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RESUMO

Resumo da dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s - graduacao
em Quimica de Produtos Naturais, Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais da
Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFR], como parte dos requisitos
necessarios para a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Guarea macrophylla (Meliaceae) popularmente conhecida como “Atauba”,
é encontrada nas regioes Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Alguns estudos
fitoquimicos mostram a presenca de sesquiterpenos, di - e triterpenos em suas
folhas, frutos e galhos. Até o momento nado ha relatos do isolamento de flavondides
e derivados do acido caféico nem da realizagdo de testes de atividade biolédgica

nesta espécie.

Quatro flavondides foram identificados da particdo butandélica das folhas
de Guarea macrophylla (quercetina 3-0-3-D - glucopiranosideo, quercetina 3-0-3-
D-galactopiranosideo, kaempferol 7-0-3-D - glucopiranosideo e kaempferol 7-0-3-
D-galactopiranosideo).Todas as estruturas foram propostas por meio de métodos
espectroscopicos tais como RMN -1H, HSQC, HMBC, NOESY, COSY e métodos

cromatograficos.

Tanto a particdo butanoélica quanto algumas sub-fracdes apresentaram

atividade inibitéria sobre a enzima Na*/K* ATPase de rim suino, bem como
atividade téxica frente a linhagem de células de cancer de pulmao. Este trabalho
inclui-se portanto, no esforco para aumentar as informagdes quimicas e biologicas

sobre esta espécie.



ABSTRACT

Guarea macrophylla, popularly known as “Atauba” is found in many
regions of Brazil. Some chemical studies have shown the presence of
sesquiterpenes, di - and triterpenes on their leaves, barks and fruits. Up to now,
there are no reports concerning the isolation of flavonoids and caffeic acid

derivatives or biological studies for this specie.

Four flavonoids were identified from the leaves of Guarea macrophylla
(quercetin 3-0-B-D - glucopyranoside, quercetin 3-0-B-D-galactopyranoside,
kaempferol 7-0O-B-D -  glucopyranoside and kaempferol 7-0-3-D-
galactopyranoside). Their structures were proposed based on spectroscopic

methods, such as 1H - NMR, HSQC, HMBC, COSY and chromatographic methods.

The butanolic fraction and some subfractions showed inhibitory activities

in tests using Nat/K* ATPase enzyme from porcine kidney and lung tumor cells.
Therefore, this work is a contribution for establishing the chemical and biological

profiles of G. macrophylla.



1. INTRODUCAO
1.1.Sobre a Ordem Rutales

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da
maior floresta equatorial e tropical imida do planeta, ndo pode abdicar de sua
vocagdo para o estudo de produtos naturais (Pinto, 2002). O uso de plantas para o
tratamento e cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana.
Atualmente, elas continuam desempenhando papel de destaque em satde publica.
Cerca de 30% dos medicamentos em uso sdo derivados naturais ou produtos semi-
sintéticos de origem natural. Portanto, estudos envolvendo dareas
multidisciplinares como botanica, farmacologia e fitoquimica sao altamente
relevantes, pois juntas enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte

medicinal natural: a flora mundial (Maciel et al. 2002).

Dentro do contexto de diversidade de espécies podemos mencionar as
plantas pertencentes a ordem Rutales, que inclui as familias Rutaceae, Meliaceae,
Simaroubaceae, Burseraceae e Cneoraceae que tem sido citadas como uma das
fontes mais ricas e diversas de metabdlitos secundarios em Angiospermas

(Ambrozim, 2004).

A familia Rutaceae representa o maior grupo da ordem Rutales possuindo
150 géneros e cerca de 1500 espécies de tamanhos variados, amplamente
distribuidas nas regides tropicais e temperadas do globo terrestre. No Brasil sao
descritas cerca de 160 espécies. Essa familia apresenta grande diversidade de

metabdlitos secundarios destacando-se os alcaldides, especialmente os derivados



do acido antranilico, cumarinas, flavonoides, terpendides e limonéides (Ambrozim,

2004).

A familia Simaroubaceae, outro importante membro da ordem Rutales, é
constituida por aproximadamente 32 géneros e 200 espécies, distribuidas em
todas as regides subtropicais e tropicais, inclusive no Brasil. Plantas da familia
Simaroubaceae geralmente se apresentam como arvores ou arbustos, tendo como
caracteristica marcante o sabor amargo em seu cértex, devido a presenca de
quassinoides, triterpenos modificados com alto padrao de oxigenacao (Figura 1).
Este grupo de substdncias naturais é quase exclusivo de espécies de

Simaroubaceae, podendo assim, ser considerado marcador taxonémico da familia

(Almeida, 2007).
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Figura 1: Quassialactol e picraqualida, exemplos de quassinéides de Simaroubaceae (Almeida e col., 2007)

1.1.1 Sobre a Familia Meliaceae

A familia Meliaceae apresenta 51 géneros e cerca de 1400 espécies. Esta
familia é formada por arvores de grande porte, fornecedoras de madeira com alto

valor comercial (Penington e Styles, 1975). As espécies de Meliaceae tém



despertado grande interesse da comunidade cientifica em funcao da producao de
limonéides, triterpenos modificados que apresentam inUimeras atividades
biolégicas ja determinadas, tais como inseticida, antiviral, antibacteriana,
antitumoral entre outras. Esta especificidade quimica da familia é interessante,
uma vez que a distribuicdo desta classe de substancias no reino vegetal é restrita
as plantas da ordem Rutales, sendo que os limondides de Meliaceae sao

considerados estruturalmente mais complexos (Figura 2) (Roy, 2005).
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Figura 2: Gedunina e nimbina, exemplos de limondides de Meliaceae (Roy, 2005).

1.1.2 Estudos quimicos e bioldgicos na familia Meliaceae

Azadiractha indica, popularmente conhecida como “Nim”, talvez seja a

espécie mais estudada da familia Meliaceae. E nativa da India, no entanto,



atualmente apresenta ampla distribuicdo mundial. Corresponde a uma arvore de
médio porte e crescimento rapido que é muito conhecida por nao sofrer ataques de
insetos. Esta caracteristica despertou ao longo dos anos o interesse dos
pesquisadores, que constataram que as sementes desta planta apresentavam
grandes quantidades de limondides, entre eles a azadirachtina (Figura 3) um dos
triterpendides com maior grau de oxigenacao isolados de plantas até o momento
(Morgan, 2009). A atividade inseticida relacionada a azadirachtina também é
bastante complexa e interessante, visto que os insetos ao consumirem esta
substancia ndo morrem imediatamente, diferentemente do que acontece com a
utilizacdo da maioria dos pesticidas. Seu mecanismo de agcdo se da pela
interferéncia no ciclo reprodutivo do inseto, no padrdo de alimentacdo e
desenvolvimento corpéreo. Como esta atividade s6 ocorre quando ha o consumo
da azadirachtina, insetos polinizadores ndo sdo afetados. Testes tém mostrado a
eficiéncia deste limonodide no combate a cerca de 200 espécies diferentes de

insetos (Roy, 2005).

Figura 3: Azadirachtina, limonéide isolado das sementes de Azadirachta indica (Morgan, 2009).



Melia azedarach, denominada “Chinaberry”, corresponde também a uma
espécie muito conhecida de Meliaceae com ampla distribuicao mundial. Suas folhas
e frutos apresentam diversas atividades bioldgicas conhecidas tais como
antihelmintica, fagorrepelente, inibidora enzimatica (Zhou, 2005) e antiviral
(Petrera, 2009). A maioria dos estudos quimicos e biolégicos com espécies deste
género esta relacionada com o isolamento e a caracterizacdo estrutural de
limonodides. Podemos citar os trabalhos de Mishra, 1984, Marco, 1986 e Salib e col,,
2008 como alguns dos poucos estudos fitoquimicos envolvendo a familia Meliaceae
que descrevem o isolamento de flavondides glicosilados (Figura 4).
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Figura 4: Flavondide glicosilado isolado das folhas de Melia azedarach (Salib e col., 2008).

Na ultima década, o género Aglaia pertencente a familia Meliaceae tem
sido alvo de diversos estudos, pois representa uma possivel fonte de novos
produtos naturais com atividade inseticida (Greger, 2001). Ao contrario dos outros
géneros de Meliaceae, a alta atividade inseticida apresentada por espécies de
Aglaia se relaciona com a presenca de um grupo estruturalmente unico de

substancias derivadas do flavonol-cinamato ciclopenta [b] benzofuranos (Figura



5), denominados derivados de rocaglamidas, com ocorréncia exclusiva neste
género (Lin, 2001). Espécies de Aglaia também apresentam bisamidas com
potencial de reverter a resisténcia a quimioterdpicos em culturas de células

tumorais (Saifah, 1993).
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Figura 5: Marikarina, ciclopenta [b] benzofurano isolado de espécies de Aglaia (Greger, 2001).

Os géneros da familia Meliaceae com maior distribuicdo no Brasil sdo
Cabralea, Cedrela, Trichilia, Guarea e Swietenia (Pennigton e Styles, 1975). A
espécie Cedrela odorata é utilizada popularmente na América do Sul para o
tratamento de casos de diarréia, febre, vomitos, indigestao, além de atuar como
antiinflamatorio. Estudos fitoquimicos com esta espécie indicaram a presenca de
limonoides derivados da nomilina/obacunilina (Kipassa, 2008), (Figura 6) com

potencial fagorrepelente.
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Figura 6: Odoralida, exemplo de limondide isolado de Cedrela odorata (Kipassa, 2008).

