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RESUMO
Estudo quimico e atividade antioxidante de Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex
Steud e avaliaciio da atividade inibitoria da enzima DNA-topoisomerase 1I-a
humana de substancias naturais e semi-sintéticas

Antonio Claudio da Silva Lins
Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (Farmacoquimica)
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, UFPB, Caixa Postal 5009, Cep 58051-970

Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil. (acslins@gmail.com).
Palavras chave: Litospermosida, Bauhinia, topoisomerase

A espécie Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud (Leguminosae), conhecida como
“morord com espinho” ¢ comum do Nordeste brasileiro. A enzima DNA topoisomerase
II-a (topo II) € responsavel pelo relaxamento do DNA durante os processos de divisao
celular e estd envolvida em diversos tipos de cancer, sendo considerada um alvo
potencial no tratamento desta doenca. Este trabalho teve como objetivo estudar a
composi¢ao quimica e atividade antioxidante das cascas das raizes de B. pentandra e a
analise da atividade inibitoria da topo II por compostos naturais e semi-sintéticos. O
estudo quimico da espécie vegetal resultou no isolamento do glicosideo cianogénico
litospermosida ¢ de uma mistura dos esterdides [-sitosterol e estigmasterol. A
litospermosida foi acetilada e as estruturas foram identificadas através de dados
espectrométricos como IV ¢ RMN'H e "°C, incluindo 2D. O extrato EtOH bruto e as
fragdes hexanica, AcOEt, MeOH e a substincia litospermosida foram submetidos aos
testes antioxidantes (DPPH, ABTS, atividade quelatogénica do ion Fe®). A
determinagdo de fenolicos totais também foi realizada com o extrato e com estas
fragOes. Todas as amostras mostraram atividade antioxidante, destacando-se a fragdo em
AcOEt com melhor atividade e maior teor de fenolicos, entdo esta fracao foi analisada
por HPLC-DAD confirmando a presenga de fendlicos. A atividade inibitéria da
topoisomerase II-o foi avaliada com as substincias naturais litospermosida e y-
hidroxiferruginina A, isolado de Vismia guianensis € com o extrato EtOH bruto do latex
desta espécie, e com as substincias semi-sintéticas litospermosida peracetilada e dez
flavondides derivados de retusin, isolado de Solanum paludosum. Na concentracdo de
220 uM todas as amostras testadas apresentaram atividade, exceto a litospermosida e o
seu derivado acetilado. Na concentragdo de 110 uM apenas dois flavonoides ndo
inibiram a acao da topo II. A y-hidroxiferruginina A inibiu a atividade da topo Il em
uma concentracdo minima de 0,1 pM, sendo este antronoide prenilado um candidato

promissor para estudos terapéuticos posteriores para o tratamento do cancer.
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ABSTRACT
Chemical study and antioxidant activity of Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. Ex
Steud and evaluation of the inhibitory activity of the enzyme DNA topoisomerase
II-0 human of natural and semi-synthetic substances

Antonio Claudio da Silva Lins
Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (Farmacoquimica)
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, UFPB, Caixa Postal 5009, Cep 58051-970

Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil. (acslins@gmail.com).
Palavras chave: Litospermoside, Bauhinia, topoisomerase

The species Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud (Leguminosae), known as
“morord com espinho”, is common in Northeast of Brazil. The enzyme DNA
topoisomerase II-a (topo II) is responsible for the relaxation of the DNA during the
processes of cellular division and is involved in diverse types of cancer, being
considered a potential target in the treatment of the cancer. This work aimed to study the
chemical composition and antioxidant activity of the bark roots of B. pentandra and the
inhibition activity of topo II in natural and semi-synthetic compounds. In the chemical
study of the vegetal species was isolated of the cyanogenic glycoside lithospermoside
and a mixture of B-sitosterol and stigmasterol. The lithospermoside was acetylated and
the structures had been identified through spectral data as IV and RMN'H and "°C
including 2D. The Ethanolic extract and the fractions in hexane, AcOEt, MeOH and the
substance lihtospermoside were submitted to antioxidant tests (DPPH, ABTS,
quelatogenic activity of Fe®" ion). The determination of total phenolic also was
performed with the extract and fractions. All the samples showed antioxidant activity,
being the AcOEt with highest activity and higher content of phenolic compounds, then
this fraction was analyzed by HPLC-DAD having confirming the presence of phenolic.
The inhibition of topoisomerase II-a was analyzed with natural compounds
lithospermoside and y-hydroxyferruginin A, isolated from Vismia guianensis and the
EtOH extract of the latex of this species, and with semi-syntetic compounds: peracetyl
lithospermoside and ten flavonoids derivated of retusin, isolated from Solanum
paludosum. At 220 pM concentration all samples tested were actives, except
lithospermoside and its acetylated derivative. In the concentration of 110 uM only two
flavonoids did not inhibit the action of topo II. The y-hydroxyferruginin inhibited the
activity of topo II in a minimum concentration of 0,1 uM, being this anthranoid
prenilated a promising candidate for posterior therapeutical studies for the treatment of

the cancer.
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CAPITULO1

ESTUDO QUIMICO E ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS
CASCAS DAS RAIZES DE Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud
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I.1. INTRODUCAO

As plantas medicinais e seus derivados consistiram durante muito tempo a base
da terapéutica e atualmente, cerca de 25% dos farmacos utilizados sdo de origem
vegetal, enquanto 50% sao de origem sintética, mas ainda relacionados aos principios
isolados de plantas medicinais (UGAZ, 1994; CECHINEL FILHO, 1998). Nos ultimos
anos, tem-se verificado um grande aumento nos estudos que comprovam o que se
conhece empiricamente, visto que a medicina popular ¢ rica em exemplos de plantas
utilizadas para diversos fins e que substituem muitas vezes, a prescricio médica
(MITSCHER et al., 1987; CECHINEL FILHO et al., 1996; CECHINEL FILHO, 2000;
LOZOYA, 1997).

Entre as intimeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-se as
plantas do género Bauhinia, pertencentes a familia Leguminosae, as quais sdo
encontradas principalmente nas 4reas tropicais do planeta, compreendendo
aproximadamente 300 espécies (SILVA e CECHINEL FILHO, 2002). Muitas sao
usadas como remédio na medicina popular em varias regides do mundo, incluindo a
Africa, Asia e Américas Central e do Sul (ACHENBACH et al., 1988)

Dentre as espécies do género Bauhinia mais estudadas quimicamente, estao a B.
manca, B. candicans, B. uruguayensis, B. purpurea, B. forficata e B. splendens. Porém,
apesar de muitos compostos serem conhecidos, pouco se conhece sobre a atividade
farmacoldgica da maioria das substancias isoladas do género Bauhinia (SILVA e
CECHINEL FILHO, 2002).

Os compostos mais comuns encontrados em espécies de Bauhinia sao os
flavondides glicosilados (SOUSA et al., 2004; ALMANZA et al., 2001; BRACA et al.,
2001; ACHENBACH et al., 1988; IRIBARREN e POMILIO, 1983) e flavonoides
agliconas (CECHINEL FILHO et al.,, 1995), esteroides (SILVA, et al.,, 2000;
IRIBARREN e POMILIO, 1989; GUPTA et al., 1980), além de esteroides glicosilados,
triterpenos e lactonas (CECHINEL, 2000).

A espécie Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud ¢ conhecida na regiao
Nordeste do Brasil como “morord com espinho”. Sdo arvoretas com 4-5 m ou arbustos
de 0,5-3,5 m de altura. No Brasil ocorre nos estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de

Janeiro, Rio Grande do Norte, S3o Paulo e Sergipe (Figura I.1). Habita nos biomas
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Caatinga e Savana. Na regido Nordeste ocorre na caatinga, transi¢do caatinga/cerrado e

floresta estacional (VAZ e TOZZI, 2005).

— _‘,:’_"

[L-]]

B. corriculata
B. marginaia
B. ovata

B. pentandra

B. tarapotensis | |
B. vespertilio

Figura I.1. Distribuicdo geografica de espécies de Bauhinia no Brasil (VAZ e TOZZI,
2005)

O estudo quimico com a espécie Bauhinia pentandra mostra-se de grande
importancia, pois ha poucos relatos na literatura de estudos quimicos envolvendo esta
espécie. Duarte-Almeida et al. (2004), analisaram a composi¢do dos 6leos volateis das
folhas de sete espécies de Bauhinia (B. aculeata, B. alata, B. brevipes, B. forficata, B.
longifolia, B. outimouta, B. pentandra, B. rufa and B. variegata) e nas folhas de
Bauhinia pentandra foi verificado a presenca de P-cariofileno (46,6%), y-elemeno
(17,5%), a-elemeno (22,6%) e o6xido de cariofileno (13,3%), além de tragos de o-
humuleno, B-elemeno e cis-a-bergamoteno. Silva et al. (2001) mostraram o estudo e

parcial caracterizacdo de uma lecitina de Bauhinia pentandra e Salatino et al. (1999),
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verificaram a presenca de flavondides di e triglicosilados derivados do canferol e
quercetina e derivados monoglicosilados no extrato MeOH das folhas.

Varias propriedades terapéuticas sdo atribuidas as espécies de Bauhinia como
antiamebiase, anti-diabética, anti-desintérica, antiinflamatoria, analgésica e
antinociceptiva, anti-reumatica e hipocolesterolémico (WILLAIN FILHO et al., 1997,
MORS et al., 2000).

Em relagdo aos estudos sobre as atividades biolégicas de Bauhinia pentandra,
Sampaio et al. (1991 e 1992) mostram a agdo inibitéria de proteinases.

Em nosso organismo existem processos normais que geram radicais livres. A
oxidagdo ¢ a transferéncia de elétrons de um atomo a outro e representa uma parte
essencial da vida aerdbica de nosso organismo, uma vez que o oxigénio ¢ o ultimo
aceptor de elétrons na cadeia de transporte de elétrons levando a producdo de energia na
forma de ATP. No entanto, problemas podem aparecer quando a cascata de elétrons
torna-se desemparelhada, gerando radicais livres. Exemplos de radicais livres do
oxigénio, conhecido como espécies reativas de oxigénio, incluem o superdxido (O,e-),
peroxila (ROQOe), alcoxila (RO¢), hidroxila (HO¢*), e 6xido nitrico (NO¢). Os radicais
livres hidroxila e alcoxila sdo muito reativos e rapidamente atacam moléculas em
células proximas, e provavelmente o dano causado por eles ¢ inevitavel e ¢é tratado por
processos de reparo (AMES et al., 1993; PIETTA, 2000). Por outro lado, o anion radical
superoxido, hidroperoxidos lipidicos e o Oxido nitrico sdo menos reativos. Em
acréscimo a estas espécies reativas de oxigénio, existem no organismo espécies nao
radicalares, tal como o peréxido de hidrogénio (H,O;) e o acido hipocloroso (HOCI)
(PIETTA, 2000).

As espécies reativas de oxigénio desempenham importantes papéis no
organismo. Alguns sdo positivos e relacionados aos seus envolvimentos na produgao de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento, sinalizagdo celular e sintese de
compostos biologicamente importantes (HALLIWELL, 1997). Entretanto, as espécies
reativas de oxigénio podem ser muito danosas para o organismo, a partir do momento
em que elas podem atacar lipidios em membranas celulares, proteinas, enzimas,
carboidratos ¢ DNA, induzir oxidac¢do de tecidos, podendo causar danos a membrana,
modifica¢dao de proteinas (incluindo enzimas) e danos ao DNA. Este dano oxidativo ¢
considerado a principal causa do processo de envelhecimento e de varias doengas
degenerativas associadas a isto, tal como doengas do coragdo, cataratas, disfungdo

cognitiva e cancer (BLAKE e WINYARD, 1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
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1998). O organismo humano tem desenvolvido sistemas antioxidantes de combate aos
radicais livres. Estes sistemas incluem alguns antioxidantes produzidos no corpo
(endogenos) e outros obtidos da dieta (exdgenos). Os primeiros incluem defesas
enzimaticas, tal como S-glutationa, peroxidase, catalase, e superoxido dismutase que
metabolizam o superdxido, peroxido de hidrogénio e perdxidos lipidicos, assim
prevenindo a formacdo da maioria dos radicais OHe toxicos, e as defesas nao
enzimaticas, tais como glutationa, peptideos de histidina, proteinas quelantes do ferro e
ferritina, acido diidrolipdico, CoQ,o reduzida, melatonina, urato e proteinas plasmaticas
contendo tidis, sendo os ultimos dois responsaveis pela maior contribuicdo para a
capacidade seqiiestradora de radicais do plasma. As varias outras defesas sao
complementares umas as outras, visto que elas agem contra diferentes espécies em
diferentes compartimentos celulares. Todavia, apesar destas defesas antioxidantes
(também capazes de anular a formacdo e o desencadeamento de radicais livres ou
seqiiestrar radicais livres), algumas espécies reativas de oxigénio ainda escapam e
causam danos. Assim, o sistema antioxidante do corpo ¢ abastecido também por
antioxidantes de reparo (capazes de reparar danos, e baseados em proteases, lipases,
tranferases e enzimas de reparo do DNA) (WARMA et al., 1995; PIETTA, 2000).

Muitos compostos fendlicos sdo relatados na literatura por apresentarem
atividade antioxidante. Esta atividade ¢ devida principalmente as propriedades redox
que permitem a atuagdo como agentes redutores, doadores de hidrogénio e
seqiiestradores de formas ativas de oxigénio, além de possuirem potencial atividade de
quelagio de metais (RICE-EVANS et al., 1995; KAHKONEN et al., 1999).

Devido a eficiéncia incompleta de nossos sistemas de defesa endogenos e a
existéncia de algumas situagdes fisiopatologicas (fumo, poluicdo do ar, radiagdo UV,
etc.) nos quais as espécies reativas de oxigénio sdo produzidas em excesso, dietas com
antioxidantes sd3o necessarias a reducdo dos efeitos cumulativos dos danos oxidativos
sobre a expectativa de vida (WAYNER et al., 1987; HALLIWELL, 1994).

Compostos fenolicos sao comumente encontrados em plantas comestiveis e nao
comestiveis e eles tém sido relatados por ter multiplos efeitos biologicos, incluindo
atividade antioxidante (KAHKONEN et al., 1999), compreendem pelo menos 8000
diferentes estruturas conhecidas (BRAVO, 1998; GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).
Fendlicos tém uma ampla variedade de estruturas: flavondides (VERZELLONI et al.,

2007), taninos (HASLAM, 1996), acidos fenolicos (CHAILLOU e NAZARENO,
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2006), além de cumarinas e isocumarinas, naftoquinonas, xantonas, antraquinonas e
lignanas (WOLLGAST e ANKLAM, 2000; GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).

A partir do inicio dos anos 80, o interesse em encontrar antioxidantes naturais
para o emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico aumentou
consideravelmente com o intuito de substituir antioxidantes sintéticos restringidos
devido ao seu potencial de toxicidade (DEGASPARI e WASZCZYNSKY], 2004).

Antioxidantes naturais como polifenolicos, possuem propriedades anti-viral,
antiinfamatoria, anticancerigena, anti-mutagénica, antitumoral e hepatoprotetora (LIM e
MURTIJAYA, 2007), analgésica, efeitos na fragilidade capilar e inibicdo da agregagao
plaquetaria em humanos (BENAVENTE-GARCIA et al, 1997), antiterogénica
(PEARSON et al., 1998) entre outras atividades (WOLLGAST e ANKLAM, 2000).

Devido a freqiiente ocorréncia de flavonoides e outros fendlicos em estudos com
espécies de Bauhinia e a reduzida quantidade de relatos cientificos sobre a composi¢ao
quimica da espécie Bauhinia pentandra, faz-se necessario o estudo quimico e a analise

da capacidade antioxidante desta espécie.

I.2. OBJETIVOS

I.2.1. Geral

- Contribuir para o conhecimento da composi¢do quimica e atividade antioxidante das

cascas das raizes de Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. Ex Steud.

1.2.2. Especificos

- Isolar e identificar constituintes quimicos das cascas das raizes de Bauhinia pentandra

(Bong.) Vog. ex Steud.

- Avaliar o teor de fenolicos totais e a atividade antioxidante de extrato, fracdes e

substancias obtidas das cascas das raizes de Bauhinia pentandra.
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L.3. EXPERIMENTAL GERAL
1.3.1. Equipamentos e reagentes

O ponto de fusdo foi determinado em placa de aquecimento de aparelho digital
de ponto de fusdo (Micro quimica MQAPF-302, Microquimica Equipamentos LTDA).
A leitura da absorbancia das solucdes para as atividades anti-radicalares (DPPH" e
ABTS™), quelatogénica do fon Fe*", ¢ o teor de fenolicos totais foi realizada no aparelho
VANKEL 50 UV-Visivel Varian (Australia). Os espectros de Ressonidncia Magnética
Nuclear de 'H e C (200 ¢ 50 MHz, respectivamente) para a identificagio das
substancias, foram registrados em espectrometro da Varian Mercury. Como padrio
interno foi usado tetrametilsilano ou residuo de solvente como CHCl; ou DMSO.

