

NH: n&o houve inibic¢do

A mistura dos é&cidos ursdlico e oleandlico (T1 e T2) apresentou acéo
bacteriostética frente ao B. subtillis, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. A concentracao
inibitéria minima para B. subtillis, E. coli e P. aeruginosa foi igual a 500 pg/mL e para
S aureus igual a 250 pg/mL. No caso da Candida albicans a mistura T1 e T2 néo foi
ativa. Os triterpenos metilados e a flavona F2, testados na concentragdo inicial de 500
ug/mL foram inativos contra os microrganismos citados na Tabela 4.9.
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5. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Miconia ferruginata levou ao isolamento e
identificacdo de 2 esterGides, 2 triterpenos, 3 flavondides e a proposta de 2 isdbmeros
para um quarto flavondide. Dois dos flavonodides sdo do tipo C-metilados, de rara
ocorréncia na natureza. Pelo que se sabe até o presente momento, todos os flavondides
estdo sendo relatados pela primeira vez na familia M elastomataceae.

Das substancias testadas quanto ao potencial bioldgico, a mistura isomérica dos
&cidos ursdlico e oleandlico e a mistura de seus derivados semi-sintéticos, ursolato e
oleanolato de metila, se mostraram 0s mais promissores. No ensaio de inibicdo
enzimética da catepsina B e no ensaio antimicrobiano, os triterpenos na forma écida se
mostraram mais ativos do que na forma metilada. A mistura dos écidos ursolico e
oleandlico apresentou 1Csp = 13,02 uM sobre a catepsina B. Frente a catepsina K foi
observado comportamento inverso; a forma acida ndo apresentou inibicdo enzimatica
consideravel, enquanto a forma metilada apresentou 1Csp = 1,42 uM. No ensaio de
citotoxicidade os triterpenos na forma metilada apresentaram inibicdo superior a 90%
nas linhagens tumorais do melanoma (MDA-MB-435) e cancer de célon (HCT-8). Na

forma &cida as porcentagens de inibicdo ndo foram consideraveis.
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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