O género Swietenia pertence a subfamilia Swietenioideae de Meliaceae,
que consiste nos géneros Khaya e Entandrophragma na Africa, Swietenia e Cedrela
na América Latina e Toona na Asia e Australia. Todas estas espécies sdo alvos
constantes de ataques de insetos do género Hypsipyla (Lepidoptera: Pyralidae),
lepidoptero causador de grandes danos em cultivos de espécies de Meliaceae.
Estudos com a espécie Swietenia macrophylla utilizando a técnica CLAE-RMN com
interrupcdo de fluxo culminou com a caracterizacdo de limondides presentes em

suas sementes (Shefer, 2006).

O género Trichilia apresenta aproximadamente 70 espécies, que ocorrem
na América tropical e Africa. Apresenta o maior niimero e variedade de limondides
da subfamilia Meliaodeae, onde esta classificada (Pennigton and Styles, 1975). A
espécie Trichlia catigua, conhecida como catuaba, é utilizada tradicionalmente
como tonico fisico, mental e especialmente, como estimulante sexual. Seu extrato é
um dos componentes do medicamento fitoterapico Catuama®. Estudos
fitoquimicos com esta espécie indicaram a presenca de uma mistura de

flavalignanas, cinchonainas 1a e 1b (Figura 7), que apresentaram atividade



antibacteriana frente as cepas de Bacilus cereus e Staphyilococcus aureus
(Pizzolatti, 2002). Extratos etandlicos e as fragdes mais polares da espécie Trichilia
ramalhoi se mostraram ativos em testes leishmanicidas, via inibicdo da enzima
APRT (enzima adenina fosforribosiltransferase) e, tripanocidas com inibicao da
enzima gGAPDH (enzima glicossomal gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase)

(Ambrozim, 2004).
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Figura 7: Cinchonoina a, flavalignana isolada das cascas do caule de Trichlia catigua (Pizzolatti, 2002).

1.2 Estudos quimicos e biologicos no género Guarea

Espécies de Guarea (Meliaceae) sdo encontradas nas regides tropicais da
América e Africa. Este género tem sido alvo de grande niimero de investigacdes
quimicas devido a variedade na produc¢do de metabélitos secundarios (Figura 8)

tais como limonéides, sesqui-, di- e triterpenos (Garcez, 2008).

Guarea guidonia (L) é uma espécie com ampla distribuicio no Brasil.
Estudos fitoquimicos de suas folhas indicaram a presenca de diterpenos do tipo
das cneorubinas com sistema trans biciclo [5.1.0] octano, encontrado muito

raramente entre os produtos naturais (Brochini, 2000). Estudo com o extrato



metanolico de suas folhas culminou com o isolamento de triterpenos de tipo
cicloartano, bem como o isolamento de sesquiterpenos derivados do eudesmano
oriundos do 6leo essencial (Lago, 2002). Os galhos desta espécie sdo utilizados
popularmente como agentes abortivos e febrifugos, ja as folhas e frutos sdo
consideradas téxicas para o gado. Do extrato em diclorometano dos galhos de G.
guidonia foram isolados derivados seco- e di-seco pregnanos, sendo este o
primeiro trabalho que mostra a ocorréncia de pregnanos em Meliaceae (Garcez,

2008).
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Figura 8: Exemplos de terpendides presentes em Guarea guidonea (Brochini, 2000; Lago, 2002).

Do extrato etanodlico das folhas de Guarea kunthiana foram isolados
diterpenos do tipo cembrano e ent-caurano (Figura 9) e alguns sesquiterpenos
(Garcez, 2004). Estudos fitoquimicos feitos com o extrato hexanico da raiz desta
espécie levaram ao isolamento do limondide 22, 24-diepoxitirucall-7-en-3-ona,

com potencial leishmanicida (Lima, 2006).
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Figura 9: Diterpenos do tipo caurano isolados das folhas de Guarea kunthiana (Garcez, 2004).

O extrato metandlico das folhas de Guarea rhopalocarpa apresentou
atividade frente as formas promastigotas de Leishmania donovani, formas
tripomastigotas de Trypanosoma brucei e frente as cepas de Plasmodium
falciparum. Desta espécie foram isolados diterpendides sandaracopimaradianos,

triterpendides do tipo lanostano (Figura 10) e uma cumarina (Camacho, 2001).
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Figura 10: Terpendides isolados de Guarea rophalocarpa (Camacho, 2001).

Estudos fitoquimicos realizados com as folhas de Guarea trichilioides
levaram ao isolamento de diterpendides do tipo labdano e dois derivados

clerodano (Figura 11) (Furlan, 1996).



Figura 11: Diterpenos do tipo clerodano isolados das folhas de Guarea trichilioides (Furlan, 1996).

1.2.1 A espécie Guarea macrophylla

Guarea macrophylla (Meliaceae) popularmente conhecida como atatba,
ocorre como uma arvore de 3 a 10 m de altura essencialmente no Sul e Sudeste do

Brasil, estando presente também na Amazénia peruana (Corréa, 1984).

Figura 12: Guarea macrophylla ( foto disponivel no site:

http://wwwé.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=302, acessado no dia 17/08/2010)



1.2.2 Estudos quimicos da espécie Guarea macrophylla

Estudos fitoquimicos realizados por Lago e colaboradores, 2000, 20023,
2002b, 2005, 2006, 2009 descreveram o isolamento de sesquiterpenos, diterpenos
e triterpenos (Figura 13) das folhas e cascas do tronco da espécie G. macrophylia,

além dos constituintes dos respectivos 6leos volateis.

7a- hidroxiperoxi- isopimara- 8 - nor- iconi - - trien- 3-
(14), 15- dieno- 22, 36- diol 19- nor- isopimara- 7, 15, 4 (18)- trien- 3- ona

Figura 13: Exemplos de terpendides isolados de Guarea macrophylla (Lago, 2005).

1.2.3 Atividades bioldgicas relacionadas com a espécie Guarea macrophylla

O oleo essencial oriundo das folhas de G. macrophylla mostrou resposta

eletroantenografica frente a Hypsipyla grandella, inseto causador de grandes danos

as culturas de Meliaceae (Lago, 2006).



1.3 Flavonodides

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular que de
maneira diferente dos metabdlitos primarios, nao sdo considerados essenciais para
a sobrevivéncia da planta. No entanto, sua diversidade quimica, tamanho, forma
tridimensional, propriedades fisicas e bioquimicas fazem com que eles interajam
com alvos em diferentes localizagdes celulares e assim influenciem nas atividades
biolégicas de plantas, animais e microorganismos (Buer, 2010). Do ponto de vista
quimico, flavonoéides sdo formados por uma série de reacées de condensacdo entre
o acido cinamico e derivados (formagdo do anel B e maior parte do anel C, posi¢coes
2, 3 e 4) e residuos malonila (formacdo do anel A) dando origem a uma estrutura

basica C6 C3 C6 (Cuyckens, 2004).

Flavonoéides, de maneira geral, tém sido alvo de muitos estudos em virtude
dos beneficios potenciais a saide, uma vez que apresentam propriedades
quimiopreventiva e antioxidante (Heim,2002), além de exibirem ampla faixa de
atividades biolégicas, tais como prote¢do cardiovascular (Arts, 2001), potencial
antibacteriano (Mandalari, 2010), leishmanicida (Tasdemir, 2006), antiviral
(Mercader, 2010), antitumoral (Marchand, 2002) entre outros. Estudos recentes
sobre a relacdo estrutura-atividade dos flavonoides sugeriram que pequenas
modificacbes em sua estrutura ocasionam mudancas significativas nas atividades

bioldgicas relacionadas (Abjalan e col., 2005).



1.3.1 Biossintese

Flavonodides, como ja mencionado anteriormente, apresentam os
tioésteres cinamoil- CoA e 3 unidades de malonil- CoA como precursores. A enzima
chalcona sintase é responsavel pela condensacdo entre estas unidades e
consequente formacao das chalconas (Esquema 1), que ddo origem aos diferentes
tipos de flavondides presentes no reino vegetal (Dewick, 2002). A maioria dos
flavonéides apresenta anéis de seis membros formados por ataques nucleofilicos
tipo adicdo de Michael entre a hidroxila fenolica e a cetona a-f3 insaturada, para a
formacdao das flavanonas. Estas estruturas por sua vez, podem dar origem as
diversas variagdes no nucleo basico flavonoidico, com a formacgdo das flavonas,
flavonéis, catequinas e antocianidinas (Esquema 2). Modificagdes no padrao de
hidroxilagdo dos dois anéis aromdticos ocorrem geralmente no estagio de
flavanona ou diiidroflavonol, metilagdes, glicosilacdes e desmetilagdes também sao
possiveis e garantem o aumento na variabilidade das estruturas formadas (Dewick,

2002;Torssel, 1997).
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Esquema 1: Formacdo de Flavanonas a partir de unidades malonil CoA e cinamoil CoA (adaptado de Dewick,

2002).
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Esquema 2: Biossintese de nucleos flavonoidicos, flavonas e flavonoéis (adaptado de Dewick, 2002).



1.3.2 C(lassificacao e variacao estrutural

De acordo com a ciclizagdo e com o grau de insaturacao e oxidagdo, os
flavonéides podem ser classificados em diversos grupos. As agliconas de maior
ocorréncia correspondem aos flavonois, flavonas e flavanonas respectivamente
(Figura 14). Além disso, sdo bem descritas agliconas dos tipos isoflavonas,
chalconas, diiidrochalconas, diiidroflavondis, auronas, flavanas e antocianidinas
(Veitch, 2007). Os flavon6ides podem ocorrer em plantas nas formas metoxiladas,
com hidroxilagdes adicionais, preniladas e mais frequentemente sob a forma de

glicosideos (O ou C- glicosideos) (Cuyckens, 2004).

antocianidina
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Figura 14: Exemplos de agliconas e posi¢cdes mais comuns de glicosilagdes (Cuyckens, 2004).