Para anélise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) o sistema
consistiu em duas bombas de solvente modelo SCL-10Avp, equipado com um detector
com arranjo de diodos SPD-M10Avp (Shimadzu, Corp., Kyoto, Japan). As amostras
foram injetadas em um injetor Rheodyne 7125i com um loop de 20 pL. A separagdo
cromatografica foi feita com uma coluna Supelcosil LC-18 (125 cm x 10mm x Spum,
Supelco, Bellefonte, USA), pré-coluna C-18 SULPELCO 4,0 mm, solvente (MeOH) da
Tedia Company (EUA) grau HPLC/Espectro UV-visivel, acido formico Merck
(Alemanha). Cartuchos com membrana Millipore com poros de 0,45 um de diametro
(SUPELCO, USA) para filtragdo das amostras e solventes a serem analisadas foram
usados.

A cromatografia em coluna foi realizada tendo como suporte Sephadex LH-20"
(Amersham Biosciences, Suécia). Para Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA) foram usadas cromatofolhas de silica gel 60F,s4(Merck) e a observacao das

placas foi realizada em luz UV-Visivel (254 e 366 nm).

1.3.2. Reagentes para os testes anti-radicalares

1.3.2.1. Determinacao do teor de fendlicos totais

e Reagente de Folin-Ciocalteu, Sigma,;
e Acido galico, Fluka;
e Etanol 95% P.A., Quimex;
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e (Carbonato de Sédio (NayCO3)
1.3.2.2. Atividade seqiiestradora do radical DPPH-
e DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila), Alfa Aesas;
e Acido ascorbico;
e FEtanol 95% P.A.

1.3.2.3. Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (CAET)

Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), Aldrich;

ABTS (acido 2,2’-azinobis-[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico]), Fluka;

Persulfato de potassio, Sigma;

Etanol 95% P.A., Quimex.

1.3.2.4. Atividade quelatogénica do ion Fe**

Cloreto ferroso, Fluka;

Ferrozina (Acido 4,4'-(3-(2-piridinil)-1,2,4-triazina-5,6

diil)bisbenzenossulfonico, sal dissédico), Sigma;

EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), P.A., Nuclear;

Etanol 95% P.A., Quimex.

1.3.2.5. Derivatizacoes

a) Acetilacdo do glicosidio cianogénico Litospermosida

¢ anidrido acético(Merck)

e piridina (Aldrich)
¢ 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (Merck).
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I.4. EXTRACAO E ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS DAS CASCAS DAS
RAIZES DE Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. Ex Steud

1.4.1. Material vegetal

As cascas das raizes de Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. Ex Steud foram
coletadas no municipio de Vieirdpolis, Paraiba, Brasil, em 20/06/2005 e uma excicata
encontra-se depositada no Herbario Lauro Xavier, Universidade Federal da Paraiba-
UFPB, com o niimero de registro 6888. A amostra foi identificada pela Profa. Dra.
Maria de Fatima Agra, Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernades

de Medeiros, UFPB, Joao Pessoa, Paraiba.

1.4.2. Extracao e isolamento

O material seco e pulverizado (1,2 Kg) foi extraido em aparelho de Soxhlet com
EtOH. Durante a extrag¢do foi observado a presenca de um precipitado de cor marrom
claro, que estava aderido as paredes do baldo de secagem. Este precipitado foi coletado
e lavado com MeOH e apds evaporacao do solvente forneceu 29,6 g de material com
rendimento de 2,46%. O precipitado foi submetido a cromatografia em camada delgada
(CCDA) com o eluente CHCI;:MeOH (7:3). O ponto de fusdo deste precipitado foi
determinado entre 247-249 °C . A substancia foi submetida a andlises espectrométricas
como infravermelho (IV), ressonincia magnética nuclear de 'H ¢ °C (RMN 'H e "°C,
200 e 50 MHz, respectivamente) e 2D (HMQC e HETCOR).

A solucdo extrativa etandlica foi concentrada em evaporador rotatério sob
pressdo reduzida a 50° C, fornecendo o extrato EtOH bruto (42,0 g), que teve uma
aliquota (1,0 g) separada para testes antioxidantes. O restante do extrato EtOH bruto
(41,0 g) foi dissolvido em agua destilada e MeOH (1:1) e particionado em funil de
separacdo com n-hexano e acetato de etila (AcOEt), respectivamente. As solucdes
extrativas foram concentradas em rotaevaporador sob pressao reduzida, fornecendo as
fragdes hexanica (4,6 g) e AcOEt (2,7 g). A fase MeOH:aquosa também foi concentrada
fornecendo a fragdo metanol aquosa (33,0 g).

A fracdo AcOEt mostrou a presenga de flavondides quando corada com reagente
NP (acido difenilbdrico etanolamina, 1% em MeOH) em CCDA e uma aliquota (1,7 g)

foi submetida & coluna cromatografica com Sephadex LH-20" usando como eluente
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MeOH, obtendo-se 32 fragdes. As fragdes foram reunidas de acordo com os fatores de
retencao observados em CCDA (eluente CHCI;:MeOH 7:3). As fracdes de 11-19 foram
reunidas e recromatografadas seguindo o mesmo procedimento, resultando em 58
fragdes. Nas fragdes 21-32 foi detectada a presenca de flavonodides através de CCDA.
Estas fragcoes foram reunidas e submetidas a analise em HPLC-DAD. Para isto foi
preparada uma solucao a 250 pg/mL em MeOH e injetada utilizando-se gradiente
crescente de 5 a 95 % de acetonitrila em H,O por 30 minutos e decrescente até 5 % de
acetonitrila entre 35-45 minutos. O cromatograma obtido foi comparado com um
cromatograma padrdo obtido anteriormente sob as mesmas condigdes com 26
flavonoides (Apigenina; Canferol; Diidroquercetina; Genkawanina;, Hesperidina;
Isoramnetina; Isoramnetina-3-0-galactose; Isoquercetina; Kumatakenina; Luteolina; 7-
metoxi-apigenina; 8-metoxi-canferol; 3, 7, 8, 3’, 4’-penta-O-metilgossipetina; 3, 7, 8,
4’-tetra-O-metilgossipetina; 3-O-metilquercetina; 3, 7, 3°, 4’-tetra-O-metilquercetina;
Miricetina; Narigenina; Quercetina; Ramnocitrina; Selagina; Taxifolina; Tilirosideo,
Tricetina, 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]) e os resultados estdo na
Figura 1.2, Figura 1.3, Figura 1.4 e Figura 1.5 (paginas 29-32).

No cromatograma foi observada a presenca de cinqlienta e trés picos que podem
ser atribuidos a presenca de polifendis com base nos espectros de ultravioleta com
lambdas méximos e perfis de absor¢do caracteristicos para flavonoides ou outros tipos
de polifendis (Figura 1.2, Figura 1.3, Figura 1.4, Figura 1.5). Nao foi verificada a
presenga de nenhum dos flavonoides utilizados como padrdo, quando comparados os
perfis cromatogaficos e espectros de ultravioleta.

A fragdo hexanica (1,5 g) foi submetida a coluna cromatografica com Sephadex-
LH-20, obtendo-se 38 fracdes. As fragcdes 5-7 apresentaram cristais em forma de agulha
(15,0 mg) com rendimento de 0,00125 % em rela¢do ao peso da planta. A amostra foi
submetida a analise de RMN 'H e "°C. O Esquema 1.1 mostra o processo de extragio e

estudo quimico das cascas das raizes de B. pentandra.
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Cascas das raizes de B. pentandra
(1,2Kg)

- Extragdo em Soxhlet (EtOH)

Fracdo MeOH:H,O
(33,09

Precipitado (29,6 g)

- lavagem com MeOH

- Identificagdo estrutural
v

RMN 'He "C

HMQC e HETCOR
NOESY

Litospermosida (1)

- Acetilagdo
Piridina
Anidrido acético
DMAP

Extrato EtOH (42,0 g)
- MeOH:H,O (1:1)
- n-hexano
- AcOEt
fragdo n-hexano fragdo AcOEt
439 27¢
- pesagem de - pesagem de
aliquota aliquota
fragdo n-hexano Fragio AcOEt
(L59) (1,7 mg)

-Sephadex-LH 20®
- MeOH

38 Fragdes

-CCDA
- CHCI;:MeOH (8:2)

- MeOH
32 Fracdes

- MeOH

59 Fracodes

Litospermosida peracetilada (1a)
(86,3 mg)

- Sephadex-LH 20"

- Sephadex-LH 20®

fragdes 5-7
reunidas -CCDA (CHCl;:MeOH) (8:2)
(15,0 mg)
fragdes 21-32 reunidas
-RMN 'He °C (5,7 me)
- Cromatografia em HPLC

B-sitosterol e
estigmasterol
(2e3)

Cromatogramas de
compostos fendlicos

Esquema I.1. Estudo quimico de cascas de raizes de B. pentandra
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Figura I.2. Cromatograma da fracdo AcOEt das cascas das raizes de B. pentandra e

espectros de UV-Vis de compostos com tempo de retencao entre 12,34 a 19,59 minutos
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Figura 1.3. Cromatograma da fracdo AcOEt das cascas das raizes de B. pentandra e

espectros de UV-Vis de compostos com tempo de retencao entre 19,97 a 25,19 minutos
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Figura 1.4. Cromatograma da fragdo AcOEt das cascas das raizes de B. pentandra e

espectros de UV-Vis de compostos com tempo de retencao entre 24,28 a 28,83 minutos
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I.5. IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DAS CASCAS DAS
RAIZES DE Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud

I.5.1. Identificacao estrutural da substiancia 1

No espectro de infra-vermelho (IV) da substancia 1 (Figura 1.7) observaram-se
intensas absor¢des de grupos hidroxilicos em 3430 cm™. As absorgdes em 3041 e 2979
cm”, referem-se a estiramento de ligagio C—H de carbono sp” e sp’, respectivamente.
Uma absorgdo intensa em 2224 cm’' revela a presenca de um grupo nitrila na amostra.
O espectro mostrou ainda absorcdes em 1632 e 1604 cm™, caracteristicas de ligacdo
C=C de olefinicos, além de absor¢des adicionais em 1079 e 1045 cm™ para ligagio C-O,
sugerindo a presenca da funcdo éter ou alcool.

O espectro de APT (Figura 1.8) do composto 1 mostrou a presenca de quatorze
sinais correspondentes a carbonos. A presenca de um sinal em ¢ 102.32 ¢€ tipico de
carbono anomérico de glicosideos (C-1’). Sinais adicionais em 6¢ 76.97, 76.54, 73.04,
70.19 e 61.55 suportam a idéia de que a substancia contém um agucar B-glicopiranose
(BREITMAIER e VOELTER, 1990). Um sinal para um carbono quaternario em ¢
117.19 pode ser atribuido ao carbono de nitrila. Em adicdo a estes, sete sinais de
carbonos ocorreram em ¢ 75.31 (C-8), o6¢ 73.69 (C-7) e oc 61.55 (C-6), atribuidos a
carbonos ligados a oxigénio, e em d¢ 96.71 (C-2), d¢ 125.93 (C-4), d¢ 138.25 (C-5) e d¢
155.38 (C-3), atribuidos a carbonos caracteristicos de aromaticos ou vinilicos. Os
espectros de APT e HMQC mostraram que os sinais em 6¢ 155.38 (C-3) e 6¢ 117.19 (C-
1) correspondem a carbonos quarternarios. O sinal em d¢ 61.55 foi atribuido a carbono
metilénico e o restante dos carbonos sdo metinicos.

O espectro de RMN 'H (Figura 1.9) confirma a presenga de uma glicose pela
presenga de um dupleto em oy 4.58 (J=7.2 Hz, H-1") e uma série de sinais sobrepostos
em Oy 3.18 (H-5), 6y 3.10 (H-3"), 6u 3.04 (H-4"), du 3.30 (H-6’b), 6 3.43 (H-6’a), du
3,14 (H-2’). O padrao dos sinais de todos os hidrogénios da molécula ¢ muito
complexo. Dois duplos dupletos de hidrogénios vinilicos aparecem em oy 6.2 (J=10.1;
1.6 Hz, H-4) e 6y 6.0 (J=9.8; 3.2 Hz, H-5). Um sinal adicional para hidrogénio vinilico
também aparece como um simpleto largo em oy 5.68 (H-2). Trés hidrogénios
carbinodlicos apareceram em oy 4.53 (m, H-8), 6y 3.43 (m, H-7) e 6y 4,01 (m, H-6), um

deles pode ser o sitio de ligacao da glicose.
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Devido aos acoplamentos a larga distdncia e as complexas interagdes, o espectro
de HOMOCOSY (Figua 1.10) revelou apenas algumas informag¢des da por¢ao aglicona
da molécula. O multipleto em oy 3.69 (H-7) acopla com os multipletos em 6y 4.1 (H-6)
e 0y 4.53 (H-8). Os dois hidrogénios vinilicos em oy 6.2 (H-4) e 6y 6.0 (H-5) mostraram
acoplamento entre si. Apesar do espectro de HOMOCOSY nao ter mostrado o
acoplamento a longa distancia (acoplamento em W) do hidrogénio H-4 (6y 6.2) com o
H-8 (dy 4.53), esta possibilidade ¢ confirmada pelo valor de J (1.6 Hz) apresentado
pelos respectivos sinais.

A correta atribuicdo dos sinais dos hidrogénios da glicose foi realizada através
dos acoplamentos observados em série, onde o dupleto em oy 4.58 (H-1") interagiu com
o multipleto em 6y 3.14 (H-2"), o qual interagiu com o multipleto em oy 3.10 (H-3").
Verificou-se também os acoplamentos do multipleto em 6y 3.10 (H-3’) com o
multipleto em oy 3.04 (H-4’) e deste multipleto com o multipleto em oy 3.18 (H-5")
(Figura I.10, pag. 37).

O espectro de HMQC (Figura I.11) mostrou as correlagdes dos hidrogénios aos
respectivos carbonos. O espectro de HETCOR (**Jen) (F igura 1[.12) mostrou a
correlacdo entre o hidrogénio em 5.68 (H-2) com os carbonos em o¢ 125.93 (C-4) e o
carbono carbonilico d¢ 75.31 (C-8). O multipleto em dy 4.01 (H-6) mostrou correlagao
com os carbonos vinilicos em d¢ 138.25 (C-5) a duas ligagdes € em d¢ 125.93 (C-4) a
trés ligagdes. Finalmente o hidrogénio em oy 6.0 (H-5) mostrou a correlacdo a duas
ligacdes com o carbono em 6¢ 69.84 (C-6) e a trés ligagdes o¢c 155.38 (C-3).

O espectro de NOESY (Figura 1.13) mostrou correlagdes entre o dupleto em oy
4.58 (J=7.2, H-1") e o multipleto em dy 4.53 (H-8) e entre este sinal e o multipleto em
4.01 (H-6). Verificou-se também a correlacdo ente o multipleto em 6y 4.01 (H-6) com o
multipleto em 6y 3.14 (H-2’), reforcando a proposta de que o C-8 esteja ligado ao
carbono anomérico (C-1") da glicose. Outras correlagdes entre o duplo dupleto em oy
6.2 (H-4) com o duplo dupleto em 6y 6.0 (H-5) e com o simpleto largo em oy 5.68 (H-
2), assim como correlagdes entre os multipletos em oy 3.3 (H-6’b) e em oy 3.14 (H-2’)
foram observadas.

A andlise dos espectros ¢ a comparagdo com os dados da literatura levaram a
identificacao da substancia como sendo o glicosideo cianogénico litospermosida (8-O-
B-D-glicopiranosil-1-ciano-6,7-dihidroxi-2-ciclohexeno) (Figura 1.6). Os dados dos
espectros de RMN 'H e C (200 ¢ 50 MHz, respectivamente) do composto

litospermosida estdo na Tabela L.1.



35

No género Bauhinia, este composto ja foi isolado do extrato MeOH das raizes de
Bauhinia fassoglensis com rendimento de 1,6% (FORT et al., 2001) e do extrato dos
galhos e raizes de Bauhinia sirindhorniae (ATHIKOMKULCHALI et al., 2003). A
ocorréncia de litospermosida também foi relatada em Lithospermum purpureo-
caeruleum and L. offcinale (Boraginaceae) (SOSA et al., 1977), no extrato EtOH das
raizes de Thalictrum rugosum e T. revolutum (Ranunculaceae) (WU et al., 1979) e
Thalictrum orientale Boiss. (ERDEMGIL et al., 2003), nas raizes de Semiaquilegia
adoxoides (HAN et al., 2001), na fragdo AcOEt de folhas de Lophira alata (TIH et al.,

20006) e nas fragoes ricas em polifendis de Cowania mexicana (ITO et al., 1999).