Flavonoides ocorrem frequentemente sob a forma de O-glicosideos, os
quais apresentam um ou mais grupos hidroxila fendlica com substituicdo do
hidrogénio por unidades de agticar com a formacao de ligaces glicosidicas, que
correspondem a acetais susceptiveis a hidrdlise acida. Em principio, qualquer
hidroxila fendlica pode sofrer glicosilacao, no entanto algumas posicdes sdo mais
favorecidas, por exemplo, a hidroxila na posicdo 7 é preferencial para glicosilacao
em flavonas, flavanonas e isoflavonas. Para flavonéis as posi¢des C-3 e C-7 sdo
preferenciais, ja em antocianidinas, as posicoes C-3 e C-5 sdo as mais freqlientes

(Cuyckens, 2004).

Flavondides podem ser encontrados sob a forma C-glicosilada, neste caso,
o agucar se liga diretamente ao nucleo basico do flavonéide, via ligagdo C-C
resistente a hidrélise acida. Até o momento, foram isolados apenas C- glicosideos

nas posicdes C-6 e C-8 do nucleo flavonoidico (Zhi- Duo, 2010).

Os monossacarideos mais frequentemente encontrados em ligacoes
glicosidicas sdo a glicose e a ramnose e, menos frequentemente a arabinose, xilose,
manose, entre outros (Vukics, 2010). Os dissacarideos mais encontrados
associados aos flavondides sdo a rutinose (ramnosil-(«¢ 1 — 6)-glicose) e a
neohesperidose (ramnosil-(a 1 — 2)-glicose. Tri e tetrassacarideos,

ocasionalmente, sdo encontrados ligados a flavonéides (Cuyckens, 2004).

1.3.3 Ocorréncia e Distribuicdo

Flavonoides apresentam grande distribuicdao e diversidade estrutural

entre angiospermas, sendo que também ha registros de seu isolamento em



pteridofitas e briofitas (Simdes e col., 1999). Em virtude desta boa distribui¢do no
reino vegetal, especificidade em determinados géneros e relativa facilidade de
identificacdo, flavondides sdo muitas vezes utilizados como marcadores
taxondmicos (Harbonne, 2000). No caso da familia Meliaceae a presenca desta
classe de metabdlitos ndo é muito evidente, havendo a ocorréncia descrita nos
géneros Azadirachta, Melia, Khaya, Toona, Xylocarpus, Aglaia, Desoxylum, Trichillia
e Cedrela (Salib e col, 2008, Ademola, 2009, Fang, 2010, Shen, 2009,

Puripattanavong, 2000, Barbara, 1996, Rolim, 2006 e de Paula, 1997).

1.3.4 Atividade Bioldgica

Flavonoides, de maneira geral, desempenham diferentes papéis na
fisiologia da planta, entre eles podemos mencionar protecdo contra a herbivoria
(Markhan, 2006), influéncia no transporte do horménio vegetal auxina, modulagao
nos niveis de espécies reativas de oxigénio (Buer, 2010) e resisténcia a radiacao
UV-B (280315 nm), uma vez que, ao absorverem energia nessa faixa, os
flavon6ides atuam como filtros e garantem protecao aos tecidos da planta contra
possiveis danos. As antocianidinas sdo pigmentos responsaveis pelas cores
vermelha e violeta de cerejas, vinhos e alguns vegetais e, sua presenca nas flores,

facilita o processo de polinizagao (Harbonne, 2000).

Muitos dos efeitos benéficos a saude associados aos flavonoides sao
atribuidos ao seu potencial antioxidante e quelante de ions, principalmente o ferro
(Heim, 2002). Em funcdo da capacidade de inibir a oxidacdo da lipoproteina de

baixa densidade (LDL), esta classe de substdncias tem demonstrado importantes



efeitos cardioprotetores. Estudos indicam que dietas ricas em flavonédides
possibilitam a diminuicdo dos riscos de mortalidade por doengas coronarianas,
menor incidéncia de infarto do miocardio em populacdes de homens idosos (Arts,

2001) e em mulheres pds-menopausa (Yochum, 1999).

Estudos tém demonstrado os efeitos hipoglicemiantes de flavondides; esta
¢ uma atividade bastante relevante, pois o diabetes mellitus é uma doencga
metabodlica complexa, sendo considerado grave problema de saude publica.
Estudos in vivo mostram que injecOes intraperitoniais de epigalocatequina-3-0-

galato sdo capazes de diminuir os niveis sanguineos de glicose (Cazzarolli, 2008).

Flavonoéides derivados do kaempferol auxiliam na diminui¢cdo da pressao
arterial uma vez que sdo capazes de inibir a enzima conversora de angiotensina
(ECA) (Loizzo, 2007), além disso, estudos mostram que flavondis e
proantocianidinas apresentam atividade vasodilatadora o que pode contribuir

para o controle da hipertensdo primaria (Valadares, 2003).

A lista de atividades biolégicas associadas aos flavondides é muito extensa,
cabe ressaltar ainda os potenciais antiviral (Mercarder, 2010), antibacteriano
(Mandalari, 2010) e leishmanicida (Tasdermir, 2006). Estudos envolvendo a
determinacdo do mecanismo de acdo desta classe de substancias devem ser
realizados. E importante mencionar que grande parte dos ensaios foram realizados
in vitro, sendo indispensavel para propiciar o desenvolvimento de aplicacdes
terapéuticas, a avaliagdo de dados farmacocinéticos relativos a absor¢ao,

metabolismo e eliminacdo (Germano, 2006).



1.3.5 Flavonoides e atividade antioxidante

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes
devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no
organismo. A oxidacdo é parte fundamental da vida aerdbica e do nosso
metabolismo e, assim, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por
alguma disfuncao bioldgica. Esses radicais, cujo elétron desemparelhado encontra-
se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, sdo denominados ERO (espécies
reativas de oxigénio) ou ERN (espécies reativas de nitrogénio). No organismo,
encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacio do
crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas
importantes (Barreiros, 2006). No entanto, seu excesso pode estar relacionado
com o surgimento de varias patologias, tais como artrite, doencas do coracgao,
cancer, entre outras. Os radicais livres formados no organismo podem ser
combatidos por antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta, entre

eles podemos destacar os flavonoides (Bianchi, 1999).

As propriedades quimicas dos polifendis possibilitam que estes atuem
como seqliestradores de radicais livres, uma vez que em baixas concentracdes em
relagdo ao substrato oxidavel eles sdo capazes de regenera- lo ou prevenir
significativamente a oxidacdo do mesmo, além disso, o radical resultante é
estabilizado por ligacdo de hidrogénio intramolecular (Rice-Evans, 1995). Estudos
da relacdo estrutura-atividade de flavonoides indicam que a presenca do grupo (3,
4") catecolico livre no anel B, bem como a presenca da ligacdo dupla nos carbonos
C2 e C3 do anel C e da hidroxila fenolica livre na posicao 3 (Figura 15) contribuem

fortemente para a atividade antioxidante dos flavonoides (Hein, 2002). A



glicosilagdo quando presente na posicdo C-3, reduz bastante a capacidade
antioxidante dos flavonoéides. No entanto, uma hidroxila fenélica adicional no anel
B aumenta consideravelmente a atividade antioxidante, como é o caso do flavonol

miricetina (Pietta, 2000).
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Figura 15: Requisitos estruturais minimos para atividade antioxidante de flavonéides (Hein, 2002).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade
antioxidante in vitro de substancias fenolicas. Podemos destacar o método de
seqliestro de radicais livres, DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazila, como um dos
métodos mais utilizados (Figura 16). Neste caso, este radical ao receber o elétron,
muda sua coloracdo do violeta para amarelo e pode, dessa maneira, ser medido

fotocolorimetricamente (Brand-Williams, 1995).
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Figura 16: Estrutura do radical DPPH (Brand- Williams, 1995).



1.3.6 Flavonoides como inibidores enzimaticos

Flavonoides tém sido amplamente estudados e citados como potentes
inibidores ou modificadores de diversos sistemas enzimaticos. Estudos realizados
com o flavonol quercetina e seus derivados glicosilados (isoquercitrina e rutina)
indicaram excelente atividade inibidora da enzima a-glucosidase, relacionada com
a metabolizacdo de carboidratos e consequente diminuicao dos niveis de glicose
sanguineos (Li, 2009). Segundo Agullo e col., (1997), flavonoides sdo capazes de
inibir alguns tipos de proteinas cinases (PKCs) e tirosina cinases que estao
envolvidas em processos de proliferacao celular descontrolada. Estudos de relacao
estrutura-atividade indicam que a posicao, nimero e substituicdes de grupos OH
no anel B do flavondide e, a ligacdo dupla nos carbonos C2 e C3 do anel C, sdo
importantes para atividade inibidora da proteina fosfatidilinositol 3-cinase-a (3K-P
a), enzima relacionada com a transducao de sinais e transformacgdes celulares.
Estudos realizados com a quercetina indicam que este flavonol é capaz de inibir
metaloproteinases de matriz celular (MMP) que estdo relacionadas com o

desenvolvimento e progressao de lesdes ateroscleréticas (Saragusti, 2010).

1.3.7 Flavonoides e atividade anti-tumoral

Dados experimentais acumulados ao longo dos anos apontam flavonéides
como substancias com grande potencial na prevencdo e tratamento do cancer.
Testes in vitro indicaram a quercetina como importante agente anti tumoral in
vitro uma vez que esta substancia é capaz de induzir a apoptose de diversas

linhagens de células tumorais, entre elas a K562, de leucemia mieldide cronica



(Wei, 1994). Estudos atuais relacionam o maior consumo de soja (isoflavonas) com
uma menor incidéncia nos casos de cancer de mama no periodo p6s menopusa, o
aumento no consumo de cha verde e o menor risco de desenvolvimento de cancer
no estdbmago, além da maior ingestdao de macas e cebolas com a diminuicao dos
casos de cancer de pulmdo. No entanto, efeitos protetores de flavondides ainda

carecem de aumento nos dados de estudos epidemioldgicos (Marchand, 2002).