Litospermosida (8-O-B-D-glicopiranosil-1-ciano-6,7-dihidroxi-2-ciclohexeno)

Figura L.6. Estrutura do glicosideo cianogénico litospermosida
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Tabela L1. Dados de RMN 'H (200 MHz) ¢ "*C (50 MHz) da substincia 1

(litospermosida)

C TipodeC 8¢ S Jen Ten

1 C 117.19 -

2 CH 96.71 5.68 (sl)

3 C 155.38 - H-5 (6.0, dd)
H-2 (5.68, sl),

4 CH 125.93 6.2 (dd, J=10.1; 3.2)
H-6 (4.01, m)

5 CH 138.25 6.0 (dd, J=9.8;3.2)  H-6(4.01, m)

6 CH 69.84 4.01 (m) H-5 (6.0, dd)

7 CH 73.69 3.69 (m) H-6 (4.01, m)

8 CH 75.31 4.53 (m) H-2 (5.68, sl)

1’ CH 102.32 4.58 (d, J=7.2)

2’ CH 73.04 3.14 (m)

3’ CH 76.97 3.10 (m)

4 CH 70.19 3.04 (m)

5 CH 76.54 3.18 (m)

6’ CH, 61.55 .35 ()

3.68a (m)




37

80+

|

977.30948.055

1996.247
1019.75
|

| ma4e |

m.m_smm |
12028 = |

/

~J {

122036 |
/1256 5
1 /4309.43

/-1325.48
1348,

-1604.65

“1632.63

\ “1378.88
1400

2873.47

2914.85

—=2979.63
304117

~3851.11

(1045.03
_

222416

11079.92

-3430.11

20

2000

4000

1000

3000

ancia 1 (litospermosida)

A

. Espectro de IV (KBr) da subst

Figura 1.7

87 8E—
199788,
540768
216 65—
BEE" QP /
Z5L7 00
555719
T T 5
mwﬁ.smmy - 4
ap0°£L—, 3
EF9°EL W
s 5L —) ——
.mem.mmmu\
026792
©OSDLeET——
©BzECTOT
2817 ¢T1
£E6° 521 —
052 86T
SLE"SST

T T
60 40 20

&0

100

TTTTTTTTYTTT

I
140

T
160

Figura L.8. Espectro de APT (50 MHz, DMSO-d) da substancia 1 (litospermosida)



38

T
ppm

21.66

[
i 1l

Figura L9. Espectro de RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds) da substincia 1
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Espectro de COSY (200 MHz, DMSO-ds) da substancia 1

Figura I1.10.

(litospermosida)
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Figura 1.12. Espectro de HETCOR (DMSO-d) da substancia 1 (litospermosida)
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Figura I.14. Expansdo do espectro de NOESY (DMSO-ds) da substancia 1

(litospermosida)
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A substancia litospermosida ¢ solivel em solventes organicos polares como
DMSO, MeOH e H,O quente. Com o objetivo de melhorar a qualidade dos espectros
obtidos em DMSO a substancia foi acetilada. A acetilagao foi realizada de acordo com a
metodologia de Wu et al. (1979), com modificagdes. Inicialmente, pesou-se 50 mg de
litospermosida, tranferindo-se este conteido a um baldo de 25 mL. Adicionou-se ao
baldo 1,0 mL de piridina, 1,0 mL de anidrido acético e um cristal de DMAP, utilizado
como catalizador, sendo a reacdo mantida sob agitagdo por um periodo de trés horas.
Apos a reacdo, observou-se a formagdo de um precipitado branco (1a) com rendimento
de 97,7 % (Esquema 1.2). Este precipitado foi filtrado e lavado com éagua destilada
varias vezes e solubilizado com CHCls. O derivado acetilado apresentou ponto de fusao
117-119 °C e foi identificado por RMN 'He 13C, a 200 e 50 MHz, respectivamente,
incluindo 2D (COSY HMQC e HMBC).

OAc NC
piridina, anid. acét. OAc Ohe
o™ agitagfﬂc; F::) Hs oac™
OH H tato d OAe
exaacetato de
Litospermosida Litospermosida
(50,0 mg) (86,3 mg)

Esquema L.2. Acetilacdo do glicosideo litospermosida

O mecanismo de acetilagdo da litospermosida ¢ mostrado na Figura I.15.

LOR + j)L J(i DMAP /( /k

HC O cH, Y
Mecanismo
Hsc\ /CH3 H3C\ /CH3 H3C\ /CH3
N . s N:
0 0 H v+ R
N i . z
O* A L Y . (1
N H3C Py CH3 :0: +N/ . (‘4.?
A-DMAP anidrido acético /EO /g/;Y ) 0 "0y
R
N
| N i /ko
/

Figura 1.15. Mecanismo de acetilagdo da litospermosida
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I.5.2. Identificacio estrutural da substancia 1a

A litospermosida peracelitada foi identificada através das analises dos espectros
de RMN'H (Figuas 1.14 a 1.16), APT (Figura 1.17) ¢ HMQC (Figura 1.18). Os dados
estdo na tabela 1.2.

O espectro RMN APT (Figura 1.19) mostrou 26 sinais correspondentes a
carbonos dos quais seis sinais em d¢ 169.27, ¢ 169.44, 5¢ 169.52, 3¢ 169.65, d¢ 170.0 e
o0c 170.51 foram atribuidos a carbonos carbonilicos e seis sinais em oc 20.45x2, 6¢
20.59x2 e oc 20.65x2, referentes a carbonos metilicos a-carbonilicos. O sinal em 6¢
102.02 (C-1"), caracteristico de carbono anomérico de glicosideos, além dos sinais em
d¢ 70.65 (C-2), o¢c 72.14 (C-3°), dc 67.78 (C-4’), d¢c 72.41 (C-5") e d¢ 61.09 (C-6)
corroboram com a proposta de presenca de um agucar B-glicopiranose na molécula.
Outros sinais em oc 115.90, atribuido ao carbono de nitrila, € em 6¢c 150.01 (C-3),
referem-se a carbonos quaternarios. Os sinais atribuidos a carbonos ligados a oxigénio
em o¢ 75.03 (C-8), ¢ 67.67 (C-7), d¢ 66.56 (C-6) e carbonos vinilicos em d¢ 101.05
(C-2), 8¢ 127.13 (C-4), ¢ 1132.79 (C-5) e 6¢ 150.01 (C-3) também foram observados.

O espectro de RMN 'H (Figuras 1.16, 1.17 e 1.18) mostra a presenca de agucar,
derivado acetilado da glicose, atribuida a presenca do dupleto em dy 4.80 (d, J=8.0, H-
1’), bem como de sinais sobrepostos em oy 4.94 (m, H-2"), 6y 5.12 (m, H-3"), oy 5.60
(m, H-4"), 65 3.75 (m, H-5") e 6y 4.22 (m, H-6"). O duplo dupleto em &y 6.25 (J=10.2;
0.8, H-5) e o dupleto em dy 5.85 (J=10.0) referem-se a hidrogénios vinilicos. Em adi¢ao
a estes sinais foram observados um dupleto em 4.70 (J=4.4, H-8), e dois multipletos em
On 5.40 (H-7) e em oy 5.58 (H-6). Seis dos sinais (Figura 1.18) entre oy 1.93- 6y 2.10
foram atribuidos aos hidrogénios metilicos dos grupos acetato adicionados na reagao,
enquanto que o sinal adjacente ocorrido nesta regido do espectro foi atribuido a alguma
possivel contaminacdo e/ou residuo resultante da reacao.

O espectro HMQC (Figura 1.20) do hexaacetato de litospermosida mostrou as

correlagdes entre os sinais de carbono e os respectivos sinais de hidrogénio.
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Tabela 1.2. Dados de RMN 'H (200 MHz) e¢ C (50 MHz) da substincia la

(litospermosida peracetilada)

C Tipo de C oc on

1 C 115.90 -

2 CH 101.05 5.40 (m)

3 C 150.01 -

4 CH 127.13 5.85 (d, J=10.0)

5 CH 132.79 6.25(dd, J=10.2; 0.8)

6 CH 66.56 5.58 (m)

7 CH 67.67 5.40 (m)

8 CH 75.03 4.7 (d, J=4.4)

I CH 102.02 4.80 (d, J=8.0)

2’ CH 70.65 4.94 (m)

3’ CH 72.14 5.12 (m)

4 CH 67.78 5.60 (m)

5 CH 72.41 3.75 (m)

6’ CH, 61.09 4.22 (m)

H:CCO ) 2x20.65, 2x20.59, 2x20.45 210,2.08, 201, 198, 197,

1.95,1.93

- 170.51, 170.0, 169.65,
169.52, 169.44, 169.27

H;CCO
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Figura 1.16. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) da substincia 1a (hexaacetato de

litospermosida)
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Figura L.17. Expansio do campo médio do espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl5) da

substancia 1a (hexaacetato de litospermosida)
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Figura 1.18. Expansdo do campo alto do espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) da

substancia 1a (hexaacetato de litospermosida)
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Figura L.19. Espectro de APT (CDCl;) da substancia 1a (hexaacetato de

litospermosida)
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Figura 1.20. Espectro de HMQC (CDCl;) da substincia 1a (hexaacetato de

litospermosida)

1.5.3. Identificacao estrutural das substancia 2 e¢ 3

O espectro de RMN 'H (Figuras 1.20; 1.21 e 1.22) da substincia 2 revelou seis
sinais em dy 0.65 (Me-18), 6i 0.98 (Me-19), oy 0.89 (Me-21), 6 0.83 (Me-26), oy 0.81
(Me-27) e ou 0.84 (Me-29) que sdo consistentes com a presenca de seis grupos
metilicos, além de mostrar a presenga de hidrogénios carbinolicos (o 3.51 m) e de
hidrogénios olefinicos (6y 5.10 m) (Tabela 1.3). O espectro de APT (Figuras 1.23 ¢ 1.24)
permitiu identificar um total de vinte e nove sinais de atomos de carbono, dos quais dois
quaternarios (C),, oito metinicos (CH)g, treze metilénicos (CH,);3 e seis metilicos
(CHs)s (Tabela 1.4). Dentre os carbonos metinicos um carbono & carbinélico sp® (8¢
71.77, C-3), sugerindo a formula molecular de C,9H490O. Os valores dos deslocamentos
quimicos observados para os carbonos sp® (8¢ 140.73, C-5) e (3¢ 121.69, C-6), bem
como a analise comparativa com dados da literatura (LIMA, 2000) sugerem que a

substancia 2 trata-se do fitoesterdide B-sitosterol (Figura 1.22). A presenca de multipleto
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em Oy 5.10 sugere a presenca de um segundo componente na amostra, chamado de

substancia 3, que juntamente com os demais deslocamentos quimicos e multiplicidade

de sinais estdo coerentes com a presenca do fitoesterdide estigmasterol (Figura 1.19),

confirmada pela presenga do carbono sp” (8¢ 129.27). Estas propostas estruturais foram

confirmadas pela comparagdo dos dados espectrais obtidos com os de compostos

analogos descritos na literatura (LIMA, 2000).

Beta-sitosterol

Estigmasterol

Figura L1.21. Estruturas das substancias 2 e 3 (p-sitosterol e estigmasterol)

Tabela 1.3. Dados de RMN 'H (200 MHz) da substancia 2 ¢ 3

Substancia 2 Substancia 3 fi-sitosterol estigmasterol
Hidrogénios ou ou (LIMA, 2000) (LIMA, 2000)
dn du
H-3 351l m 351l m 3.52m 3.52m
H-6 5.10 m 510 m 535m 535m
H-22 - 5.26 m - 5.16 (dd, J=15;
8,1)
H-23 - 5.26 m - 5.01 (dd, J=15;
8,1)
Me-18 0.65s 0.67s 0.68s 0.69 s
Me-19 0.98 s 0.98 s 1.01s 1.01s
Me-21 0.89 (d,J/~6.6 Hz) 099 (d, J/=6.0 Hz) 0.92 (d, J=6,3 1.02 (d, J=5.9
Hz) Hz)
Me-26 0.83(d,/~5,8Hz) 0.86(d,J=6.3Hz) 0.83(d,J=6,4 0.84(d, J=6,4
Hz) Hz)
Me-27 0.81(d,/~6.8Hz) 0.79 (d,J=6.8 Hz) 0.81 (d, J=6,3 0.79 (d, J=6,3
Hz) Hz)
Me-29 0.84 (t, J/=7.0 Hz) 0.80 (t, J/=7.8 Hz) 0.84 (t, J=7,2 0.80 (t, J=7,2
Hz) Hz)
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Tabela I.4. Dados de RMN "°C (50 MHz) da mistura das substéncias 2 e 3

Substancia 2 Substancia 3 fi-sitosterol Estigmasterol
(LIMA, 2000)  (LIMA, 2000)
Carbonos dc dc dc dc
5 140.73 140.73 140.76 140.76
10 36.49 - 36.49 36.98
13 43.27 43.27 42.28 42.28
CH
3 71.77 71.77 71.78 71.78
6 121.69 121.69 121.69 121.69
8 31.85 31.85 31.88 31.88
9 50.11 50.11 50.11 50.11
14 56.71 56.71 56.74 56.74
17 55.99 55.99 56.05 56.05
20 36.11 36.12 40.48
22 - 138.31 - 138.32
23 - - - 129.27
24 45.81 - 45.83 51.23
25 29.11 - 29.14 31.44
CH,
1 37.23 37.23 37.24 37.24
2 31.64 31.64 31.64 31.64
4 42,29 42.28 42.19
7 - - 31.88 31.88
11 21,07 21.07 21.07 21.07
12 39.75 39.75 39.76 39.76
15 24.28 - 24.28 24.34
16 28.24 - 28.22 28.90
22 33.92 - 33.93 -
23 26.04 26.05 26.05 25.39
28 23.04 23.04 25.39
CH3;
18 11.84 11.84 12.03
19 19.38 19.38 19.38 19.38
21 18.77 18.75 21.19
26 19.81 19.80 21.07
27 19.01 19.01 18.95

29 11.96 11.95 12.23
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Figura 1.22. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) da mistura das substancias 2 e 3
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1.6. AVALIACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DO EXTRATO ETOH
BRUTO E FRACOES HEXANICA, AcOEt e MeOH DAS CASCAS DAS RAIZES
DE Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud

I.6.1. Justificativa

O teste de Folin—Ciocalteu ¢ um dos mais antigos métodos utilizados para
determinar o contéudo de fendlicos totais (ROGINSKY e LISSI, 2005). O reagente de
Folin-Ciocalteu contém anions heteropoli-fosfotungstatos-molibdatos que reagem com
compostos fendlicos em meio bésico, fornecido pelo acréscimo de carbonato de sodio
(NaCOs) a reacao, ocorrendo formagao de um anion fenolato (O,”) pela retirada de um
proton fenodlico, que reduz o reagente de mobilidato em 6xido de molibdénio, um
complexo molibdénio-tugsténio de coloracdo azul intensa, através de um provavel
mecanismo de transferéncia de elétrons (HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 2005;
ROGINSKY e LISSI, 2005).

Algumas espécies de Bauhinia, como Bauhinia forficata e Bauhinia
macrostachya (SILVA et al., 2007), Bauhinia racemosa (DASGUPTA e DE, 2007),
Bauhinia microstachya (SILVA et al., 2007), Bauhinia variegata (KAUR e KAPOOR,
2002) mostraram consideravel teor de fendlicos quando feito o teste com o reagente de
Folin-Ciocalteu, concomitantemente foi verificado a atividade antioxidante para estas

espécies.

1.6.2. Objetivos

Avaliar o teor de fenodlicos totais e a atividade antioxidante do extrato EtOH
bruto ¢ das fragdes hexanico, AcOEt ¢ MeOH das cascas das raizes de Bauhinia

pentandra.

1.6.3. Metodologia

A determinagao do teor de fenolicos totais do extrato EtOH bruto ¢ das fracdes
hexanica, AcOEt e MeOH das cascas das raizes de Bauhinia pentandra (Bong.) Vog.

ex Steud foi realizada através do método espectrofotométrico com o reagente Folin—
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Ciocalteu (BORA et al., 2005; KAHKONEN et al., 1999) utilizando o 4cido gélico
como o composto fendlico padrao.

Inicialmente, uma aliquota de 500 puL de cada solugdo etanolica do extrato
EtOH bruto e das fracdes hexanica, AcOEt e MeOH de Bauhinia pentandra (2000
nug/mL), foi transferida para um baldo volumétrico de 5 mL, adicionando-se 100 puL do
reagente Folin-Ciocalteu e 3 mL de 4agua destilada, agitando-se o baldao por 1 min. Em
seguida, 300 pL de Na,COs (15%) foram acrescentados a mistura e agitados por 30
segundos, aferindo-se a solucdo com agua destilada até de 5 mL. Apos duas horas, a
absorbancia das amostras foi medida em espectrofotdometro de UV-Vis em 760 nm,
utilizando-se cubetas de vidro. Os testes foram feitos em triplicata, determinando-se o
teor de Fenolicos Totais (FT) através da equacdo da regressdo linear obtida a partir da
curva de calibracdo construida com padrdes de acido galico (0,5 a 25 pg/mL) e
expressos como miligramas de equivalente de 4cido galico por grama de extrato (mg
EAG/g), considerando-se o Erro Padrdo da Média (E.P.M.). A equagdo da curva de
calibracao do acido galico foi: Y=0,0521x + 0,1771, e o coeficiente de correlagdo: =
0,992, onde x ¢ a concentracao do acido gélico e Y ¢ a absorbancia a 760 nm. O calculo

foi efetuado utilizando-se o programa Microsoft Excel® versdo 2003.

1.6.4. Resultados e discussao

O teor de fenolicos totais do extrato EtOH bruto e das fragdes hexanica, AcOEt e
MeOH de Bauhinia pentandra com o reagente Folin-Ciocalteu estdo na Figura 1.27. A
fracdo AcOEt (631,5 mg EAG/g) mostrou ao maior teor de fendlicos totais, seguida
pelo extrato EtOH Bruto (252,91+ 7,59 mg EAG/g) e as fracdes hexanica (161,33+0,82
mg EAG/g) e MeOH (148,50+1,23 mg EAG/g). A fracdo AcOEt, com o maior teor de
fenodlicos, foi cromatografada em HPLC-DAD no comprimento de onda 260 nm sendo
verificado a presenca de varios picos. A analise dos espectros de UV-Vis sugere a
presenca de substancias fendlicas nesta fragao (Figuras 1.2 a I.5, paginas 29 a 32).