1.3.8 Inibicdao da Na*K* ATPase e cancer

A enzima Na*K* ATPase tem papel importante na manutencao do
gradiente eletroquimico através da membrana plasmatica das células animais. Esta
enzima é formada pelas sub-unidades « -catalitica, 8 glicosilada e y. A sub-unidade
catalitica apresenta pelo menos quatro isoformas: al (a1NaK), a2 (a2NaK), a3
(a3NaK) e a4 (a4NaK). Sendo que a sub-unidade a1l (a1NaK) é encontrada em
todos os tipos celulares. Estudos recentes tém mostrado que a sub-unidade a1NaK
pode ser um potencial alvo para o tratamento de diversos tipos de cancer, uma vez
que dados da literatura indicam que esta sub-unidade se apresenta super expressa
em amostras clinicas de carcinoma hepatocelular, células de cancer de pulmao nao
pequenas (CCPNP) e em glioblastomas quando comparadas com células de tecidos
normais (Shibuya, 2010). Se a atividade aumentada da Na*K* ATPase nas células
CCPNP for uma caracteristica importante na patofisiologia do cancer de pulmao,
substancias ouabaina-like ou que tenham potencial de inibir a enzima Na*K*
ATPase por mecanismo diferente da ouabaina, poderiam ser uteis para o

tratamento de alguns tipos de cancer. (Mijatovic, 2007).



1.3.9 Isolamento e identificacao de flavondides

As técnicas classicas de separacdo de sustancias fenodlicas correspondem a
cromatografia em coluna utilizando poliamida, Sephadex LH-20, amberlite XAD-2,
XAD-7 e 16, além de cromatografia em camada delgada. Precipitagdo com etanol,
metanol ou cloroférmio quando aplicados corretamente também oferecem
excelentes resultados (Simdes e col,, 1997). A presenca dos anéis fendlicos na
estrutura dos flavonéides facilita muito a sua analise, uma vez que este excelente
croméforo possibilita a obtencdo de espectros de ultravioleta que fornecem
informagdes estruturais que nos permitem distinguir o tipo de aglicona e o padrao

de oxidacdo (Markhan, 2006).

Em virtude do aumento do conhecimento sobre os beneficios a saude e
propriedades quimiopreventivas dos flavonéides, hd um esfor¢o continuo para a
melhoria dos métodos analiticos para o isolamento, caracterizagdo e
monitoramento dos niveis de flavondéides em plantas, especialmente frutas e
legumes, bem como o desenvolvimento de novas técnicas para identificar os sitios
de interacdo desta classe de substancias com moléculas biol6gicas (March, 2008).
Grande parte dos trabalhos publicados atualmente se refere a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) como a ferramenta mais utilizada rotineiramente
para a andlise de substancias fendlicas, sendo os detectores de UV e fotodiodos
(DAD) os mais comuns (Markhan, 2006). No entanto, ha trabalhos que descrevem
a utilizacdo do CLAE acoplado a detectores de fluorescéncia, para a analise de
flavonas polimetoxiladas e outros derivados fenolicos de espécies de Citrus sp.

(Mertens-Talcott, 2007). Aparelhos de cromatografia liquida acoplados a



espectrometros de massas (ESI, por exemplo) tém sido citados como a ferramenta
analitica mais poderosa para a andlise de polifendis (March, 2008, Boros, 2010).
Além disso, ha trabalhos sobre a utilizacdo da eletroforese capilar acoplada ao
detector de UV para a identificagdo simultanea dos constituintes polares presentes
no cha verde (Arce, 1998) e cromatografia contracorrente de alta eficiéncia

(HSCCC) para a andlise de flavonéides (Yuan, 2002).

Portanto, a escolha dos métodos e estratégias para isolamento e
identificacdo de flavonédides varia entre os grupos de pesquisa e estdo diretamente

relacionadas com o tipo de flavonéide estudado e os recursos disponiveis.

1.3.10 Elucidacao Estrutural

A espectroscopia no ultravioleta é a principal técnica tanto para a detecgado
quanto para o monitoramento da pureza de derivados flavonoidicos durante os
processos de isolamento. Em geral, as outras técnicas espectroscépicas,
infravermelho e ressondncia magnética nuclear (1 e 2D) sdo reservadas para

substancias puras (Simoes e col.,, 1997).

Desenvolvimentos na instrumentacao da RMN, incluindo a utilizagcdo de
campos magnéticos mais altos, probes supercondutores, melhoramentos das
seqliéncias de pulsos e dos softwares utilizados fizeram com que a espectroscopia
de ressonancia magneética nuclear se tornasse a ferramenta mais importante para a
elucidacao estrutural de flavonoides. Além disso, atualmente, ha maior procura por
métodos de analise estrutural ndo degradativos, visto que a mesma amostra

utilizada nas analises pode ser usada em ensaios biologicos (Markhan, 2006). A



espectroscopia de RMN 1H tem papel crucial na elucidagdo estrutural de produtos
naturais, especialmente nos casos de glicosideos. A ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio, em principio, contém grande quantidade de informagdes estruturais
que podem levar a conclusdes sobre o ambiente quimico, a estereoquimica relativa
e o tipo de aglicar em questdo. Além disso, as propriedades conformacionais da
molécula bem como a seqiiéncia e locais das glicosilacbes também podem ser
obtidas (Pauli, 2000). As técnicas bidimensionais, tanto homo- quanto
heteronucleares, tais como COSY, HSQC/HMQC, HMBC, NOESY/ROESY, TOCSY 1 e
2D entre outras, sdo utilizadas rotineiramente para a analise de flavonéides

glicosilados (Vilegas, 2000).

Adicionalmente, técnicas modernas de espectrometria de massas com
ionizacdo branda, como FAB, MALDI e ESI sdo excelentes para andlise de
flavonoides, uma vez que podem fornecer informagdes estruturais importantes e o
peso molecular da substidncia em questdo com a utilizacdo de pequenas
quantidades de amostras puras ou em mistura. Informagdes estruturais mais
detalhadas podem ser obtidas quando espectrometros de massa sao utilizados
acoplados (MS/ MS) (Cuyckens, 2004). Além disso, por ser uma técnica bastante
sensivel, ha necessidade de pequena quantidade de amostra, o que é bastante
relevante, visto que flavondides frequentemente sdo isolados na escala de

miligramas (Vukics, 2010).



2  OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho é a avaliacdo do potencial bioativo
da parti¢do butandlica das folhas de Guarea macrophylla bem como a realizagdo de

seu estudo fitoquimico.

Os objetivos especificos sao:

Avaliar o potencial bioativo da particdo butandlica das folhas de Guarea
macrophylla com a realizacdo de 2 testes biolégicos distintos: teste de inibicdo da
enzima Na*K* ATPase e teste de toxidade frente a linhagem de células de cancer de

pulmao H640.

Avaliacdo da atividade antioxidante da particdo butandlica pelo método

DPPH.

[solar e caracterizar substdncias potencialmente ativas presentes na

particdo butandlica das folhas.

Aplicar as técnicas de RMN para a elucidacdo estrutural de flavonoéides.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Fases Estacionarias utilizadas para Cromatografia

¢+ Sephadex LH-20 (PHARMACIA®).

+ XAD-2 (Sigma- Aldrich ®)

¢ Gel desilica 60 G (para CCD) MERCK®.

3.1.2 Solventes

para cromatografia

e Solventes em grau para andlise (p.a.) para cromatografias em camada
delgada e coluna e, em grau espectroscopico, para analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). As misturas de solventes foram feitas

sempre volume a volume (v/v).

e H0 destilada para cromatografia em coluna.

para RMN

e Solvente deuterado (DMSO- d6 Merck ®).



3.1.3 Reagentes

Para a analise das CCD foram utilizados os seguintes reagentes cromogénicos:

e Orcinol MERCK® - 2 g em 100mL de etanol.

e NP/ PEG - solucdo de 2-aminoetildifenilborato em etanol a 1 mg/ml (NP)
SPECTRUM®, seguida de polietilenoglicol 4000 a 5% em etanol (PEG)

FLUKA® .

e Vanilina VETEC®- 1g em 100 mL de etanol.

e Solucao de H2S04a 10%.

Para avaliacdo da atividade Na*K* ATPase:

e EDTA, Bis-Tris propano e ouabaina ( Sigma Chemical Company,St. Louis,

MO).

Para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH

e Solugdo 0,3mM de 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) SIGMA ®.

Para o teste de atividade citotoxica

e Meio de cultura RPMI + Glutamax (GIBCO, Invitrogen ™)

e MTT (Sigma ®).



Amostra clinica de células de tumor de pulmao H640.

3.1.4 Equipamentos

A analise por CLAE acoplada ao detector de feixe de fotodiodos foi realizada
em aparelho SHIMADZU® CBM-10 A, equipado com bomba LC-10AD e
detector ultravioleta de feixe de fotodiodos SPD-M10A. A coluna utilizada

foi a Lichrosorb-RP-18 de 25 cm de comprimento e 5 mm de didmetro.

Para medidas no ultravioleta (UV) foi utilizado um espectrofotometro
SHIMADZU® modelo U.V.-1601 com cubetas de quartzo com caminho ético

de 1 cm QS HELLMA®.

Lampada de UV Mineral light com lampadas de 254 e 365nm.

Para RMN foram utilizados os espectrometros Varian 400MHz e Bruker
DRX 400 e 600 MHz. Os deslocamentos quimicos (§) foram expressos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento em Hertz (Hz). As
areas relativas dos sinais foram obtidas por integracdo eletronica e a
multiplicidade destes descrita como: simpleto, (s), dupleto (d), tripleto (t),
multipleto (m) e dupleto duplo (dd). Os experimentos HSQC editado, HMBC,
COSY, TOCSY- 1D e NOESY foram realizados utilizando-se o software de
aquisicdo pertencente aos sistemas utilizados. A calibracdo dos espectros
foi feita com o sinal do TMS ou com o sinal do solvente utilizado. O
processamento dos espectros foi realizado utilizando-se o software

MestreRenova.

Para evaporacao dos extratos e fragdes foi utilizado evaporador rotatorio

PEMEM® juntamente com bomba de vacuo COLE PARMER INSTRUMENT



COMPANY modelo 7049-50 e banho FISATOM® modelo 550 (1200 W 230

V).

e Aliofilizacao foi realizada em liofilizador LABCONCO®.

e Todas as pesagens foram realizadas em balanca analitica modelo AB204

METTLER TOLEDO MICRONAL S/A.

Para os testes de inibicdo da enzima Na*K* ATPase:

e Centrifuga Sorvall ® SCR20B com rotor RPR12-2 (Hitachi®).

e Espectrofotémetro SHIMADZU®

Para os testes de atividade citotoxica

e Leitor de Elisa, Sunrise ®, nimero de série: 708000805.

e Placas de 96 pocos

3.2 Métodos e Técnicas

3.2.1 Obten¢ao do material botanico

As folhas de Guarea macrophylla foram coletadas no bairro Jacarepagua,
Rio de Janeiro, Brasil. A identificacdo botanica foi realizada pela Dra. Cassia Monica

Sakuragui do Instituto de Biologia da UFR]. A exsicata encontra-se depositada no



Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro sob o numero de registro RB

466067.

3.2.2 Obtencao do extrato bruto

As folhas G. macrophylla (600g) foram secas em estufa a 50 °C e
posteriormente moidas em moinho de facas. Estas foram submetidas a extracdo a
frio (maceragdo) com solucdo de Metanol: H20 (8:2). O extrato hidroalcodlico das
folhas de G. macrophylla (32g) foi submetido a particdo liquido- liquido com
solventes em ordem crescente de polaridade: diclorometano, acetato de etila e
butanol. O residuo aquoso remanescente foi liofilizado. As parti¢oes obtidas foram
levadas a secura sob pressao reduzida, sendo seus rendimentos: 13g para a fracao
em diclorometano, 500mg para a fracdo em acetato de etila, 6g para a butanélica e

10g para o residuo aquoso.

A particdo butanolica foi submetida a CCD e analise por CLAE/ UV. Esta
particao foi selecionada para estudo fitoquimico devido a presenca de flavonéides,
isto foi evidenciado pela revelacdo positiva com o reagente cromogénico NP/PEG e
pelo espectro de UV obtido de alguns sinais do cromatograma que sao

caracteristicos de derivados fendlicos.

Os solventes utilizados para a obten¢do do perfil em CLAE da partigao
butanolica de Guarea macrophylla foram: Solucao A (H20: H 3P04 1% ) e solucgdo B
(MeOH: H3PO4 1%). A eluicao foi feita em modo gradiente de 0% até 70% de B em
72 min, 1mL/ min. A deteccdo de UV foi realizada com detector DAD e os canais

observados foram de 254 e 365nm.



3.3 Ensaio de Atividade Antioxidante da parti¢ao butandlica pelo método do

radical DPPH

Foi feita uma solu¢do mae da particao butanodlica das folhas de Guarea
macrophylla na concentracao de 1mg/ mL utilizando metanol: agua (1:1) como
solvente. O extrato padronizado do Ginkgo biloba EGb 761® foi usado como

padrao positivo para a atividade antioxidante por esse método.

A solucdo mae foi diluida até as concentragdes finais de 750, 500, 250, 125,
50, 25,10 e 5 ug/ml. A todas as dilui¢ées foi adicionado 1,0 ml da solu¢do de DPPH
0,3 mM (amostra A) em triplicata. As rea¢des transcorreram a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Em seguida, foram feitas as leituras de absorvancia
em espectrofotobmetro de UV a 518 nm. Para cada concentracao testada foi feito o
ensaio em branco (B) (contendo 1,0 ml do solvente e 2,5 ml da solucao diluida),
bem como o controle (C) positivo (contendo 1 mL de solu¢do de DPPH 0,3mM em
2,5mL de solvente). Desta forma foi possivel obter a atividade antioxidante
percentual para a particdo butandlica e a concentracao efetiva de 50% para obter
um efeito maximo em 100% (CE 50). Os valores de absorvancia foram convertidos
em atividade antioxidante percentual (AAO%) conforme a férmula: AAO% = 100 -
{[(ABSA - ABSB) x 100] / ABSC}. Os resultados foram expressos em valores de CE

50.



3.4 Determinacio da atividade inibitdria da enzima Na*K+* ATPase

A atividade Na*K* ATPase foi determinada colorimetricamente dosando-se
o fosfato inorganico (Pi), resultante da hidrolise do ATP. Foi utilizado 0,5mL do
meio de ensaio contendo: Bis-Tris propano 50 mM (pH 7,4), EDTA 0,2 mM, MgCl; 5
mM, NaCl 120 mM, a parti¢do butandlica e as sub-fracdes contendo flavonoides e
fenilpropandides, todos com a concentragdo final de 1,5 mg/ml. Depois das
amostras serem pré-incubadas a 37° C, por 10 minutos, na presen¢a de 0,1 mg/ml
de proteina, foram adicionados KCL 24 mM e ATP 5 mM (pH 7,0) para iniciar a
reacdo. Apés 10 minutos, a reacdo foi interrompida pela adicao de 0,75 ml de
carvao ativado (0,17 g/ml) com HCL 0,1 N para adsor¢do do ATP nao hidrolisado,
ainda presente na solugdo. As amostras foram imediatamente centrifugadas a
1.900 g, por 5 minutos. Aliquotas de 0,5 ml dos sobrenadantes foram retiradas e o
Pi determinado colorimetricamente pelo método descrito por Taussky e Shorr,

1952.

A atividade da Na*K* ATPase foi calculada pela diferenca entre as

atividades medidas com e sem 1 mM de ouabaina (inibidor da Na*K* ATPase).

Todos os testes de inibicao foram realizados em triplicata.

3.4.1 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Quando
foram observadas diferencgas significativas entre as médias, utilizou-se o teste de

Bonferroni com p < 0,05.



3.5 Determinac¢ao da atividade tdxica da particio butandlica frente a

linhagens de células de cancer de pulmao H640

O método colorimétrico quantitativo com MTT (Mosmann, 1983) foi
utilizado para medir a viabilidade celular da linhagem de células de tumor de

pulmao frente a particdo butandlica de Guarea macrophylla.

As células foram crescidas em garrafas de 25 cm com 5 ml de meio RPMI
suplementado com soro fetal bovino (10%) e estreptomicina-penicilina (0,1%). A
contagem das mesmas foi realizada por microscopia 6tica em Camara de Neubauer
e os repiques foram realizados duas vezes por semana, ap6s lavagem com PBS. As

culturas foram mantidas em estufa de CO2 5% a 37°C.

As células foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos, utilizando-se
180 pl de suspensdo celular (104 células/po¢o). Apds 24 h de incubagdo a 37°C,
foram adicionados 20 pl de cada amostra vegetal nas concentragdes de 50, 125,
250 e 500 pg/ml, em triplicata. O controle do ensaio foi preparado com DMSO nas
concentragoes finais de 0,1, 0,25, 0,5 e 1,0%. Os pogos do branco foram preparados
com 200 pl de DMSO. Um controle celular foi preparado com 180 pl de suspensao

celular e 20 ul do meio de cultura.

Apé6s 48h de incubagdo em estufa a 37°C, as placas foram reveladas com
MTT e a leitura das absorvancias foi feita em leitor de microplacas em
comprimento de onda de 490 nm. A viabilidade foi calculada utilizando-se os
valores obtidos com DMSO como controle e os resultados foram expressos como

porcentagem de inibicao da viabilidade celular.



3.6 Fracionamento Cromatografico da particio butandlica

2,0 g da particdo butanoélica (BuOH) foram ressuspendidos em solucdo de
metanol: H20 (9:1) e submetidos a cromatografia em coluna XAD-2. A coluna foi
feita com gradiente de concentrag¢do de solventes iniciando com 200mL de solugado
de metanol: H20 (1:9) até 100% de metanol. As 10 fra¢des recolhidas foram
reunidas de acordo com suas semelhangas cromatograficas (CCD). As
cromatoplacas foram eluidas em solugdo de butanol: H;0: acido acético nas

proporg¢des de 40: 50: 10 e reveladas com solu¢des de NP/PEG e Orcinol sulfdrico.

As fragoes eluidas com 70 a 50% de H20 foram agrupadas por semelhanga
cromatografica (FR Cris 1), concentradas e seu rendimento foi de 380mg. Este
material foi submetido a cromatografia em coluna Sephadex LH-20 com 100% de
H20, tendo sido obtidas 60 fragcdes de aproximadamente 20 mL cada. As 15
primeiras fragdes foram agrupadas e submetidas a nova cromatografia em coluna
Sephadex LH-20 com 100% de acetona para a purificagdo de derivados do acido
caféico (FA 150mg). As fragdes 21 a 29 (FB 40mg) e 51 e 52 (FC 15mg) foram
reunidas de acordo com suas semelhangas cromatograficas (CCD) e submetidas a

novas cromatografias em coluna Sephadex LH-20 com 100% de H>O0.