Em estudos anteriores, outras espécies de Bauhinia foram analisadas quanto a
presenga de fenodlicos com o reagente de Folin-Ciocalteu e os extratos
MeOH:EtOH:H,O:HCI (69:20:10:1) das folhas (16.6 + 2.6 mgEAG/g), casca do caule
(0.3 +£0.0 mg EAG/g) e caule (1.5 + 0.1 mg EAG/g) de Bauhinia forficata, extratos das
folhas (14.1 = 1.0 mg EAG/g) e casca do caule (24.3 + 0.8 EAG/g) Bauhinia
macrostachya (SILVA et al., 2007), extrato EtOH das partes aéreas de Bauhinia
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variegata (2,75 + 10.1 mg EAG/g) (KAUR e KAPOOR, 2002) e o extrato das folhas de

Bauhinia racemosa (0,150

mg EAG/g) mostraram a presenga de fenolicos. A espécie

Bauhinia pentandra estudada no presente trabalho possui elevado teor de fendlicos e

estimula a necessidade de realizar mais testes referentes a determinacdo do potencial

antioxidante.

Ext. EtOH Bruto 4 ] 252,91+7,59
F. hexanica+ 161,33+0,82
F. ACOEt- 1 631,5+5,20
F. MeOH 148,50+1,23
0 5'0 1(')0 1%0 2(')0 2%0 3(')0 3%0 4('30 4%0 5('30 5%0 6(')0 Gé

mg EAG/g de extrato secotD.P.M.

Figura 1.27. Teor de fendlicos totais (FT) do extrato EtOH Bruto e das fragdes

Hexanica, AcOEt e MeOH das cascas das raizes de Bauhinia pentandra (Bong) Vog. ex

Steud.
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I.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE SEQUESTRADORA DO RADICAL LIVRE
DPPH: DO EXTRATO EtOH BRUTO, DAS FRACOES HEXANICA, AcOEt e
MeOH E DA LITOSPERMOSIDA OBTIDAS DAS CASCAS DAS RAIZES DE
Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud

1.7.1. Justificativa

O radical livre DPPH' (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) (Figura 1.29) apresenta uma
coloragdo violeta muito intensa (PRIOR et al., 2005). A avaliagdo da atividade
antioxidante de compostos organicos frente ao DPPH ¢ tida como um ensaio fécil,
preciso e de alta reprodutibilidade quando comparado com outros métodos de
determinagdo de atividade anti-radicalar, sendo aplicado para muitos estudos de
alimentos e extratos vegetais (SANCHEZ-MORENO, 2002).

O ensaio da atividade seqiiestradora do radical DPPH- ou ensaio do DPPH- ¢
baseado na capacidade do radical livre de reagir com substiancias doadoras de
hidrogénio, incluindo compostos fenolicos. Esta andlise de atividade antioxidante ¢
baseada na medida da diminuicdo da colora¢do da solu¢do de DPPH" em contato com
extratos ou substancias no UV-Vis na faixa de comprimento de onda de 515-528 nm,
sendo a técnica mais frequentemente usada o ensaio por descoloracdo (PRIOR et al.,
2005; ROGINSKY e LISSI, 2005).

Algumas espécies de Bauhinia mostradas na Tabela .5 mostraram atividade

seqliestradora de radicais livres utilizando o DPPH'.

Tabela L.5. Espécies do género Bauhinia com atividade seqiiestradora de radical livre

frente ao DPPH"

Espécie Referéncias
Bauhinia galpinii (ADEROGBA et al., 2007)
Bauhinia kalbreyeri (ORTIZ et al., 2007)
Bauhinia racemosa (DASGUPTA e DE, 2007; KUMAR et al., 2005)
Bauhinia monandra  (ARGOLO et al., 2004)
Bauhinia forficata (SOUSA et al., 2004)
Bauhinia tarapotensis (BRACA et al., 2001)
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1.7.2. Objetivos

Avaliar a atividade seqiiestradora de radicais livres utilizando o radical livre
DPPH:- do extrato EtOH bruto e das fragdes hexanica, em acetato de etila (AcOEt) e
metanolica (MeOH) e da substancia litospermosida isolada das cascas das raizes de

Bauhinia pentandra e correlacionar os resultados com o teste de Folin-Ciocalteu.

1.7.3. Metodologia

A metodologia para determinagdo da atividade anti-radicalar do Extrato e
fragdes de Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud e da litospermosida (Figura 1.29)
foi realizada de acordo com Silva et al. (2006). Inicialmente, preparou-se as solugdes
estoque dos extratos a 0,5 mg/mL. Quantidades apropriadas (obtidas através da triagem
preliminar) destes extratos foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL da
solucdo de DPPH- (23,6 pg/mL em EtOH) fornecendo concentragdes finais que
variaram de 0,99 a 260,86 ng/mL, que foram testadas em triplicata. Ap6s 30 minutos de
agitacdo em aparelho de ultra-som, a quantidade dos radicais DPPH" foi registrada em
espectrofotometro UV-Vis em comprimento de onda de 517 nm. A percentagem da
atividade seqiiestradora (% AS) foi calculada pela equacgao:

% AS = 100x(Acontrole = Aamostra)/Acontrole

onde Acontrole € @ absorbancia do controle, uma solu¢do que contém apenas o radical
DPPH:- em EtOH, € Aamostra € @ absorbancia do radical na presenca dos extratos, fragdes
ou compostos.

A eficiéncia anti-radicalar foi estabelecida utilizando a andlise de regressao
linear no intervalo de confianca de 95 % (p<0,05) obtido pelo programa estatistico
GraphPad Prism 4.0. Os resultados foram expressos através da CEso = E.P.M., que
representa a concentragdo da amostra necessdria para obter metade da atividade
seqiiestradora maxima. Os extratos sdo considerados ativos quando apresentam CEs
<500 pg/mL (CAMPOS et al., 2003). Como controle positivo foi utilizado o acido
ascorbico (Figura 1.29). A correlagao linear do teor de Fendlicos Totais (FT) em fungao
de 1/CEs dos extratos de Bauhinia pentandra analisados através do ensaio com DPPH-,

foi obtido pelo programa Microsoft Excel versao 2003.
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OH
0) OH
HO OH
Litospermosida Acido Ascérbico

Figura 1.28. Estruturas do DPPH, litospermosida e acido ascorbico

I.7.4. Resultados e discussao

O extrato EtOH bruto e as fragdes hexanica, AcOEt e MeOH de Bauhinia
pentandra, bem como a litospermosida, apresentaram atividade seqiiestradora de radical
livre, com CEs, variando de 4,21+0,02 a 57,25+0,27 png/mL.

A fragdo AcOEt apresentou melhor atividade seqiiestradora de radical livre
(4,21£0,02 pg/mL), seguida do extrato EtOH bruto (8,84+0,151 pg/mL), das fracdes
MeOH (34,234£0,16 pg/mL) e hexanica (34,90+£0,18 pg/mL) e da substancia isolada
litospermosida (57,25+0,27 pg/mL). Estes valores estdo relacionados com a
concentragdo de fendlicos nos extratos. Em relagdo a litospermosida, a atividade anti-
radicalar desse composto pode ser devido as ligagdes duplas conjugadas com a nitrila.

O valor da CEsy do padrao positivo acido ascorbico foi de 1,440,018 pg/mL.

Os valores de CEs dos extratos testados e da litospermosida estao na Figura 1.30.
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Ext. EtOH{ ] 8,8440,151
Ext. hexanico - I 34,9040,18
F.AcOEt{ |4,21+0,02
F. MeOH - ] 34,23+0,16
Litospermosida+ | 57,25+0,27
Acido ascc’)rbico-] 1,4440,018
0 10 20 30 4 50 60

Teste DPPH CEsq (ng/mL+D.M.P.)

Figura 1.29. Atividade seqiiestradora de radicais livres do extrato EtOH, das fracdes
hexanica, AcOEt e MeOH e da litospermosida de Bauhinia pentandra frente ao radical
livre DPPH-

Estudos com atividade anti-radicalar com espécies de Bauhinia sdao recentes.
Aderogba et al. (2007) verificou que o extrato bruto e as fracdes AcOEt e BuOH de
Bauhinia galpinii foram capazes de inibir o radical livie DPPH com CEsy que variaram
de 28.85+1.28 pg/mL a 118.16+6.41 pg/mL. A atividade anti-radicalar frente ao
DPPH'do extrato MeOH de Bauhinia racemosa foi demonstrado por Kumar et al.
(2005) com ICs5y=152,92 ng/mL. Argolo et al. (2004) mostrou a atividade sequestradora
de radicais livres que os extratos EtOH (ICs5y=2,25+0,02 mg/g DPPH’), hexanico
(IC5p=17,0£0,03 mg/g DPPH’), CHCl; (ICs5y=2,06+0,02 mg/g DPPH’), AcOEt
(IC50=2,16+£0,01 mg/g DPPH’) e a fase aquosa (IC50=2,32+0,02 mg/g DPPH’) de
Bauhinia monandra. Braca et al. (2001) mostrou substancias isoladas de Bauhinia
tarapotensis com perfil antioxidante, como isoactiosideo (Clsp=1,3 puM), (+)-1-
hidroxypinoresinol 1-O-f#-D-glucopyranosideo (20,3 uM) e (-)-isolariciresinol 3-R-O-a-
D-glucopyranosideo (10,5 puM). Estes dados sdo comparaveis aos resultados de
atividade anti-radicalar do extrato bruto e fragdes de B. pentandra. A atividade mais
acentuada do extrato AcOEt pode ser devida a maior concentragdo de fendlicos neste,
como foi verificado no teste de Folin-Ciocalteu (Figura 1.28) e no cromatograma obtido
em HPLC-DAD (Figuras 1.2 a 1.5). A atividade anti-radicalar da fase hexanica pode
estar ligada a presenca de carotenodides nesta.

A Figura .30 mostra a curva de regressao linear entre o teor de fendlicos
totais em fun¢do dos valores de 1/CEs, da atividade seqiiestradora do radical DPPH. O

coeficiente de correlacdo linear (r%) obtido de todas as amostras analisadas foi 0,9553, e
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este resultado sugere que 95 % da capacidade seqiiestradora dos radicais DPPH- dos

extratos de Bauhinia pentandra deve-se a contribuicao do teor de fenolicos totais.

700 - y = 2247,3x + 68,75

600 - R? = 0,0553
500 -

400 -
300 -
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100 +

O T T 1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Teste de DPPH (1/CEsgp)

(mg EAG/Q)

Teor de fendlicos totais

Figura 1.30. Correlagdo linear do teor de Fenolicos Totais (FT) em funcdo de 1/CEsg

dos extratos de Bauhinia pentandra analisados através do ensaio com DPPH-
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I.8. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE EQUIVALENTE AO
TROLOX (CAET) DO EXTRATO EtOH BRUTO, FRACOES HEXANICA,
AcOEt ¢ MeOH E DA LITOSPERMOSIDA OBTIDAS DAS CASCAS DAS
RAIZES DE Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud

1.8.1. Justificativa

O ensaio da Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (CAET) ou teste do
ABTS™ foi primeiramente sugerido por Miller e Rice-Evans et al. (1993) (HUANG et
al., 2005; PRIOR et al., 2005; ROGINSKY e LISSI, 2005). O método se baseia na
formagio do cation radical ABTS™ através da oxidagdo do reagente ABTS (acido 2,2’-
azinobis-[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico]) por persulfato de potéassio (K,S,03) (Figura
[.32) (OSMAN et al., 2006), produzindo uma coloracdo azul-esverdeada, devido a
reacdo do ABTS™ com compostos antioxidantes, geralmente fenolicos doadores de
hidrogénio. Assim, a extensdao da descoloracdo como percentagem de inibicao da
absorbancia em 734 nm (espectrofotometro de UV-Vis) do cétion radical ABTS™ ¢
determinada em fun¢do da concentracdo da amostra e calculada relativa a reatividade do
Trolox (4cido  6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) como padrao.
(SANCHEZ-MORENO, 2002; RE et al., 1999; HUANG et al., 2005; PRIOR et al.,
2005; ROGINSKY e LISSI, 2005).

CHs
lll S SO,H
D: >=N—N=< :©/ ABTS
HSO4 S ’}l
C,Hs

+e 1L— e (K»S:;05)

CoHs
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—N—N=— .
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HSOJ

CoHs I

+N S SO3H

N\

S>—N N=<|\I
HSOJ I

C2H5

Figura 1.31. Formagcio do cation radical ABTS™ a partir do ABTS e K,S,05

(@4
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Devido a simplicidade relativa de se manipular este método, o ensaio CAET
vem sendo bastante realizado por muitos pesquisadores e sua utilizacdo ¢ bastante
abrangente, sendo realizado com muitos compostos, amostras de alimentos e plantas
(HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 2005). No género Bauhinia a avaliacdo da
atividade antioxidante equivalente ao Trolox (CAET) foi verificada com extratos das
espécies Bauhinia microstachya (SILVA et al., 2007), Bauhinia forficata e Bauhinia
macrostachya (SILVA, et al., 2007) e com compostos de B. tarapotensis (BRACA et
al., 2001).

1.8.2. Objetivos

Avaliar a Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (CAET) através do
ensaio do ABTS™ do extrato EtOH bruto e das fracdes hexanica, AcOEt ¢ MeOH e da
litospermosida das cascas das raizes de Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud,
correlacionado os resultados com o ensaio de Folin-Ciocalteu e com a atividade

seqiiestradora do radical DPPH'.

1.8.3. Metodologia

A determinacdo da CAET e CEsy do extrato EtOH bruto e das fracdes
hexanica, AcOEt e MeOH e da litospermosida das cascas das raizes de Bauhinia
pentandra, foi realizada seguindo-se o método da CAET descrito por Re et al.
(1999), utilizando o trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)
como o composto padrdo, um andlogo da vitamina E soluvel em 4gua.

O cation radical ABTS™ foi preparado pela mistura de uma solugdo de
ABTS com uma solugdo de persulfato de potdssio em agua ultra-pura (Milli-Q), a
fim de obter concentragdes finais de 7 mM e 2,45 mM, respectivamente. A solucao
foi mantida no escuro e a temperatura ambiente durante um periodo de 12-16 h antes
do uso. Entdo a solugdo ABTS™ foi diluida com etanol (1:90 v/v, aproximadamente)
até¢ uma absorbancia (4) de 0,70 + 0,02 no comprimento de onda de 734 nm, em UV-
Visivel, a temperatura ambiente. As solugdes estoque do extrato EtOH bruto e das
fracdes hexanica, AcOEt e MeOH foram preparadas em EtOH, obtendo-se
concentragdes que variaram de 0,5-2,0 mg/mL. Quantidades apropriadas (obtidas

através da triagem preliminar) destes extratos, bem como do padriao trolox
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(concentracdes finais de 3 a 18 uM) foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 5 mL da solu¢do de ABTS™, fornecendo concentra¢des finais que variaram
de 0,49-95,23 pg/mL. As solucdes foram agitadas e apos 10 minutos, a absorbancia
das amostras e do padrao foram medidas a 734 nm, utilizando-se cubetas de vidro.
As analises foram realizadas em triplicata e a percentagem de inibicao (% I)
em relacdo ao branco foi calculada pela equagao:

%Il= 1OOX(Abranco - Aamostra)/ Abranco

A eficiéncia da inibicdo do ABTS™ foi estabelecida utilizando a analise de regressio
linear no intervalo de confianca de 95 % (p<0,05) obtido pelo programa de estatistica
GraphPad Prism 4.0. Os resultados foram expressos através da CEso + E.P.M. (PAYET
et al., 2006), que representa a concentracdo da amostra necessaria para obter metade da
inibi¢do maxima do cation radical ABTS™. Os resultados também foram expressos em
valores de CAET, umol de equivalente de trolox (ET) por grama de extrato (umol ET/g)
+ E.P.M. JAVANMARDI et al., 2003; ZHAO et al., 2006), considerando a curva de
calibracdao do Trolox: Y=0,0909x + 0,0746, e o coeficiente de correlacao de = 0,989,

onde x ¢ a concentragdo do Trolox e Y ¢ a absorbancia a 734 nm.

1.8.4. Resultados e discussao
Os resultados do ensaio CAET para o extrato EtOH bruto e as fragdes hexanica,
AcOEt e MeOH das cascas das raizes de B. pentandra e da litospermosida foram
expressos através dos valores de CEsy (PAYET et al., 2006) ¢ dos valores de CAET
(umol ET/g) JAVANMARDI et al., 2003; ZHAO et al., 2006).
Os resultados com os valores de CEsg estdo na Figura .32 e demonstram que
todas as amostras apresentaram atividade anti-radicalar com os valores variando de

1,800,055 a 35,96+0,22 pg/mL.
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Ext. EtOH - ] 5,34+0,013
F. hexanica- 1 19,93+0,196
F. AcoEtd ]1,80+0,055

F. MeOH 4 ]| 12,56+0,208

Litospermosida 4 || 35,9610,226
Trolox -:' 2,97+0,059
0 1'0 2'0 3'0 4'0

Teste de ABTS ™ CEsq (ug/mL+D.P.M.)

Figura 1.32. Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox do extrato EtOH
bruto e das fragdes hexanica, AcOEt e MeOH e da litospermosida das cascas das raizes

de B. pentandra com CEs, expressa em pg/mL

A diferenca da atividade anti-radicalar entre o extrato e fragcdes testados podem
estar relacionadas com as diferencas da composicao quimica, como pode ser verificado
na Figura 1.33 que mostra os resultados da correlacdo entre a CAET e o teor de
fenolicos totais que apresentou um coeficiente de correlagio linear (R?) de 0,9922 do
extrato e das fracdes. Este resultado sugere que 99 % da capacidade anti-radicalar das
amostras avaliadas deve-se a contribui¢do do teor de fenodlicos totais, sendo este um

resultado bastante expressivo.
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Figura 1.33. Correlagdo linear do teor de Fenolicos Totais (FT) em funcdo da
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (CAET) do extrato EtOH bruto e das
fragdes hexanica, AcOEt e MeOH obtidos de B. pentandra

Nao existem relatos na literatura da realizacdo deste teste com extratos de

Bauhinia pentandra, porém ha alguns estudos relatados com outras espécies do género
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Bauhinia. Silva et al.(2007) realizaram o ensaio CAET com os extratos
MeOH:EtOH:H,O:HCI (69:20:10:1) das folhas (35,9+£22.6 umol ET/g), casca do caule
(1,6+0.0 umol ET/g) e caule (9,0+6,4 umol ET/g) de Bauhinia forficata e extratos das
folhas (133,3+£2,6 umol ET/g) e casca do caule (82,1£3,1 umol ET/g) de Bauhinia
macrostachya (SILVA et al., 2007). Braca et al. (2001) verificou que compostos
isolados de Bauhinia tarapotensis apresentaram atividade antioxidante equivalente ao
trolox. Esta atividade também foi verificada para os extratos hidro-alcodlico (ET=
327,75 uM) e aquoso (ET=236,8 uM) de Bauhinia microstachya (Raddi) Macbr
(SILVA et al., 2007).

Os resultados de CAET variaram de 330,5442,07 (litospermosida) a 6605+£195,2
(fracdo AcOEt) umol ET/g do extrato, fracdo ou substincia, sendo estes valores
parecidos com os descritos na literatura para outras espécies de Bauhinia. Quanto maior
o valor de CAET, maior a atividade antioxidante das amostras, como visto no Quadro
I.1, onde ¢ observado que estes resultados sdo inversamente proporcionais aos valores
da CEsp. A fracdo AcOEt testada apresentou um alto teor de fenolicos, evidenciado
através do teste de Folin-Ciocalteu (Figura 1.28) e do cromatograma em HPLC-DAD
(Figuras 1.2 a 15). O radical livre ABTS™" reage energicamente com doadores de
hidrogénio como os compostos fenolicos (ROGINSKY e LISSI, 2005). Assim, pode-se
afirmar que atividade da fragdo AcOEt se deve principalmente a estes compostos.

A correlagdo entre os dois ensaios anti-radicalares realizados (DPPH' e ABTS™)
também foi calculada, utilizando-se os respectivos valores de CEso. A Figura 1.34
mostra um coeficiente de correlagio linear (R?) de 0,9255, o que significa que 92.5%
das amostras testadas se correlacionam entre os dois testes. A razdo de os valores de
CEs do teste de DPPH' serem maiores que os do teste de ABTS™ (Quadro 1.1), apesar
dos dois radicais reagirem estequiometricamente, pode ser explicada através de que um
deles, provavelmente o DPPH-, é mais seletivo que o cation radical ABTS™ nas reagdes

com compostos fenolicos.
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Quadro I.1. Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (CAET) e Atividade
Seqiiestradora do radical DPPH" do extrato bruto EtOH e das fragdes hexanica, AcOEt e

MeOH e de litospermosida das cascas de B. pentandra

Extrato, fracdes e Teste de ABTS™ Teste de ABTS™ Teste de DPPH’
substincia de B. (ug /I;EE]S;*MP) "CAET* (umol ET/g) (ug/lzgfg,*M,P.)
pentandra
AcOEt 1,803+0,055 6594,56 4,21+0,02
EtOH 5,34+0,013 2227,84 8,84+0,151
MeOH 12,560,208 946,65 34,23+,16
Hexanico 19,93+0,196 596,5881 34,90+0,18
litospermosida 35,96+0,226 330,6452 57,25+0,27

* Concentracdo da amostra necessaria para obter metade da inibi¢do méaxima do cation radical ABTS™ ou
DPPH.. Os valores de CEs, foram calculados pela reta da regressdo linear.

® umol de equivalente de Trolox (ET) por grama de extrato (umol ET/g). Consider-se a curva de
calibragio do Trolox: Y =0,0909x+0,0746, R* = 0,989.
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2 R? = 0,9255
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Figura 1.34. Correlacdo linear dos valores de CEsy do ensaio ABTS" em fungdo dos
valores de CEsy do ensaio DPPH- do extrato EtOH bruto, fragdes e litospermosida das

cascas de Bauhinia pentandra
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1.9. AVALIACAO DA ATIVIDADE QUELATOGENICA DO ION Fe** DO
EXTRATO EtOH BRUTO E DAS FRACOES HEXANICA, AcOEt E MeOH DAS
CASCAS DAS RAIZES DE Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud

1.9.1. Justificativa

O ferro ¢ um elemento essencial para a vida humana. Sua deficiéncia pode
causar anemia e seu aumento no organismo pode auxiliar na formacao de radicais livres
(HUANG et al., 2002). Entre os metais de transi¢do, o ferro ¢ conhecido como o mais
importante agente pro-oxidante na oxidagao lipidica devido a sua alta reatividade, e o
fon Fe*™ ¢ o agente pro-oxidante mais potente entre as vérias espécies de fons metalicos
(GULCIN, 2006a, b; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984).

Em sistemas bioldgicos, considera-se frequentemente que radicais livres
induzidos por ferro, originam-se do envolvimento do mesmo na geragdo enzimatica ou
ndo enzimatica do anion radical superoxido (O’ 7), produzindo, por exemplo, o radical
hidroxila OH-, via reagdo de Harber-Weiss (HABER e WEISS, 1934), e/ou peroxido de
hidrogénio (H,0O,), que ndo ¢ um radical livre, mas ¢ um agente oxidante e, na presenca
de O, e de ions de metais de transi¢do, pode gerar o radical hidroxila (OH-) via reagdo
de Fenton (GULCIN et al., 2003; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1985; CADENAS e
PACKER, 2002; HUANG et al., 2002).

0"~ + H,0, — O, + OH™ + OH- (Reag¢do de Harber-Weiss)

Fe*" + H,0, — Fe*" + OH™ + OH: (reagdo de Fenton)

A geragdo de anion radical superoxido através da oxidagio catalizada por Fe*"
(autoxidagio por Fe*") é provavelmente o caminho mais importante para a formagio de
radicais livres através deste metal ¢ tanto o O,  quanto H,O, podem ser produzidos
diretamente do oxigénio dissolvido em meio aquoso nas reagdes de autoxidagdao por
Fe? simplificadas adiante (CADENAS e PACKER, 2002; HUANG et al., 2002):

Fe’'+ 0, > Fe'" + 0,"~

Fe*' + 0, "+ 2H" — Fe’* + H,0,

Fe*' + H,0, — Fe’" + OH™ + OH-

O método da atividade quelatogénica do metal ferro ¢ baseado na quelacdo de
fons Fe** pelo reagente ferrozina, que forma quantitativamente um complexo com ions

2+ ~ r A .
Fe”". A formagdo do complexo ¢ provavelmente alterada por outras substincias
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quelantes, como por exemplo, alguns compostos fenolicos, que competem com a
ferrozina pelo Fe’", o que resultaria na reducio da formacio do complexo Fe®'-
Ferrozina de coloragdo vermelha. A medida da percentagem de reducdo da cor a partir
da leitura da absorbancia em 562 nm permite estimar a atividade quelatogénica de um
agente quelador concorrente, utilizando-se como substincia padrio o EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), que possui alta afinidade pelo Fe*™ (DINIS et al., 1994;

GULCIN, 2006a).

1.9.2. Objetivos

Avaliar a atividade quelatogénica ao Fe*" do extrato EtOH bruto e das fragdes

hexanica, AcOEt e MeOH das cascas das raizes de Bauhinia pentandra.

1.9.3. Metodologia

A determinacdo da CEsy do extrato e fragcdes foi realizada pelo ensaio da
atividade quelatogénica do metal, utilizando ions Fe*" e a ferrozina (Acido 4.,4'-(3-(2-
piridinil)-1,2,4-triazina-5,6-diil)bisbenzenossulfonico), através do método descrito por
Dinis et al. (1994) com modificagdes (GULCIN, 2006a), ¢ tendo como composto
padrao o EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético).

As solugdes estoque do extrato EtOH bruto e das fragdes hexanica, AcOEt e
MeOH foram preparadas em concentragdes que variaram de 3,0-10,0 mg/mL.
Quantidades apropriadas (obtidas através da triagem preliminar) destes extratos foram
transferidas para baldes volumétricos de 5 mL, adicionando-se 75 puL. de uma solugdo de
cloreto ferroso (2 mM), seguido de agitacdo. A reagdo foi iniciada pela adicao de 300
uL de uma solug¢do de ferrozina (5 mM), sob agitagcdo, ¢ o volume final foi ajustado
para 5 mL com EtOH, fornecendo concentracdes finais que variaram de 73,17 a 2307,7
ug/mL para o extrato e fragdes e de 2 a 10 pg/mL para o EDTA. Cada concentracdo foi
testada em triplicata. Apds 10 minutos de agitacdo em aparelho de ultra-som, a
absorbancia (4) das solugdes foi registrada em UV-Visivel, 562 nm. A percentagem de
inibigdo (% I) da formagdo do complexo Fe*"-ferrozina foi calculada pela equagio:

% 1= 100x(Acontrole = Aamostra)/A controle
Onde Aconrole € @ absorbancia do controle, uma solucdo que contém apenas Fe’' e

ferrozina, € Aamostra € @ absorbancia na presenca do extrato, fragdes ou do padrao EDTA.
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A eficiéncia da atividade quelatogénica do metal foi estabelecida utilizando a
analise de regressdo linear no intervalo de confianga de 95 % (p<0,05) obtido pelo
programa de estatistica GraphPad Prism 4.0. Os resultados foram expressos através da
CEsy = E.P.M., que representa a concentracdo da amostra necessaria para quelar 50 %

dos fons Fe*” (YEN et al., 2007).

1.9.4. Resultados e Discussao

O ensaio da atividade quelatogénica do metal Fe*" foi realizado com o extrato
EtOH bruto e as fragdes hexanica, AcOEt ¢ MeOH e da litospermosida obtidos das
cascas das raizes de Bauhinia pentandra. Os valores de CEs variaram de 487,14+5,025
a2263,1+39,66 ng/mL. Do extrato e fragdes testados o que apresentou melhor atividade
foi a fragdo AcOEt (487,14+5,03 ng/mL). Este resultado estd de acordo com os obtidos
anteriormente das atividades antiradicalares (DPPH' ¢ ABTS™) e presenga de fenodlicos
(teste de Folin-Ciocalteu). Os valores de CEsy do extrato, fracdes e da litospermosida

estdo na Figura 1.35.

Ext. EtOH H 1481,1+37,0

F. Hexanico 4 I'I 737,9+37,0

F. AcOEt+ ' 487,145,025

F. MeOH 4 I| 918,24+20,2

Litospermosida- |-| 2263,1+39,66

T 1
0 10'00 2000 3000
Fe®*-Ferrozina CEg, (ng/mL+D.P.M.)

Figura 1.35. Atividade quelatogénica do metal Fe** do extrato EtOH bruto e das fragdes
hexanica, AcOEt e MeOH e da litospermosida das cascas das raizes de B. pentandra,

com CEsg expressa em ug/mL+D.P.M.

Nio existem relatos da realizagdo da atividade quelatogénica do ion Fe*" com
extratos e/ou compostos de Bauhinia pentandra, entretanto, hd um estudo relacionado a
esta atividade com uma espécie do género Bauhinia. O estudo da atividade
quelatogénica do fon Fe*" de extratos Bauhinia kalbreyeri Harms (ORTIZ et al., 2007),

mostrou que os extratos aquosos das folhas (52,5%) e cascas de caule (61,6%)
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preparados por decocgdo, macerados aquosos das folhas (48,5%) e casca do caule
(40,4%) e extratos EtOH das folhas (64,4%) e casca do caule (67%) foram capazes de
quelar fons Fe*". Em termos de percentagem o extrato bruto, fragdes e a substincia
isolada das cascas de raizes de B. pentandra obtiveram de 50,3-84,2% de quelagdo de
fons Fe*".

Agentes quelantes que formam ligagdes sigma com um metal sdo eficazes
como antioxidantes secunddrios por reduzirem o potencial redox e, deste modo,
estabilizam a forma oxidada do ion metalico (GORDON, 1990; KUMARAN e
KARUNAKARAN, 2007).

Os resultados mostram um coeficiente de correlagdo linear (R?) de 0,5934 de
todas as amostras analisadas. Este resultado sugere que 59 % da capacidade de quelacdo
do Fe*" se devem a contribuigio do teor de fendlicos totais. Estes dados sdo pertinentes
uma vez que algumas substincias ou compostos fenolicos podem reagir de forma
diferenciada com ions Fe*", dependendo da estrutura quimica e reatividade destes

compostos.

1.10. CONCLUSOES

O estudo quimico das cascas das raizes de Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex.
Steud possibilitou o isolamento do glicosidio cianogénico litospermosida com um
rendimento de 2,46%, em relacdo ao peso das matéria vegetal, que foi superior aos
encontrados na literatura para espécie B. pentandra. A substancia foi acetilada e
identificada por métodos espectrométricos como IV e RMN de 'H e "°C, incluindo 2D.
Além da litospermosida foi isolado também uma mistura de B-sitosterol e estigmasterol
(15,0 mg).

A andlise do teor de fendlicos totais com o reagente de Folin-Ciocalteu mostrou
que o extrato EtOH bruto, as fragdes hexanica, AcOEt e MeOH de Bauhinia pentandra
apresentaram alto teor de fenolicos totais, sendo a fragdo AcOEt a que apresentou maior
teor, o que pode explicar a presenca de varios picos que podem ser atribuidos a presenca
de polifendis observados no cromatograma em HPLC-DAD (Figuras 1.2, 1.3, 1.4 e L.5).

O extrato EtOH bruto, as fracdes hexanica, AcOEt e MeOH das cascas das
raizes de Bauhinia pentandra e a substancia litospermosida apresentaram atividade
antioxidante frente aos radicais livres DPPH' ¢ ABTS", sendo a fracdo AcOEt a mais

expressiva. O alto coeficiente de correlacdo linear entre estas atividades e o teor de
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fenolicos totais (95% e 99%, respectivamente) sugere que estas atividades podem ser
devidas a contribuicdo do teor de fendlicos totais no extrato e nas fragdes estudadas..

A correlagdo entre as atividades antiradicalares frente aos radicais livres DPPH"
e ABTS™ do extrato EtOH bruto e fragdes hexanica, AcOEt e MeOH testadas e do
composto litospermosida mostrou que 92,5% das amostras testadas possuem correlagdo
entre os dois testes.

A anilise de atividade quelatogénica de Fe ™ do extrato EtOH bruto e das
fragdes hexanica, AcOEt e MeOH das cascas de raizes de Bauhinia pentandra mostrou
que esses extratos possuem capacidade de quelar metais, embora em altas concentragdes
e que esta atividade tem cerca de 59% de correlagdo com a presenca de fenolicos.

Os resultados da avaliagdo das atividades antioxidante e quelatogénica sdo
inéditos para a espécie Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. ex Steud sendo importantes
por fornecerem dados cientificos de atividade antioxidante que possibilitem o futuro uso
desta espécie vegetal no tratamento e prevengao de doencas provocadas por excessos de

formas ativas de oxigénio e de outros radicais livres em organismos vivos.



CAPITULO I

AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA SOBRE A ENZIMA
TOPOISOMERASE II-o HUMANA POR COMPOSTOS NATURAIS E SEMI-
SINTETICOS
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I1.1. INTRODUCAO

I1.1.1. O Cancer

O cancer envolve a perda do controle de varios processos, sobretudo o
descontrole da multiplicagao das células. A rapida divisao celular ocorre normalmente
nas células tronco que sdo responsaveis pela produgdo das células sangiiineas na medula
Ossea e que dao origem as células reprodutivas. A multiplicagdo das células ocorre
através de pequenos numeros de divisdes necessarias para repor as células mortas,
porém, conservam a habilidade de se multiplicar rapidamente quando recebem um sinal
quimico de que células adicionais sdo necessarias para o organismo (ELLIOTT e
ELLIOTT, 2001).

Nas células cancerigenas a proliferacdo celular independe de fatores de
crescimento que sdo necessarios para a proliferacdo das células normais, ocorrendo um
descontrole do senso de divisdo celular.