Da fragdo FC foram eluidas 20 subfragdes de aproximadamente 5 mL. As
subfracdes de nimeros 13 a 18 (CP 2010/ 5mg) foram agrupadas e analisadas. Da
fracao FB foram eluidas 40 subfra¢des de 5 mL cada. As fracdes de nimeros 17 a
22 (CP2013/ 5,8mg) também foram analisadas por UV e enviadas para analise por

Ressonancia magnética nuclear (Esquema 3).
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Esquema 3: Fluxograma simplificado para o fracionamento da partigao butanélica




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Geral

As espécies da familia Meliaceae sdo conhecidas pela grande producao de
terpendides. A espécie Guarea macrophylla ja foi amplamente investigada em
relacdo ao seu perfil terpenoidico por Lago e col., 2000, 2002a, 2002b, 2005, 2006,
2009. Portanto, a baixa quantidade de informac¢des quimicas acerca da producao
de substancias fendlicas e glicosiladas nas espécies de Meliaceae, incluindo o
género Guarea, somado aos bons resultados de atividade biolégica apresentados
pela particdo butandlica das folhas de Guarea macrophylla nos motivaram a

realizar seu estudo fitoquimico.

Toda a metodologia empregada foi inicialmente desenvolvida com a
finalidade de se obter fragdes menos complexas a partir de uma separagdo com a
utilizacdo da menor quantidade de solventes organicos possivel, uma vez que as
fracdes obtidas seriam encaminhadas para testes de atividade bioldgica cujos
modelos sdo bastante susceptiveis a solventes ndo aquosos. A avaliagdo dos
constituintes presentes em cada fragao ao longo de toda metodologia utilizada foi
realizada através de sucessivas CCD devidamente reveladas com os reagentes

cromogénicos NP/PEG e orcinol sulftrico.

4.2 Obtencdo do extrato bruto

0 extrato bruto foi obtido por maceragao a frio por 2 semanas com solucao
de MeOH: H;0 (8:2). Este extrato foi concentrado, ressuspendido em agua e

submetido a particdo liquido-liquido com solventes em ordem crescente de



polaridade: diclorometano, acetato de etila e butanol. O residuo aquoso
remanescente foi liofilizado. Os rendimentos do extrato bruto bem como das

particdes em relagcdo ao material vegetal seco estao na tabela 1.

Folhas secas Extrato bruto seco Rendimento

600g - 328 5,4%
Particoes
Diclorometano 2,2%
Acetato de etila 0,08%
Butanol 1%
Residuo aquoso 1,7%

Tabela 1 - Rendimentos do extrato bruto e parti¢des em relagdo ao material vegetal seco.

4.3 Analise do potencial inibitorio das particoes de Guarea macrophylla

frente a enzima Na+*K+* ATPase

As particdes em diclorometano, butanol e o residuo aquoso foram submetidas ao
teste de atividade inibidora da enzima Na*K* ATPase. No grafico abaixo esta

representada a atividade da enzima na presenca de ouabaina (inibidor da enzima)



e na presenca das particdes na concentracdo final de 1,5mg/mL . Podemos

observar que a atividade da enzima foi diminuida em mais de 50% pela particao

butandlica.

Atividade da Na*K*ATPase
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Figura 17: atividade inibitéria das parti¢des butandlica (cris a), em diclorometano (cris b) e residuo aquoso

(cris ).

A inibicdo apresentada pelo residuo aquoso foi desconsiderada uma vez

que ela apresentou menor resultado que o branco utilizado no teste.

4.3.1 Anadlise do potencial inibitério das fracées da particao butandlica

frente a enzima Na+*K+* ATPase

Em virtude da boa atividade inibitéria apresentada pela particdao
butandlica foi realizado novo ensaio, desta vez foram utilizadas além da particao,

duas fracdes oriundas de processos cromatograficos, uma oriunda da coluna XAD-



2 (FR Cris 1) contendo derivados do acido caféico e flavonodides e outra, com maior
quantidade de flavonoides, oriunda do fracionamento em coluna Sephadex LH- 20

(Figura 18).
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Figura 18: atividade inibitéria das fra¢des: cris A e cris 1 (particdo butanélica), cris 2 (oriunda da coluna XAD-

2), cris 3 (oriunda da coluna em Sephadex LH-20).

Todas as fragdes obtiveram bons resultados, sendo que a fracdo oriunda
da coluna Sephadex LH-20, com maior concentracdo de flavondides, foi a que
apresentou melhor potencial inibitério, com cerca de 70% de inibicdo em relacao
ao controle. Sendo assim esta foi fracionada para isolamento dos seus constituintes

ativos.

Sabe-se que a Na*K*ATPase é uma proteina integral de membrana que
transporta ativamente Na* para o exterior e K* para o interior da célula através da

hidrélise do ATP. Esta enzima apresenta as conformacgoes E1 e E2 durante seu ciclo



catalitico, sendo que E1 apresenta maior afinidade por Na* e E2 por K*. Este
transporte de ions através da membrana é essencial para a manutencdo das
caracteristicas eletrofisiolégicas da célula, além de mediar respostas de

proliferacao e crescimento celular (Corréa, 2009).

Estudos realizados por Hirano e col, (1989), apontam flavonas como
inibidores potencias da enzima Na*K*ATPase de rins de cdes. No entanto, o
mecanismo de inibicdo dos flavondides parece ndo se relacionar com aquele
exercido pelos glicosideos cardiotonicos. A enzima Na*K* ATPase ¢é
especificamente inibida pela ouabaina em virtude de sua ligacdo com a forma E2,
sendo assim ha alteracao da afinidade da bomba pelo K+ (Corréa, 2009). Ja os
flavonéides presentes no cha verde garantiram a inibicdo da Na*K* ATPase de rins
de porco, por favorecer a conformagdo E1, que apresenta maior afinidade por Na* e

ATP (Ochiai, 2009).

Concentragdes nanomolares de ouabaina endégena levam ao aumento dos
niveis de Na* e Ca*? intraelulares e conseqiiente aumento na contragao cardiaca e
melhoria na eficiéncia de bombeamento de sangue pelo coragdo, devido ao melhor
enchimento ventricular. (Ochiai, 2009). Sendo assim, pode-se supor que a
utilizacdo de cha verde e outros produtos contendo flavonéides poderiam
apresentar beneficios a saide semelhantes aqueles da ouabaina endégena, via

inibicdo da Na*K*ATPase.

4.4 Avaliacao da atividade anti-tumoral frente a linhagem de células de

cancer de pulmao H640.



Estudos tém relacionado substdncias com atividade inibidora sobre a
enzima Na*K*ATPase com atividade anti-tumoral (Mijatovic, 2007). Sabendo do
potencial dos flavono6ides como inibidores enzimaticos, e em virtude do excelente
potencial inibitério frente a enzima Na*K*ATPase, a particdo butanélica das folhas
de Guarea macrophylla foi submetida ao teste preliminar de atividade téxica frente

a linhagem de células de cancer de pulmao H640 (Figura 19).
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Figura 19: Atividade da particdo butanélica em diversas concentragdes frente a linhagem de células de cancer

de pulmao H640.

A particdo butanodlica apresentou atividade téxica dose-dependente no

teste com células de cancer de pulmao H640.

Sabe-se que em estagios iniciais da tumorigénese ocorrem mudangas na
atividade da Na*K*ATPase. Alguns trabalhos mostram que ocorre super expressao
da isoforma aldesta enzima em casos de cancer de cérebro, pulmao e pele. Neste
contexto, substancias com potencial de inibir a Na*K*ATPase podem ser

importantes para a terapia de alguns tipos de cancer (Garcia, 2009).



Portanto, em virtude dos resultados apresentados estudos posteriores
serdo realizados com células humanas normais para verificar sua viabilidade, além

de testes com as fra¢des purificadas e flavonoides puros.

4.5 Avaliacao da atividade antioxidante da particio butandlica pelo método

do DPPH

A atividade antioxidante da particdo butandlica das folhas de G.
macrophylla foi analisada pelo método de DPPH. Com base nos resultados obtidos
foi possivel montar uma curva de atividade, e a concentracgao efetiva para obtengdo
de metade da resposta maxima, (ECso) foi calculada. O desempenho da parti¢cdo

butandlica encontra-se abaixo (tabela 2).

‘ [1pg/ml AA(%)

5 2,23
10 3,47
25 12,12
50 50,72
125 93,32
250 94,35
500 93,70
750 93,32

Tabela 2: Atividade antioxidante da particdo butanolica



Como pode ser observado, a partir da concentracdo de 125 pg/ml nao
houve aumento significativo da atividade antioxidante da particdo butandlica,
sendo que na concentracao de 55,6 pg/ml ha 50% da atividade maxima. Apesar da
presenca de flavondides na particao butandlica de G. macrophylla, sua atividade
antioxidante pode ser considerada baixa quando comparada a atividade do extrato

padronizado do Ginkgo biloba EGb 761® (ECso 39ug/ml).

De maneira geral, flavondides isolados apresentam alto potencial
antioxidante. No entanto, estudos recentes utilizando o método do radical DPPH
mostraram que determinadas misturas de flavondides podem apresentar efeitos
antagonicos, ou seja, dependendo do tipo de flavondide na mistura pode ocorrer
diminuicdo ou aumento de sua atividade antioxidante. Esta interagdo flavonoide-
flavonéide é relevante quando levamos em consideracdo a andlise da atividade
antioxidante de extratos enriquecidos com flavonéides (Hidalgo, 2010). Além
disso, a presenca de flavonoides glicosilados no extrato, pode ocasionar redugao da

capacidade antioxidante dos mesmos (Pietta, 2000).

4.6 Estudo fitoquimico da particiao butandlica

A metodologia utilizada para o fracionamento da particdo butanélica foi
direcionada para a obtencdo de uma fracdo rica em flavondides e posterior
purificacdo destas. Desse modo optou-se pela realizacdo de cromatografia em

colunas XAD-2 e Sephadex LH-20.