A multiplicagdo celular desordenada leva a formacdo de uma massa de tecido
conhecida como tumor. Os tumores podem ser malignos ou benignos.

Os tumores benignos raramente sdo prejudiciais, sendo bem diferenciados e
crescem como uma massa coesa, permanecendo no local de origem. Ja os malignos
possuem carater invasivo em 0rgaos e tecidos, podendo separar-se do tumor original e
atingir o sistema linfatico e a corrente sangiiinea. O tumor dissemina-se através da
invasdo local e das metastases, pela ruptura da membrana basal epitelial MATTHEWS
et al, 1997).

Em se tratando das doencas neoplésicas, os maiores avancos foram ndo s a
descoberta de novos agentes quimioterapicos como também os grandes progressos nos
campos da biologia celular e molecular, resultando em maior compreensao da divisdo e
da diferenciagdo celular, da imunologia tumoral e da carcinogénese viral e quimica
(GOODMAN e GILMAN, 2003).

Pesquisando o sistema tumoral da leucemia L1210 de camundongos, Skipper e
colaboradores (GOODMAN e GILMAN, 2003), estabeleceram importantes principios
que vem orientando e redirecionando a quimioterapia moderna do cancer: (I): uma tnica
célula maligna pode dar origem a uma quantidade suficiente para matar o hospedeiro e,
para obter-se a cura da doenca ¢ necessario destruir todas as células tumorais; (II): em

contraste com a quimioterapia antimicrobiana, os mecanismos imunes e de defesa do
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hospedeiro ndo se manifestam de forma eficiente no caso de doengas neoplésicas; (II1):
a morte celular causada por drogas antineoplasicas obedece a uma cinética de primeira
ordem, ou seja, uma percentagem constante de células ¢ morta por determinada pela

manobra terapéutica.

I1.1.2. As DNA-topoisomerases

O genoma humano ¢ composto de aproximadamente 4 bilhdes de pares de bases
de DNA que estdo inclusos em 46 cromossomos. Embora o material genético tenha um
diametro de apenas 20 A°, o DNA do nucleo de uma tnica célula humana estende-se até
o comprimento de cerca de dois metros medidos de uma ponta a outra (BURDEN e
OSHEROFF, 1998). Assim, para gerenciar essa enorme quantia de DNA, as células tém
que envolver enzimas conhecidas como DNA-Topoisomerases.

As enzimas DNA topoisomerases tanto interessam como fascinam os cientistas por
varias décadas. A primeira descoberta foi em 1971 descrita como uma atividade
enzimdtica na E. coli, que transformava o DNA superenrolado negativamente para sua
forma relaxada (WANG, 1971), estas enzimas tém sido descritas em organismos na
escala evolutiva desde bactéria at¢é humanos. As atividades enzimaticas sdo essenciais
para resolver problemas topologicos que sdo inerentes em processos que envolvem
acidos nucléicos. A partir do papel nas reacdes celulares basicas, este grupo de enzimas
tem sido estabelecido como alvos moleculares para uma variedade de drogas
antibidticas e anticancerigenas. As enzimas sdo chamadas de topoisomerases devido a
capacidade de mudar a topologia ou a geometria tridimensional das moléculas do DNA
sem mudar a estrutura quimica subjacente do DNA. Elas catalizam reagdes de
isomerizagdo entre as diferentes formas topoldgicas do DNA (Figura II.1) (HOLDEN,
2001). Estas reagdes de topoisomerizacdo podem ser estudadas em laboratorio com o
uso de DNA de plasmideo circular. Atividades de topoisomerizagdo podem ser
observadas em extratos de muitos tipos celulares. A atividade enzimatica ¢ capaz de
relaxar o DNA super enrolado, moléculas de DNA circular catenado e decatenado,
DNA enovelado ou desenovelado (Figura II.1) e, com exce¢do em bactéria, a atividade
esta presente ¢ ¢ capaz de relaxar as moléculas de plasmideos super enrolado. Assim,
nestas reagdes ocorre um corte € uma juncao das fitas do DNA. Esta ¢ a reagcdo basica
realizada pelas topoisomerases. Elas fazem a quebra do DNA enquanto a enzima

topoisomerase fica ligada covalentemente no DNA via sitio ativo.
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Algumas drogas anti-topoisomerases tem como seu modo de acao primario a inibi¢do
da atividade enzimatica. Outras drogas com alvo nas topoisomerases interferem na
clivagem das enzimas e na atividade de religacdo e por aumentar o tempo de vida da
quebra do DNA catalisada pela topoisomerase. Algumas das drogas anticancerigenas

usadas clinicamente sd3o do ultimo tipo e sdo chamadas como veneno para

i—0

Relaxation/Supercoiling

topoisomerase.

T

Knotting/Unknotting

0—W@

Catenation/Decatenation

Figura II.1. Reacdes catalizadas pela topoisomerase.

Moléculas do DNA de plasmideo que diferem somente na topologia ou estrutura
tridimensional no espago podem ser interconvertidas pelas topoisomerases. Para
catalizar as interconvengdes, as topoisomerases podem cortar e entdo religar as fitas do

DNA

I1.1.3. Tipos de topoisomerases

As topoisomerases constituem uma familia de enzimas essenciais e
indispensaveis, envolvidas nos processos topologicos relacionados aos eventos
nucleares de replicagdo, transcri¢do, recombinagdo, reparo, montagem da cromatina e
segregacao cromossdmica do DNA. Existem 2 tipos de topoisomerases humanas de

acordo com a sua funcdo catalitica; as topoisomerases (topo) I e II (Figura I1.2); sendo
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ainda que o tipo I divide-se em I-A e I-B (CAPRANICO et al, 1997; REDINBO et al,
1998, CHAMPOUX, 2001).

A topo I liga-se a uma das fitas do DNA, formando uma ligacdo covalente
enzima-DNA entre um residuo tirosina e o 3’-fosfato do DNA clivado, sem necessidade
de energia. As topoisomerases do tipo I incluem a proteina de bactérias, topoisomerases
IIT e a DNA girase reversa. A familia do tipo I inclui as topoisomerases I de eucariontes
e topoisomerases do virus vaccinia.

O tipo II liga-se a dupla fita do DNA através de uma rea¢do de substituicdo
nucleofilica, clivando as duas fitas complementares com necessidade de ATP. Inclui a
DNA girase ¢ a topoisomerase IV de procariontes e as topoisomerases II-o, e II-f de
mamiferos (KELLNER et al, 2000).

Devido a importancia das topoisomerases na manutencao e replicacio do DNA
durante a proliferacdo, as células ficam muito vulnerdveis quando estas fungdes sdo
perdidas. Assim, essas enzimas passaram a ser importantes alvos na quimioterapia
anticancer (REDINBO et al, 1998; KELLNER et al/, 2000). Além disso, em tecidos
tumorais a expressdo das DNA-topo ¢ muito maior que nas células de metabolismo

normal, o que refor¢a o conceito de que essas enzimas sdo potenciais alvos na busca de

drogas antineoplésicas (KELLNER et al, 2000).
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Figura IL.2. A topoisomerase do tipo I faz a quebra de uma fita de DNA ¢ a do tipo II
corta ambas as fitas (HOLDEN, 2001)
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As reacgdes de topoisomerizagao pelas topo I e II envolvem a quebra do DNA.
Durante esta reagdo a enzima fica covalentemente ligada ao sitio via uma ligacao
fosfotirosina. As topoisomerases do tipo I sdo monomeros e sdo classificadas como
membro da subfamilia tipo IA se a enzima se ligar covalentemente no terminal 5’ da
queba do DNA. As enzimas do tipo I que se ligam covalentemente no sitio 3’ terminal
da quebra sao classificadas como membro da subfamilia IB. As topoisomerases do tipo
IT quebram a dupla fita de DNA. A enzima fica covalentemente ligada em 5’ terminal

do sitio da quebra

I1.1.4. DNA topoisomerase I

Sua atividade foi descrita por J.C. Wang em 1971 (KELLNER et al, 2000) como
sendo uma proteina monomérica que relaxa o DNA de plasmideo superelicoideizado
sem a presencga de ATP.

As topoisomerases do tipo I sdo divididas em duas subfamilias baseado na
seqiiéncia do mecanismo das reagdes (WANG, 1996). A subfamilia IA ¢é caracterizada
pela ligacdo covalente da enzima na porcdo 5° terminal da quebra da fita no
intermediario. Os membros da subfamilia IB se liga na por¢do 3’ terminal da quebra. O
prototipo da subfamilia IB, topoisomerase I humana, cataliza a interconversao da dupla
fita do DNA pelo corte de uma das fitas do DNA permitindo a rotacdo de uma regido da
dupla fita relativamente a outra regido (STEWART et al., 1998). A quebra com um
corte em uma das fitas do DNA (Figura I1.3), apos a ligacdo covalente da enzima com o
fragmento final 3* do esqueleto fosfodiéster do DNA, formando o chamado complexo
de quebra. Subseqiientemente, a fita cortada pode girar sobre a fita intacta, resultando
no relaxamento do DNA. A ultima etapa do ciclo catalitico ¢ a religagdo do DNA e
posterior desligamento da enzima (CHAMPOUX, 1990). A enzima catalisa
reversivelmente a quebra e religagao fosfodiéster do DNA via duas reagdes sucessivas
de transesterificacdo (Figura I1.5) (WANG, 1994; BERGER ef al, 1996).

A topoisomerase | ¢ uma enzima de 765-aa (91-kDa) que cataliza o relaxamanto
do DNA superenrolado negativo e positivo em uma reagao que nao depende de energia-

cofatores ou cations divalentes (CHAMPOUX, 1990).
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Figura I1.3. Diagrama de a¢do da topoisomerase |

Alguns trabalhos mostram que cancer de ovario, de cdlon e de leucemia
linfocitica contém altos niveis de Topoisomerase I e II (VAN DER ZEE et al., 1991).
Alguns inibidores da topo I estdo na Figura I1.4 (SILVA et al., 2003).
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Figura I1.4. Inibidores de topoisomerase I
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Figura I1.5. Mecanismo de acao da topo I: a) Geragao do DNA super-enrolado pela
replicacdo do DNA, transcri¢do e remodelagem da cromatina. O desenrolamento da
fita dupla do DNA por complexos macromoleculares prossegue ao longo do DNA
(seta) sem girar livremente ao redor da dupla fita do DNA, que é também incapaz de
girar livremente devido ao seu comprimento ou ligagdo a regides da matriz nuclear,
gerando super-enrolamento positivo na frente do segmento desenrolado e super-
enrolamento negativo por trads (super-enrolamento negativo ndo mostrado). B)
Introducdo da quebra de uma das fitas de DNA (cortes) pela topo I fornece pontos
de giro que possibilitam a rotacdo da fita de DNA intacta ao redor da quebra e
facilita o relaxamento do DNA. A dissociacao intermediaria ¢ referida como um
complexo de corte porque a topo I corta o DNA por formacdo de uma ligacao
covalente no terminal 3’ do DNA. A ligacao covalente catalitica de tirosina da topo
I (Y723 para topoisomerase | humana) ¢ mostrada no circulo amarelo. C) Uma visdo
expandida do relaxamento do DNA por um complexo de dissociagdo (Topo I cd). O

primeiro passo (esquerda) ¢ a reacdo de transesterificacdo pela qual a tirosina
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catalitica (Y) torna-se ligada a terminag@o 3° do DNA (passo do corte). No segundo
passo (centro) a tensao torcional que resulta do super-enrolamento do DNA leva ao
giro da terminacdo 5’ da fita de DNA cortada ao redor da fita intacta. A topo I
circula o giro do DNA cortado e atrasa esta rotagdo (Fig 3a). Este processo ¢
chamado de “rotacdo controlada”. No ultimo passo (direita) a terminagdo 5’ do
DNA cortado ¢ realinhada com a correspondente terminagdo 3°, que permite a
religacdo do DNA (o passo final da “reacdo de corte”). Os complexos de dissociag@o
da topo I (topo I cds) sdo normalmente transitorios o passo final ¢ muito mais rapido
que o passo de corte do DNA. Drogas e lesdes ao DNA inibem a religagdo por
desalinhamento das terminacdes das quebras do DNA. D) Os complexos de
dissociacdo de topo I (topo I cds) podem ser estabilizados sob trés condigdes: por
drogas tais como a campotensina (esquerda); por lesdes no DNA (danos) que
desalinham a terminacdo 5° do DNA cortado, e por modificagdes no DNA ou topo |

que ocorrem durante a morte celular programada (apoptose) (POMMIER, 2006)

I1.1.5. DNA topoisomerase II

Sua atividade foi descrita por Gellert e colaboradores em 1976 (KELLNER et al,
2000). Em mamiferos, sdo conhecidas duas isoenzimas, a topo Il-a e B, com genes
localizados em cromossomos diferentes.

Ao contrério da topo I, o tipo II ¢ dependente de ATP para cortar ambas as fitas
do DNA e ligar-se covalentemente ao fragmento terminal 5> do DNA. A acdo catalitica
inicia com um corte no DNA, etapa independente de energia, e subseqiiente ligagao
covalente com o fragmento 5 (Figura 11.6) (FORTUNE e OSHEROFF, 1998). A
quebra da fita dupla ocorre via ligacdo ponte de dissulfeto com o dimero da topo II
(complexo de quebra). Ocorre a hidrolise do ATP e a fita dupla do DNA cortado ¢
religada e o dimero da topo II se liberta do DNA. Esse desligamento resulta na

translocagdo do cromossomo (KELLNER et al, 2000).
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Figura I1.6. Mecanismo de acdo da topoisomerase Il sobre 0o DNA

A atividade da topoisomerase II ocorre na presenca do DNA em espiral durante
as etapas de replicagdo e transcri¢cdo, ¢ quando a forma do DNA ¢ linear esta ¢ essencial
na condensacdo cromossOmica e na segregacao. Por estas razdes a topo II ¢ altamente
expressa durante as fases S, G, e M do ciclo celular (CHEN e LIU, 1994; VALKOV &
SULLIVAN, 2003).

I1.1.6. As DNA topoisomerases e o0 Cancer

Devido as suas fungdes fisioldgicas no ciclo celular e metabolismo, as DNA
topoisomerases sao importantes alvos no estudo e tratamento do cancer.

A inibicdo das DNA topoisomerases pode ser realizada por dois mecanismos
distintos e os inibidores sdo divididos em duas classes: inibidores das classes I e II. Os
inibidores da classe I estabilizam o complexo covalente enzima-DNA e podem ser
chamados de venenos. Os inibidores da classe Il sdo chamados de inibidores cataliticos
e impedem a liga¢do enzima-DNA por interagdo com a Topoisomerase (BOERGE, et
al., 1996; FORTUNE e OSHEROFF, 1998) ou 0 DNA (BRIDEWELL et al., 1997).

Os inibidores das DNA topoisomerases compreendem um grande niimero de

substancias de diferentes estruturas. A maioria desses agentes sdo inibidores da
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topoisomerase da classe I, que tém em comum a ligacdo ao intermediario covalente da
reacdo, chamado complexo de quebra (GRYNBERG, 1999). Este complexo covalente
uma vez estabilizado por uma droga pode ser visto como uma lesdo do DNA, resultando
na quebra do DNA que estava ligado a enzima (CHEN e LIU, 1994 e LIU, 1994).
Alguns agentes quimicos naturais e sintéticos capazes de inibir a acdo das
Topoisomerases sdo utilizados como anti-cancer (LIU, 1989), como a adriamicina
(JONG et al., 1990), etoposida (BERRUTI, et al., 2005), teniposida (BOOGERD, te al.,
1999), topotecan (SAFRA et al., 2007), Irinotencan (BAE et al., 2008). A figura I1.7

mostra a acdo das drogas sobre as topoisomerases.
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Figura I1.7. Acdo das drogas sobre as topoisomerase levando a morte celular (SILVA

etal., 2003)

I1.1.7. Topoisomerase II como alvo para a quimioterapia

Drogas anticancer que agem sobre a topoisomerase II sdo umas das mais
utilizadas como agentes quimioterapéuticos. Estas drogas incluem doxorubicina,

etoposida, mitoxantrona e outros (FORTUNE e OSHEROFF, 2000). As drogas que
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agem sobre a topo II podem ser classificadas de “venenos” da topoisomerase ou
inibidores cataliticos. Como discutido antes, a quebra da dupla fita de DNA ¢
caracteristica da reacdo enzimatica da topo II. Os venenos da topo II aumentam os
niveis de estabilidade deste intermediario transitorio. Eles fazem isto ou por aumento do
indice de dissociagdo do DNA (ellipticina, genisteina) ou por inibi¢do do indice de
religacdo do DNA (etoposida, amsascrina, teniposida). Em qualquer um dos casos, estas
drogas convertem a enzima em um agente danoso para o DNA. Isto ¢ uma relagdo
estequiométrica porque ha o potencial para uma quebra da dupla fita de DNA para toda
droga estabilizadora de enzima topoisomerase II. Assim a sensibilidade para os venenos
da topo II ¢ dependente de altos niveis de enzima. Quanto mais enzima, maior o dano
para o DNA. Por outro lado, os inibidores cataliticos da topo II atuam como outras
drogas anti-cancer e inibem a atividade da enzima. Drogas que interferem com a
atividade catalitica privam a célula e ndo ocorre a decatenagdo cromossomal das fitas de
DNA antes da mitose. O crescimento celular é, portanto alterado. Células com baixos
niveis de topo Il sdo mais sensiveis para inibidores cataliticos e células com altos niveis
de topo II sdo mais resistentes. Os venenos da topo II se assemelham a agdo de
quinolonas no DNA-girase e na topo IV de E. coli e os inibidores cataliticos se
assemelham a acdo das cumarinas. As estruturas moleculares de algumas das drogas que
tem a topo II como alvo ¢ mostrado na Figura I1.8 (HOLDEN, 2001).