A identificacdo dos flavonoides foi realizada segundo analise por CCD

(Figura 21) com utilizacdo do reagente NP/PEG, indicado para derivados fendlicos



como flavondides e acidos/ésteres fenilpropanoidicos, além da observacdo das
placas sob luz UV a 254nm antes da revelacdo com NP/ PEG, e a 365 nm apos
revelacao (Figura 22). Além disso, o espectro de UV de alguns sinais do
cromatograma da particao butanoélica nos forneceu informagdes sobre as agliconas
presentes, visto que a banda I do espectro de UV dos flavonoéides é diferente para
cada tipo de aglicona, por exemplo, para flavonas a banda I ocorre entre 304-
350nm, ja para flavondis, esta mesma banda se apresenta entre 352-385nm

(Figuras 23a, b e c).

Figura 21: CCD positiva para flavonoéides, revelada com NP/ PEG.

Figura 22: CCD positiva para flavondides, observada sob luz UV a 365nm.



Figura 23a: Cromatograma da parti¢do butandlica das folhas de Guarea macrophylla.

Figura 23b: Espectro de UV tipico de flavonois obtido do cromatograma da parti¢do butandlica.

Figura 23c: Espectro de UV tipico de flavondis obtido do cromatograma da parti¢do butandlica.



A particdo butandlica das folhas de Guarea macrophylla apresenta além de
flavonéides, grandes quantidades de derivados do acido caféico, estes podem ser
observados pela andlise das CCD, visto que apresentam coloracdo azul bem
caracteristica sob luz UV a 365 nm, apds revelagio com NP/PEG (Figura 24).
Fracdes enriquecidas com fenilpropanodides foram obtidas apés a realizacao de
cromatografia em coluna Sephadex LH-20 em 100% de acetona como fase mdvel,

estas foram analisadas por CLAE/UV (Figura 25a,b, c e d).

Figura 24: CCD positiva para fenilpropanoéides revelada com NP/ PEG sob luz UV a 365 nm.
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Figura 25a: Cromatograma de fragdo rica em fenilpropandides.



Figura 25c: Espectro de UV de derivado do acido caféico, tempo de reten¢do:33,33min.

Figura 25d: Espectro de UV de derivado do acido caféico, tempo de retenc¢do: 34,08min.



As absorg¢des no ultravioleta (240, 290 e 323 nm), conforme mostradas
nas figuras acima indicam fortemente a presenca de derivados do acido caféico na

parti¢cdo butandlica de Guarea macrophylla (Carrasco-Pancorbo, 2006).

E digno de nota que a particio butandlica das folhas de Guarea
macrophylla apresenta como constituintes majoritarios dois sélidos brancos que
precipitam de grande parte das fragdes obtidas. Um destes sélidos é insoluvel em
solventes organicos, porém é prontamente solivel em solucao de HCl 10%. Ao ser
dissolvido, este sélido libera grande quantidade de gas, o que sugere a presenca de
um carbonato. O outro sélido em questao nao foi solivel em solucdo de HCI 10%,
porém é fracamente solivel em DMSO. A realizagdo do espectro de RMN 1H desta
amostra nos forneceu indicios da presenca de um derivado terpenoidico, em
virtude da quantidade de sinais que aparecem na regido de alto campo magnético

do espectro (Figuras 26 e 27).
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Figura 26: RMN H! da amostra CP 500 a 400 MHZ (dmsos), provavel derivado terpenoidico .
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Figura 27: RMN H! da amostra CP 500 a 400 MHZ (dmsos), provavel derivado terpenoidico (amplia¢do).

4.7 Elucidacao Estrutural de Flavondides, amostra CP2010

No espectro de RMN H da amostra CP2010 (DMSO de) (Figuras 28a, b, c, d
e e) observamos um dupleto em 6,39 ppm (que se apresenta como um sinal
simples largo) (J= 1,71 Hz, acoplamento meta) tipico de H-8 e, em 6,17 ppm, um
sinal com as mesmas caracteristicas do anterior (J= 1,71Hz) tipico de H-6. O sinal
em 6,83 ppm (J= 8,91 Hz, acoplamento orto), é caracteristico de H-5', assim como
o sinal em 6,81 ppm (J=8,47 Hz). A presenca dos sinais em 6,81 e 6,83 ppm, bem

como os sinais em 6,39 e 6,17 ppm e a presenca do sinal caracteristico de OH
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quelatogénica em 12,59 ppm, tipico de OH em C-5, indicam fortemente a presenca

de dois nucleos flavonoidicos tipicos do flavonol quercetina (Rodrigues, 2009).

A presenca dos sinais de H anoméricos em 5,43 ppm (dupleto largo com J=

7,58Hz) e 5,34 ppm (dupleto com ]J= 7,70 Hz) indicam a presenca de duas unidades

glicidicas.
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Figura 28a: Espectro de RMN 1H (400MHz) da amostra CP2010 (dmso6).
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Figura 28b: Espectro de RMN 1H (400MHz) da amostra CP2010 (dmsos), regido aromatica (ampliacdo).
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Figura 28c: Espectro de RMN 1H (400MHz) da amostra CP2010(dmsos), H-6 e H-8 [anel A] (ampliagdo)



~ &
< N
- o

. . . . . . . . . . . . . . . . . . .
6.875 6870 6865 6860 685 6850 6845 6840 6835 6830 6825 6820 6815 6810 685 6800 6795 6790 6785
f1 (ppm)

Figura 28d: Espectro de RMN 1H (400MHz) da amostra CP2010 (dmsos), H-5' (ampliacgdo).
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Figura 28e: Espectro de RMN 1H (400MHz) da amostra CP2010(dmsos), H anoméricos (ampliagdo).

4.7.1 Elucidagao estrutural CP2010, técnicas bidimensionais.



Para a identificacao de carbonos diretamente ligados a hidrogénios (1JCH )

foi realizado o experimento de correlagdo heteronuclear HSQC editado, onde é

possivel diferenciar os hidrogénios metilénicos dos demais (Figuras 29a, b, c, d e

e). A partir desta analise foi possivel a atribuicdo dos valores de deslocamentos

quimicos de carbono.
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Figura 29a: Mapa de correlagcdo HSQC editado para CP2010 (DMSOe).
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Figura 29b: Mapa de correlagdo HSQC editado (dmsos), regido aromatica (ampliagao).
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Figura 29c: Mapa de correlacdo HSQC editado (dmsos), H-5' (ampliacéo).
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Figura 29d:Mapa de correlacdo HSQC editado (dmsos), H-6 e H-8 [anel A] (ampliagdo).
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Figura 29e: Mapa de correlagdo HSQC editado (dmsoe), H- anoméricos (ampliagdo).
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4.7.2 Elucidacgao estrutural CP2010, HMBC

Com as informag¢des de correlacdes heteronucleares a longa distancia,
HMBC (Figura 30a e b) em conjunto aos dados acima descritos, foi possivel
confirmar que as duas agliconas presentes na mistura correspondem a quercetina
e ambas estdo glicosiladas na posicao C-3. Os valores de deslocamentos quimicos
obtidos para os glicosideos coincidem com aqueles descritos na literatura para a

glucose e a galactose (Rodrigues, 2009).
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Figura 30a: Mapa de correlagdo HMBC, CP 2010 (400 MHZ/dmsos).
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Figura 30b: Mapa de correlagdo HMBC para CP2010 (dmso6), regido glicosidica (ampliacdo).

Com base nas informacgdes obtidas com os espectros de HSQC, HMBC e

RMN-1H foi possivel fazer as seguintes correlacdes (Figuras 31a, b, c,d e e).

Anel A dos Flavondides (Hiperina e Isoquercitrina):

Figura 31a: Correlacdes de HSQC e HMBC para o anel A dos flavonéides, onde R= galactose para Hiperina e R=

glucose para Isoquercitrina.

f1 (ppm)



Anel B do Flavonoide (Hiperina):
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Figura 31b: Correlagdes de HSQC e HMBC para o anel B da Hiperina, onde R: galactose

Anel B do Flavondéide (Isoquercitrina):

Figura 31c: Correlagdes de HSQC e HMBC para o anel B da Isoquercitrina, onde R: glucose.
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Figura 31d: Correlagdes de HSQC e HMBC para a galactose
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Figura 31e: Correlagdes de HSQC e HMBC para a glucose

Nao foi possivel observar no HMBC correlacdo da glucose com a aglicona,

por este motivo foi realizado o experimento de NOESY.

4.7.3 Elucidacao estrutural CP2010, NOESY



Para a confirmacgdo da presenca dos glucose na posicao C-3 do flavondide
foi realizado o experimento de correlacao via acoplamento espacial, NOESY. Esta
analise é bastante usada para refinamentos conformacionais da estrutura
proposta. Essencialmente, esse experimento correlaciona os hidrogénios que se

apresentam com proximidade no espaco (Figuras 32 e 33).
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Figura 32: Espectro de correlagdo espacial, NOESY para CP2010.



Figura 33: Correlagdes de NOESY para CP2010.

Como a amostra CP2010 corresponde a uma mistura de flavonéides, foi
possivel observar correlacdes de NOE entre os hidrogénios da aglicona de um
flavon6ide com o agucar do outro flavondide (Figura 33). Esta é a explicagao mais
coerente, uma vez que se as correlacbes NOESY observadas correspondessem a
apenas um flavonoéide, a glicosilacdo deveria estar na posicdo C-7 (Zheng, 2006),
préoxima aos hidrogénios H-6 e H-8. No entanto, os valores de deslocamentos
quimicos sdo caracteristicos de flavonéides glicosilados na posi¢ao C-3 (Rodrigues,
2009). Quando ocorre glicosilacao em C-7, os deslocamentos quimicos de H-6 e H-8
sdo sensivelmente deslocados para freqliéncias mais altas de ressonancia. Desta

maneira, o espectro NOESY de CP2010 foi capaz de indicar um possivel



posicionamento conformacional entre a mistura dos dois flavon6ides em solucdo

de DMSO0-d6 (Zheng, 2006).