Muitos produtos naturais estdo sendo testados sobre a inibi¢do da topoisomerase

II. Um sumario de todos os produtos naturais testados estdo na tabela II.1.

I1.1.8. Venenos para a topoisomerase I1

Drogas como a etoposida, teniposida, doxorrubicina, ellipticina, genisteina,
mitoxantrona e amisacrina sdo referidas como venenos da topoisomerase II. Seu
mecanismo de agdo primario ¢ aumentar a concentragdo do intermediario DNA clivado
de curta duracdo durante a reacdo da topoisomerase II. Teoricamente, eles poderiam
fazer isto através do aumento do indice da reacdo de dissociacao ou inibindo o indice da
reacdo reversa (religacdo). De fato, dados indicam que os venenos da topo II podem ser
divididos em duas classes baseado em qual parte da reagdao de dissociagdo eles afetam.
Hé drogas que aumentam de intermediério clivado por estimulacdo da reacdo e ha
aquelas que aumentam a quantidade do intermediario clivado pela inibi¢do da religacao.

As drogas conhecidas como inibidoras de religagdo s3o etoposida, teniposida e
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amisacrina (FORTUNE e OSHEROFF, 2000). Azotoxina (CLINE et al., 1997),
ellipticina (FROELICH-AMMON et al., 1995) e genisteina (VAN HILLE et al., 1999)

parecem estimular o aumento do indice de reacao.

I1.1.9. Inibidores cataliticos da Topoisomerase II

O ciclo catalitico da topoisomerase II ¢ complexo e consiste de seis passos
distintos (BURDEN e OSHEROFF, 1998). O passo 1 ¢ a ligagdo da enzima com o
DNA; o passo 2 ¢ a producdo de uma quebra da dupla fita de DNA antes da passagem
da fita; o passo 3 € o evento de passagem da fita que ocorre na presenca de ATP; o
passo 4 ¢ a religagdo do DNA quebrado, ocorrendo depois da passagem da fita; o passo
5 ¢ a hidrolise do ATP e o passo 6 ¢ a dissociagdo e liberagdo do DNA da
topoisomerase. Embora varios tipos de drogas tenham seus efeitos primarios na inibi¢ao
da atividade enzimatica da topo € claro que existem varios lugares na reagdo enzimatica
aonde estas drogas poderiam exercer seu efeito. Por exemplo, aclarubicina inibe o passo
1, merbanona e staurosporina inibem o passo 2, novobiocina e coumarmicina inibem o
passo 3 (mas primariamente em enzimas procaridticas) e ICRF-193 inibe o passo 5

(FORTUNE e OSHEROFF, 1998).

I1.1.10. Expressao da topoisomerase II em tecidos humanos e tumores

Os venenos da topo II tais como etoposida e doxorubicina sdo os tipos de drogas
usadas atualmente no tratamento de uma variedade de canceres humanos. Evidéncias de
dados de laboratério mostram que a sensibilidade a este tipo de droga deve ser
dependente do contetido celular da topoisomerase. Isto leva a hipotese de que a resposta
dos canceres humanos a terapia da topo II pode estar dependente do contetido da topo
no tumor. Infelizmente, ndo ¢ facil determinar o indice da topoisomerase através de
bidpsias em canceres humanos. Os procedimentos tais como Western blot e as medidas
da atividade enzimatica sdo comprometidos porque sdo técnicas de calculo da média e ¢
impossivel saber o quanto ¢ devido a topoisomerase do tumor ou dos componentes

celulares normais.
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Figura I1.8. Substancias com atividade sobre a topoisomerase II

Estes e outros estudos incentivam a continuidade da busca por novos compostos

naturais, semi-sintéticos e sintéticos capazes de inibir a Topoisomerase II ¢ que tenham

toxicidade tolerdvel a ponto de serem utilizadas na terapéutica.

Tabela II.1. Produtos naturais com atividade sobre a enzima DNA topoisomerse I1-o

Inibidor de Topoisomerase

I1- (Humana) Fonte (Natural) Referéncia
Acido betulinico Ternstroemia MIZUSHINA et al., 2003.
Jjaponica

Acido caféico-fenetil-éster
Acido quebulagico

Acido chebulinico

Acido dihidroputranjivico
Acido 3-0-
digaloilshiquimico
Acido 3,
galoilshiquimico
Acido Elagico
Acido Elénico
Acido gambogico
Acido galico

5-di-O-

Terminalia chebula
Alchornea latifolia

Plakinastrella sp.
Garcinia hurburyi
oolong tea

CHO et al., 2000.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
SETZER et al., 2000.

KASHIWADA et al., 1993.

KASHIWADA et al., 1993.

CHO et al., 2000.
JUAGDAN et al., 1995.
QIN et al., 2007.
SUZUKI et al., 2001.



Acido 4-0-galoilquinico
Acido 4, 5-di-O-
galoilquinico
Acido 1, 4,
galoilquinico
Acido 1, 3, 4, S5-tetra-O-
galoilquinico

Acido Fomitélico

Acido malotusinico

Acido malotinico

Acido Oleanéico

Acido rerepandusinico A
Acido rerepandusinico B
Acido Ursélico

Acido  (23R,25R)-3,4-seco-
17,14-friedo-9pH-Lanosta-
4(28),6,8-(14)-trien-26,23-
olid-3-oico

5-tri-O-

Aclarubicina
Actinomicina D

7"-O-metil-agathisflavone

Amentoflavona

Adriamicina
3-amino- 1, 4-dimetil-
S5H-pirido[4,3-b]indol

3-amino- l-metil-
SH-pirido[4,3-b]indol

Apigenina

Ascididemina

Acetato de acido o-
Boswelico
Acetato de

Boswelico

acido  B-

Baicaleina
Bengacarbolina
Berberrubina

Betulina

Bufalina
Trans-chaucona
Canferol

F. fraxinea
Mallotus japonicus

Tabebuia caraiba

Abies sachalinensis

Streptomyces
galilaeus

Ouratea semiserrata
Mart
Ouratea semiserrata
Mart

Cystodytes
dellechiajei

Boswellia serrata

Boswellia serrata

Didemnum sp.
Berberis Vulgaris L.

Phyllanthus flexuosus
Bufo sp.
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KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.

KASHIWADA et al., 1993.

KASHIWADA et al., 1993.

MIZUSHINA et al., 2000.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
CHO et al., 2000.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
MIZUSHINA et al., 2000.

WADA et al., 2002.

CHRISTMANN-FRANCK
et al., 2004.
GRUBER, et al., 2006.

GRYNBERG et al., 2002.

GRYNBERG et al., 2002.
JONG et al., 1990.

FUNAYAMA et al., 1996.

FUNAYAMA et al., 1996.

CONSTANTINOU et al.,
1995.

DASSONNEVILLE et al.,
2000.

SYROVETS et al., 2000.
SYROVETS et al., 2000.
MATSUZAKI et al., 1996.
FODERARO et al., 1997.

KIM et al., 1998.

WADA et al., 2001;

MIZUSHINA et al., 2003.
HASBIMOTO et al., 1997.
CHO et al., 2000.
STRICK et al., 2000.



Castagalina
Castanopsinina A
Castanopsiniina A
Casuarinina

Chartreusina

Crisomicina M
Crisomicina V
Clerocidina
Corilagina

Criptolepina
Neo-criptolepina

Curucumina

Daidzeina

Demetilzeilasterona

Elaeocarpusina

Eleuterina

Elipticina

Elsamicina
(-)-Epicatequina

(-)-Epicatequina-3-0O-galato
(-)-Epigallocatequina-3-O-

galato

(-)-Epigalocatequina

Estrictinino
Eugeniina

Fagoronina
Flavona

Federicamicina A
Fisetina

Floretina

Fostriecina
Furosina

Genisteina

Genistina
Geraniina
Gilvocarcina V
Hamamelitanino
Hederagenina

Streptomyces sp.

Cryptolepis
sanguinolenta
Cryptolepis
sanguinolenta
Curcuma longa L.

Kokoona zeylanica

Eleutherine
americana

oolong tea
oolong tea

oolong tea

oolong tea

Fagara
xanthoxyloides

Streptomyces griseus
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KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
CHRISTMANN-FRANCK
et al., 2004.

LORICO e LONG, 1993.
LORICO e LONG, 1993.
RICHTER et al., 2004.
KASHIWADA et al., 1993.
DASSONNEVILLE et al.,
1999; BAILLY et al., 2000.

BAILLY et al., 2000.

MARTIN-CORDERO, 2003.
BANDELE e OSHEROFF,
2007.

FURBACHER e
GUNATILAKA, 2001.
KASHIWADA et al., 1993.
KRISHNAN e BASTOW,
2000.

FOSSE et al., 1992; KUO et
al., 2005.

LORICO e LONG, 1993.
SUZUKI et al., 2001.

SUZUKI et al., 2001.

SUZUKI et al., 2001.

SUZUKI et al., 2001.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993

IANOUL et al., 1999.

STRICK et al., 2000.
LATHAM et al., 1989; ABEL

et al., 2006.

BANDELE ¢ OSHEROFF,
2007.

CONSTANTINOU et al.,
1995.

LARSEN et al., 2003.
KASHIWADA et al., 1993
BANDELE e OSHEROFF,
2007.

STRICK et al., 2000.
KASHIWADA et al., 1993.
LORICO e LONG, 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
CHO et al., 2000.



Heliquinomicina
Hesperidina

Hipericina

Indol-3-carbinol
7-a-11-a-diidroxi-15-oxo0-
kaur-16-en-19-6-B-Olida
7-0-9-diidroxi-15-oxo0- kaur-
16-en-19-6-B-olida

a-Lapachol

B-Lapachol

Liriodenina

Lupeol

Luteolina

Makaluvamina N
Maltol

Matadina

Metil  (23R,25R)-3,4-seco-
9BH-lanosta-4(28),7-dien-
26,23-olid-3-oato

Miricetina

Morina

Novobiocina

Nufarin A
olean-12-en-34,150-diol
olean-12-en-34,24-diol

olean-12-en-3p4,15a,24-triol

3-Oxolanosta-9pH-7-en-
248,25-diol

o-Peltatina

Pauferrol A
Pedunculagina
1 (B)-O-galoilpedunculagina

Peroxisomicine A

Phillyraeoidin A

Hypericum
perforatum

Pteris semipinnata
Pteris semipinnata

Tabebuia sp.

Phyllanthus flexuosus

Zyzzya fuliginosa

Strychnos gossweileri

Abies sachalinensis

Phyllanthus flexuosus
Phyllanthus flexuosus

Phyllanthus flexuosus

Abies sachalinensis

Podophyllum
peltatum L.
Caesalpinia ferrea

Karwinskia
humboldtiana
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CHINO et al., 1998.
STRICK et al., 2000.

PEEBLES et al., 2001.
CHO et al., 2000.
Lietal., 1999.

Lietal., 1999.

KRISHNAN e
2000.
KRISHNAN e
2000.

WOO et al., 1997.

WADA et al., 2001;
MIZUSHINA et al., 2003.

BANDELE e OSHEROFF,
2007.

VENABLES et al., 1997.

CHO et al., 2000.

BASTOW,

BASTOW,

DASSONNEVILLE et al,
1999.

WADA et al., 2002.
CONSTANTINOU et al,

1995; BANDELE €
OSHEROFF, 2007.
CONSTANTINOU et
1995.

LARSEN et al., 2003.
KASHIWADA et al., 1993.
WADA et al., 2001.

WADA et al., 2001.

al.,

WADA et al., 2001.

WADA et al., 2002.

THURSTON, et al., 1986.

NOZAKI et al., 1997.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.

LANSIAUX et al., 2001.
KASHIWADA et al., 1993.



Podofilotoxina

Psammaplina A
Punicafolina
Punicalina
Punicalagina
Punicacorteina C

Quercetina

Ravidomicina
Resveratrol
Rubrofusarina
Salvicina
Sanguiina H-2
Sanguiina H-6

Sanguiina H-11

Serpentina

Staurosporina
Sulforafano

Seco-3,4-Taraxerona

Taxifolina
Terquebina

Topostatina

4’-6-7-triidroxiisoflavona

I, 2, 6-tri-O-galloil-B-D-
glicose

1, 2, 3, 6-tetra-O-galloil-B-
D-glicose

1, 2, 3, 4, 6-penta-O-galloil-
B-D-glicose

2, 3, 5-tri-O-
galoilhamamelose

Vescalagina

Podophyllum
emodi
Aplysinella rhax

Senna macranthera
Salvia prionitis

Sanguisorba
officinalis

Rauwolfia serpentina

Alchornea latifolia

Thermomonospora
alba Strain
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THURSTON, et al., 1986.

KIM et al., 1999.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
BANDELE e OSHEROFF,
2007.

LORICO e LONG, 1993.
CHO et al., 2000.
ECHEVARRIA et al., 2000
HU et al., 2006.
KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.

KASHIWADA et al., 1993.

DASSONNEVILLE et
1999.

ZWELLING et al., 1991.
CHO et al., 2000.

SETZER et al., 2000.

STRICK et al., 2000.
KASHIWADA et al., 1993.

SUZUKI et al., 1998.

CONSTANTINOU et
1995.

KASHIWADA et al., 1993.

al.,

al.,

KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.

KASHIWADA et al., 1993.
KASHIWADA et al., 1993.
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I1.2. OBJETIVOS

I1.2.1. Objetivo geral
- Avaliar a capacidade inibitoria de compostos naturais e semi-sintéticos sobre a enzima

DNA Topoisomerase [I-a humana.

I1.2.2. Objetivos especificos

- Analisar a capacidade inibitoria sobre a topo Il-a dos produtos naturais
Litospermosida, um glicosideo cianogénico isolado em boa quantidade de B. pentandra
e de y-hidroxiferruginina. A, um antranéide prenilado isolado do latex de Vismia
guianensis, como também do extrato etandlico bruto do latex.

- Analisar a atividade inibitoria sobre a topo II-o dos produtos semisintéticos: o
derivado peracetilado da litospermosida e de uma série de flavonoides derivados da

retusin A, um flavonoide natural isolado de Solanum paludosum.

I1.3. METODOLOGIA

I1.3.1. Equipamentos e reagentes

e Plamidio pBR322" (INVITROGEN);

e Topoisomerase II-a 20 units/uL. (USB Corporation);

e Dimetil-sulfoxido-DMSO (VETEC);

e Brometo de Etidio 5 mg/mL (Aldrich);

e Tampao Tris-HCl (10mM, pH 7.9, 50 mM/mL de NaCl, 50 mM/L de KCI,
SmM/L de MgCl,, 0,1 mM/L de EDTA, 15 pg/mL de BSA, 1,0 mM/L de ATP e
10 mM/L de Na,POg4, 02, mM DDT);

e Tampao de parada: 50 % de glicerol, 10 % de dodecil sulfato de sédio (SDS) e

25 % de azul de bromofenol;
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e Tampao TAE (4,84 g/L Tris-base, pH 8.5, 1.142 mL/L de 4cido acético glacial e
100 mL de EDTA 0,74 g/L);

e Encubadora QUIMIS modelo Q-215-2;

e Pipetas de microvolume (0,5-1000 pL);

e Cuba de eletroforese HORIZON 58 (Life Tecnologies);

e Fonte da cuba de eletroforese modelo 200/2.0 (BIO-RAD);

e IMAGE MASTER"” VDS

ooooo

substiancias naturais e semi-sintéticas

A avaliacdo da capacidade de inibi¢ado da enzima Topoisomerase Il-a por
compostos naturais e sintéticos foi realizada de acordo com Grynberg et al. (2002) e
Cunha et al. (2006) com algumas modificagdes, e do protocolo do “Kit Tested User
Friendly Relaxation of Supercoloied DNA, USB”.

O cianoglicosideo litospermosida e seu derivado acetilado (hexaacetato de
litospermosida) foram testados nas concentracdes de 110 uM. Os flavondides 1, 2, 3, 4,
5, 6 ¢ 7 foram testados nas concentragdes de 220 uM e 110 uM e 0s 8,9 e 10 em 110
uM. A y-hidroxiferrugenina A foi testada nas concentracdes de 0,1; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0;
40,0; 60,0 e 80,0 uM e o extrato do latex a 200 pg/mL.