4.7.4 Isoquercitrina e Hiperina: CP2010

Através da andlise dos espectros de RMN 1H uni- e bidimensionais e
comparacao com os dados da literatura (Rodrigues, 2009) foi possivel identificar
na amostra CP2010 os flavonéides quercetina 3-0-B-D-glucopiranosideo
(isoquercitrina) (Figura 34)e quercetina 3-0-f-D-galactopiranosideo (hiperina)

(Figura 35).

Figura 35: Quercetina 3-0-3-D-galactopiranosideo (hiperina).

4.8 Elucidacao estrutural de flavondides, espectro de UV (CP2013)



O espectro de UV da amostra CP2013 (Figura 36) é caracteristico do
flavonol kaempferol, isto porque a banda I, referente ao anel B do flavondide, se
apresenta com Amax entre 362 e 365 nm. Se a aglicona em questdo fosse a
quercetina, o valor referente a banda I seria préximo a 380nm, pois com o aumento
do grau de hidroxilagdo do nucleo flavonoidico ha o aumento do efeito
batocromico e conseqilientemente, os espectros deslocam-se no sentido dos

maiores comprimentos de onda (Simdes, 1999).
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Figura36: Espectro de UV caracteristico do flavonol kaempferol.

4.8.1 Elucidagao estrutural CP2013, RMN H

Sabendo que amostra CP2013 apresenta o kaempferol como aglicona foi
analisado seu espectro de RMN H. Em func¢ao da presenca de dois sinais em 12,12
e 12,48 ppm, relativos as hidroxilas fenolicas na posicao C-5, pode-se supor que a
amostra CP2013 apresenta 2 agliconas (Figura 37). Além disso, é possivel observar

um sinal em 7,85 ppm (J= 8,73 Hz, acoplamento orto) tipico de H-2' e H-6', bem



como outro sinal com as mesmas caracteristicas de anterior em 7,96ppm (J= 8,80

Hz, acoplamento orto) também relativos a H-2'e H-6' (Figura 38) (Victorie, 1988).
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RO

OH
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Figura 37: Espectro de RMN 1H (600 MHz), sinais de hidroxilas em C-5 (ampliagao).
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Figura 38: Espectro de RMN 1H (600 MHz), sinais relativos a H-2' e H-6' para dois isdmeros de kaempferol

(ampliagao).

4.8.2 Elucidagao estrutural CP2013, COSY 1H-1H

Através da andlise do espectro de COSY 'H-1H, (Figura 39) foi possivel
correlacionar o sinal em 7,93 ppm (H-6" e H-2") com o sinal em 6,75 ppm, tipico de
H-3' e H-5' do flavonol kaempferol. Além do sinal em 7,84 ppm ( H-6' e H-2') com o

sinal em 6, 66 ppm (tipico de H-3' e H-5'") (Victorie, 1988).
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Figura 39: Mapa de correlagdo COSY para CP2013, anel B (ampliagao).

4.8.3 Elucidacao estrutural CP2013, HSQC

Para a identificagdo de carbonos diretamente ligados a hidrogénios (] cn)
foi realizado o experimento de correlacao heteronuclear HSQC (Figura 40). A partir

desta analise foi possivel montar a seguinte tabela (tabela 3).

f1 (ppm)
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Figura 40: Mapa de correlagdo HSQC (600MHz), CP2013 (ampliagao).
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Tabela com as correlacdes obtidas no experimento de HSQC:

T T
5.4

13C (ppm)
7,96 130,52
7,85 131,13
6,78 116,27
6,65 115,10
5,66 96,87
5,53 103,40

Tabela 3 - deslocamentos quimicos obtidos com o experimento de HSQC, amostra CP2013.

T T
52

T
5.0

60

65

70

75

80

85

90

95

105

r110

115

120

125

130

135

~145
1

f1 (ppm)



A partir das informagdes obtidas através dos espectros de HSQC, COSY e RMN 1H,
foi possivel fazer os assinalamentos dos sinais para o anel B dos dois isdmeros de
kaempferol presentes na amostra CP2013 (Figura 41). Além disso, com base nos
valores de deslocamentos quimicos de carbono referentes aos dois hidrogénios
anomeéricos podemos afirmar que os glicosideos presentes na amostra estdo sob a

forma O-glicosidica (Victorie, 1987).

Figura 41: Assinalamentos referentes ao anel B para os dois nucleos flavonoidicos.

4.8.4 Elucidacao Estrutural CP2013, HMBC

Com as informagdes obtidas pelo espectro de HMBC (Figura 42) foi
possivel fazer os assinalamentos referentes ao anel A das agliconas por meio das
correlagdes apresentas pelos hidrogénios anoméricos (tabela 4). Os dados de
correlagdes heteronucleares associados ao espectro de UV obtido da amostra
CP2013, nos permite afirmar também, que a glicosilacao de ambos os flavondides é

em C-7 (Victorie, 1988) (Figuras 43a e b).
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Figura 42: Mapa de correlagio HMBC (600MHz), regido de H-anoméricos (ampliagio).

Tabela com as correlagdes a longa distancia dos hidrogénios anoméricos.

H anomérico (5,65 ppm) H anomérico (5,53 ppm)

157,89 ppm 98,26 ppm
103,13 ppm 96,19 ppm
98,26 ppm

Tabela 4: correlagdes de HMBC para hidrogénios anoméricos.

Correlagdes para o anel A do kaempferol (para o H anomérico em 5,65

ppm)
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Figura 43a: Correlagdes obtidas com o experimento de HMBC para CP2013.
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Figura 43b: Correlagdes obtidas com o experimento de HMBC para CP2013

Através da andlise dos espectros de UV, RMN 1H uni- e bidimensionais e
comparacdo com os dados da literatura (Victorie, 1988) foi possivel identificar na
amostra CP2013 os flavondides kaempferol 7-0-B-D-glucopiranosideo e
kaempferol 7-0-B-D-galactopiranosideo (Figura 44). E digno de nota que a
ocorréncia de glicosilacdo de flavonois na posicao C-7 é pouco frequente quando

comparada com a glicosilacao na posicao C-3 (Cuyckens, 2004) .



Figura 44: kaempferol 7-0-3-D-galactopiranosideo e kaempferol 7-0-3-D-glucopiranosideo.

Plantas da familia Meliaceae sdo muito estudadas em funcao da grande
producdo de limondides e de sua atividade inseticida potencial, no entanto, pouca
atencdo tem sido dispensada em relacdo a estudos que visem a identificacdo de
substancias de alta polaridade, tais como flavonéides glicosilados e derivados do
acido caféico. Até onde sabemos, este corresponde ao primeiro relato da
identificacdo dos flavonoéis Kaempferol 7-0- B-D-glucopiranosideo e Kaempferol 7-
O- B-D-galactopiranosideo em Meliaceae, bem como do isolamento de flavonoides

em Guarea.

Além disso, nenhum estudo de atividade bioldgica havia sido descrito para

a espécie Guarea macrophylla. A baixa atividade antioxidante apresentada pela



particdo butandlica pode ser em funcao da presenca de flavonoides glicosilados. No
entanto, as atividades de inibicdo da enzima Na*K* ATPase e toxidade frente a
células de tumor de pulmdo descritas nesta dissertacao para a parti¢do butandlica
de G. macrophylla e suas fragdes sdo bastante promissoras, e devem ser
investigadas, visto que tal atividade é bem descrita apenas para substancias da
classe dos cardenolidos e bufadienolidos (Prassas, 2008; Piacente, 2009). Aos
flavonéides pode ser atribuida parte desta acdo, visto que a fracdo enriquecida com

flavonéides obteve cerca de 70% de inibicao enzimatica.

Sendo assim, estudos ja estdo sendo realizados por nosso grupo para o
isolamento e elucidacdo estrutural dos demais componentes presentes na parti¢ao
butanélica das folhas de Guarea macrophylla, bem como a realizacdo de testes de
viabilidade e vias de morte celular, tais como necrose e apoptose ou, por inibicao
da enzima Na*K* ATPase com as substancias puras, com o objetivo de identificar
produtos naturais, mais especificamente flavondides, que inibam a Na*K* ATPase
e tenham atividade frente a linhagens de células de cancer de pulmao, enfermidade

com altos indices de mortalidade e ocorréncia mundial.



5 Conclusoes

Foi observada a presenca de flavonois glicosilados e derivados de acido

caféico na composicdo da parti¢do butandlica das folhas de G. macrophylla.

A atividade antioxidante da particdo butandlica apresentou um EC s5o= 55,6

ug/mL.

Tanto a particdo butandlica quanto suas sub-fragdes, na concentracao de
1,5mg/mL, apresentaram excelente atividade inibitéria da enzima Na*K* ATPase

quando comparadas a ouabaina.

A particdo butandlica apresentou atividade toxica dose-dependente em

teste preliminar frente a células de cancer de pulmao H640.

4 flavonéis glicosilados foram identificados na particdo butanoélica de

Guarea macrophylla:

Kaempferol 7-0- B-D-glucopiranosideo

Kaempferol 7-0- 3-D-galactopiranosideo

Quercetina 3-0- (3-D-galactopiranosideo (Hiperina)

Quercetina 3-0- (-D-glucopiranosideo (Isoquercitrina)

Trata-se do primero trabalho sobre a identificacdo de flavonodides no
género Guarea e, da ocorréncia dos isémeros de kaempferol 7-0- glicosilados em

Meliaceae.
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Livros Gratis
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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