Duas unidades da enzima Topoisomerase II-a (recombinante humana em E. coli,
INVITROGEN) foram incubadas por 30-40 minutos com 0,152 pg de DNA pBR322
(INVITOGEN) em presenca ou em auséncia dos compostos (20 a 200 uM) e do extrato
de Vismia guianensis (200 pg/mL), formando uma mistura que teve o volume
completado para 10 pL com tampao Tris (10mM, pH 7.9, 50 mM/mL de NaCl, 50
mM/L de KCIl, 5SmM/L de MgCl,, 0,1 mM/L de EDTA, 15 pg/mL de BSA, 1,0 mM/L
de ATP e 10 mM/L de Na,PO4, 02, mM DDT). A reagdo foi finalizada pelo acréscimo
de 1,0 pL da solugdo de parada (50 % de glicerol, 10 % de dodecil sulfato de sodio
(SDS) e 25 % de azul de bromofenol). Em seguida, as amostras da reacgdo
foramaplicadas em gel de agarose 1,0 %, equilibrada com tampao TAE (4,84 g/L Tris-
base, pH 8.5, 1.142 mL/L de acido acético glacial e 100 mL de EDTA 0,74 g/L) por 120
minutos a 40 V. Como controle positivo da reagdo foi utilizado 2-100 uM de Etoposida.

Apos a corrida o gel foi revelado em solugdo de Brometo de etidio (5 mg/mL), lavado
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com agua destilada e fotografado sobre luz ultravioleta com camera digital ou utilizando
o equipamento IMAGE MASTER® VDS. Esta metodologia ¢ demonstrada no Esquema
IL.1.

PLASMIDIO pBR322
(0,152ng/INVITROGEN)

5
Tampao Tris 15mM,
pH=7,0 Fotografia

Composto em questio Revelagio em

(x pM) Brometo de Etidio
( ) (Smg/mL)
iQ Tampao de
' parada ‘
Topo II-a || . Eletroforese em
(2UND/USB) # 33’18/14:)(?939 # el
Etoposida (uM) ( min.) de agarose

Esquema II.1. Metodologia utilizada para avaliagdo da atividade inibitoria da

topoisomerase II-a. por compostos naturais

Todos os compostos organicos testados neste trabalho tiveram solucdes-estoque

preparadas de forma que a concentracdo final de DMSO nao ultrapassasse 2%.

I1.3.3. Substancias testadas na inibicdo da enzima Topoisomerase I1-a

As estruturas quimicas das substancias naturais testadas (litospermosida e y-
hidroxiferrugenina A) estdo na Figura I1.9 e as semisintéticas estdo na Figura 11.10. O
hexaacetato de litospermosida foi obtido de acordo com o descrito no capitulo I, pagina

39. Os derivados dos flavonodides foram sintetizados por MARTINS et al., 2006.
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Ac NC
Acﬁﬁk/o |
Ac Ac
Ac™

Ac

hexa acetato de litospermosida

Gama-hidroxiferruginina A

Figura I1.9. Estrutura do litospermosida e da y-hidroxiferrugenina A

Figura I1.10. Flavonoides semisintéticos obtidos a partir da retusin A
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I1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da substancia litospermosida e de seu derivado acetilado

sobre a capacidade inibitoria da DNA topoisomerase II-a estdo na Figura I1.11.

e Y pe— DNA relaxado

<+—— DNA super-enrolado

Figura II.11. Placa de eletroforese em gel mostrando analise da atividade inibitéria da
topo II-a pela litospermosida e hexaacetato de litospermosida. Em todas as linhas, as
amostras contém 0,152 ug de pBR322 (DNA) e 2,0 Unidades de topoisomerase II-a,
exceto a linha 1, contendo apenas pBR322 (controle negativo). Linha 2- controle
positivo (pBR322 e topoisomerase II-a); linha 3- pBR322, etoposida (100 uM) e
topoisomerase II-a; linha 4- litospermosida (110 pM); linha 5- hexaacetato de

litospermosida (110 pM).
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Pode-se observar que os resultados referentes a litospermosida (linha 4) e acetato
de litospermosida (linha 5), respectivamente estdo semelhantes ao da linha 2 (controle
negativo), ndo inibindo assim a acdo da topo II, ao contrario da etoposida (controle
positivo). Assim, em presenca dessas duas substincias e sob a¢do da topo II-a, o DNA
assumiu um estado topologico relaxado. A molécula de DNA relaxada tende a ocupar
maior espaco e fica mais dificil para sua translocagao por entre os intersticios do gel de
agarose, logo esta molécula fica mais retida do que a forma de DNA super-enrolado.
Ainda nao ha relatos literarios sobre a inibicdo de Topo II por substancia analoga a
litospermosida e isto nos motivou fazer o teste, além de que este composto ¢ um
produto natural abundante (2,46%) na espécie Bauhinia pentandra, planta facilmente
encontrada na regido semi-arida nordestina. O litospermosideo ¢ bastante polar,
parcialmente soliivel em 4gua, para aumentar a lipofilicidade, o que poderia também
apresentar atividade sobre a topo II, o composto foi acetilado e testado, porém ndo
apresentou atividade.

A analise da atividade inibitoria da topo II pelo extrato etandlico do latex de

Vismia guianensis e do antranoide prenilado, y-hidroxiferruginina A, estd na Figura

I1.12.
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-— DNA relaxado

—— e — DNA super-enrolado

Figura I1.12. Placa de eletroforese em gel mostrando analise da atividade inibitdria da
topo II-a pela y-hidroxiferruginina A (20-80 uM) e extrato bruto do latex de V.
guianensis (200 pg/mL). Em todas as linhas, as amostras contém 0,152 pg de pBR322
(DNA) e 2,0 Unidades de Topoisomerase II-a, excerto a linha 1, contendo apenas
pBR322 ( controle negativo); linha 2- controle positivo (pBR322 e Topoisomerase I1-a);
linha 3- pBR322, etoposida (100 pM) e Topoisomerase II-o; linha 4- -
hidroxiferruginina A (20 pM); linha 5- y-hidroxiferruginina A (40 uM); linha 6- y-
hidroxiferruginina A (60 pM); linha 7- y-hidroxiferruginina A (80 uM); linha 8- extrato
bruto do latex de V. guianensis (200 pg/mL).

A principio foi feito um screening com o extrato etanolico do latex (200 png/mL)
e com a y-hidroxiferruginina A em quatro concentragdes, variando de 20-80 uM e foi
verificado que tanto o extrato (linha 8) como todas as concentracdes (linhas 4-7)
utilizadas inibiram a ac¢do da topo II, de forma que o DNA ndo assumiu a forma
relaxada. Ao contrario, do que foi verificado na linha 2 (controle positivo) o DNA
super-enrolado migrou através da placa de agarose mais facilmente que a forma
relaxada. Apesar destas concentragcdes ja serem consideradas baixas, a exemplo de

outros produtos naturais



96

O composto y-hidroxiferruginina A (linhas 4-7) foi capaz de inibir a enzima
Topoisomerase II-a em todas as concentragdes testadas, bem como o extrato bruto do
latex de V. guianensis (linha 8), de forma que o0 DNA nao assumiu a forma relaxada. Ao
contrario, do que foi verificado na linha 2 (controle positivo) o DNA super-enrolado
migrou através da placa de agarose mais facilmente que a forma relaxada. Estes
resultados incentivaram nova andlise com a reducdo das concentragoes da vy-
hidroxiferruginina A para valores de 0,1-10 uM e de etoposida (2uM). Os resultados

podem ser vistos na Figura I1.13.

12y Spelame B g

«——— DNArelaxado

R L R < DNA super-enrolado

Figura I1.13. Placa de eletroforese em gel mostrando analise da atividade inibitdria da
topo II-a pela y-hidroxiferruginina A (0,1-10 pM) e extrato bruto do latex de V.
guianensis (200 pg/mL). Em todas as linhas, as amostras contém 0,152 pg de pBR322
(DNA) e 2,0 Unidades de topoisomerase II-o, excerto a linha 1, contendo apenas
pBR322 ( controle negativo); linha 2- controle positivo (pBR322 e topoisomerase I1-a);
linha 3- pBR322, etoposida (2,0 uM) e topoisomerase II-a; linha 4- y-hidroxiferruginina
A (0,1 uM); linha 5- y-hidroxiferruginina A (1,0 uM); linha 6- y-hidroxiferruginina A
(5,0 uM); linha 7- y-hidroxiferruginina A (10,0 pM); linha 8- extrato bruto do latex de
V. guianensis (200 pg/mL).
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O antrandide y-hidroxiferruginina A, continuou inibindo a agdo da
topoisomerase II-o em todas as concentragdes testadas (linhas 4 a 8), assim como a
etoposida (linha 3). Embora nido haja outros relatos desta substincia com alguma
atividade bioldgica na literatura, estudos com quinonas derivados do ntcleo antraceno,
como piroxantrona, losoxantrona e teloxantrona (Figura I1.14) sdo reconhecidos
inibidores desta enzima e sdo utilizados como anti-cancer (CHRISTMANN-FRANCK
et al., 2004). Assim, a atividade inibitoria da topoisomerase II-a por 7v-
hidroxiferruginina A pode estar relacionada ao nucleo da estrutura deste antranoide.
Outros compostos do tipo quinona como o lapacohol (SOUZA et al., 2007), a eleutrina,
a a-lapachona e a B lapachona (KRISHNAN e BASTOW, 2000) também demonstraram
eficiéncia no efeito inibitdrio sobre a atividade das topo II.

A inibicdo da topoisomerase II ¢ mais desafiadora, pois foge um pouco ao
modelo classico no qual um ligante interage com um receptor. Na inibi¢ao da topo II ha
uma interagdo simultdnea com dois receptores (WANG, 1996). Esta inibicdo pode
ocorrer por uma interacao da regido aromatica dos agentes com as bases do DNA ou de
regides mais polares com outros sitios da topoisomerase. E fato que uma simples
intercalagdo ao DNA ndo explica de todo a inibi¢do do complexo topoisomerase-DNA.

A vy-hidroxiferruginina A ¢ um candidato promissor como droga anti-cancer,
embora o trabalho seja apenas preliminar, o fato de que esta substincia seja abundante
no latex (>50%) de Vismia guianensis, uma espécie vegetal da mata atlantica nos
estimula a realizar outros estudos mais profundos, incluindo atividade antitumoral in
vivo. Posteriormente trabalhos relacionados a biotecnologia e conservagao da espécie
vegetal também precisam ser realizados, uma vez que se trata de uma espécie da mata
litoranea ameagada constantemente a acdo do homem. Por ser uma fonte natural de
matéria prima abundante e de partes renovaveis da planta, a pesquisa fica ainda mais

viavel.
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Figura I1.14. Estrutura de compostos quinolonicos com atividade sobre a enzima topo
II (CHRISTMANN-FRANCK et al., 2004).

Os flavondides constituem uma importante classe de substincias naturais que
tem despertado interesse terapéutico e cientifico. Sdo substincias de baixo peso
molecular, presentes em todas as plantas vasculares, sdo fenilbenzopironas
(fenilcromananos) com uma variedade de estruturas bdsicas. Os flavonodides sdo
encontrados nas frutas, vegetais, nozes, sementes, caules, flores, chd, vinho e sdo
constituintes importantes da dieta humana (MIDDLETON e KANDASWAMI, 1994).
Apresentam efeitos na bioquimica e fisiologia das plantas, agindo com oxidantes,
inibidores de enzima, precursores de substancias toxicas e pigmentos (HARBORNE e
MABRY, 1982; HARBORNE et al., 1975; McCLURE, 1986). Estas substancias sao
conhecidas por apresentar propriedades antialérgica, antiinflamatoria, antiviral,
atividades antiproliferativas e anticarcinogénicas, bem como afetar alguns aspectos do
metabolismo dos mamiferos (GABOR, 1979; 1986; FARKAS et al., 1986, CODY et al.,
1986, 1988; DAS, 1989; HAVSTEEN, 1983; WELTON et al., 1988; SELWAY, 1986;
DATTA et al, 2004; REN et al., 2003), apresentar atividade seqiiestradora de radical
livre e antioxidante e quelar certos cations metalicos.

Muitas enzimas sao inibidas pelos flavondides, incluindo as hidrolases,
oxidoredutases, DNA sintetases, RNA polimerases, fosfatases, proteinas fosfoquinases,
oxigenases, topoisomerases (HAVSTEEN, 2002; DUTHIE e DOBSON, 1999).

O fato de que muitos flavonoides agem sobre as enzimas e especificamente com
a topoisomerase II-a tais como acacetina, genistina, luteolina, taxifolina (STRICK et al.,
2000), 7-O-metil-agatisflavona (GRYNBERG et al., 2002), apigenina, biochanina A
(AZUMA et al., 1995), baicaleina (MATSUZAKI et al., 1996), (-)-epicatequina, 3-O-
galato epicatequina, (-)-epigalocatequina (SUZUKI et al., 2001), transchalcona (CHO et
al., 2000), daizeina (SUN et al., 1998), fisetina, morina, miricetina, floretina, quercetina

(CONSTANTINOU et al., 1995), genisteina (HUANG et al., 1992), 3-O-(6"-acetil -
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glicosideo quercetina (MIZUSHINA et al., 2003), 3-O-B-D-galactose-(1-6)-O-a-L-
ramnosideo quercetina, isoquercitrina, rutina e taxifolina (BERNARD et al., 1997) nos
levou a investigacao de flavonoides derivados de um produto natural. As modificagdes
estruturais dos flavondides permitiu verificar se existe algum efeito relacionado com os
substituintes da molécula.

A avaliagdo da atividade sobre a topo II-a foi realizada com onze flavondides
derivados do flavonoéide natural retusin A isolado de Solanum paludosum. Primeiro foi
realizado um screening preliminar na concentragao de 220 uM com os flavonoides 1, 2,
3, 4,5, 6 e 7 (Figura II.15 e Figura II1.16). Todos os flavondides testados nesta
concentragdo inibiram a acdo da topo Il-a, isto levou ao ensaio agora com as
concentragdes mais baixas de 110 uM. Além dos flavonoides 5 (Figura I1.16) 1, 2, 3,4 ¢
7 (Figura I1.18), os derivados 6, 8, 9 e 10 (Figura I1.19) também foram testados nesta
concentragdo. Com exce¢do dos derivados 3, 8 e 13, todos os outros flavonodides
continuaram inibindo a acdo da topo II-a (110 pM). Apesar de todos os flavonodides
serem inéditos existe uma grande semelhanga das estruturas com substancias naturais.
Os derivados 1, 2, 4 e 6 apresentam o radical prenila, tanto os flavonoides C-prenilicos
como O-prenilicos sdo encontrados comumente na natureza (VALANT-VETSCHERA
e WOLLENWEBER, 2006). O derivado 9 com o anel furano entre as posi¢des 5 € 6 sdo
mais raros na natureza ¢ sdo encontrados nas raizes de plantas da familia Fabaceae
VALANT-VETSCHERA ¢ WOLLENWEBER, 2006), ja os derivados 3, 5, 7, 8 e 11
apresentam um radical alila. E interessante notar que dos derivados com o radical alila,
apenas o 3 e 8 com duas metilas (1,1-dimetilalil) ndo inibiram a acdo da topo II na

concentragdo de 110 pM.
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«——— DNA relaxado

<+<——  DNA super-enrolado

Figura II.15. Placa de eletroforese em gel mostrando andlise da atividade inibitoria da

topo II-a pelos flavonoides 1, 2 e 4 (220 uM). Em todas as linhas, as amostras contém
0,152 ng de pBR322 (DNA) e 1,0; 2,0 ou 4,0 Unidades de topoisomerase II-a, excerto a
linha 1, contendo apenas pBR322 (controle negativo); linha 2- controle positivo
(pBR322 e 1 Unidade topoisomerase II-a); linha 3- pBR322 e topoisomerase II-a (2
Unidades); linha 4- pBR322, etoposida (168,0 uM) e topoisomerase II-o (2 Unidades);
linha 5- pBR322 e topoisomerase II-a (4 unidades); linha 6- Flavonoide 1 (220,0 uM);
linha 7- Flavonoide 2 (220,0 uM); linha 8- Flavonoide 2 (220,0 uM)
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<«—— DNA relaxado

DNA super-enrolado

Figura I1.16. Placa de eletroforese em gel mostrando andlise da atividade inibitoria da
topo II-a pelos flavondides 3, 5, 6 ¢ 7 (220 uM) e flavondide 5 (110,0 uM). Em todas as
linhas, as amostras contém 0,152 pug de pBR322 (DNA) e 2,0 Unidades de
topoisomerase Il-a, excerto a linha 1, contendo apenas pBR322 ( controle negativo);
linha 2- controle positivo (pBR322 e topoisomerase [I-a); linha 3- pBR322, etoposida
(168,0 uM) e topoisomerase II-a; linha 4- Flavondide 3 (220,0 pM); linha 5- Flavonoéide
5 (220,0 uM); linha 6- Flavonodide 5 (110,0 uM); linha 7- Flavondide 6 (220,0 uM);
linha 8- Flavonoide 7 (220,0 uM)

Bandele e Osheroff (2007) estudaram a agdo de uma série de flavondides com
diferentes estruturas (flavonas, flavonoéis e isoflavonas) quanto a capacidade inibitoria
da topo II-a e B. Foi demonstrado que flavondides metilados, como a diosmetina e
biochamina A (Figura II.17) apresentaram atividade inibitoria sobre as isoformas da

topoisomerase. Estes flavondides foram menos potentes que a quercetina, luteolina,
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genisteina, apigenina e miricetina, devido a auséncia de grupos hidroxilas nas posi¢des
C-5¢e/ouC-4’.

Segundo Constantinou et al (1995), estudos dos derivados de flavonoides
(miricetina, quercetina, fiseteina, genisreina e genisreina) em relagcdo a habilidade da
inibi¢do sobre o poder catalitico das topoisomerases I e II, afirmaram que tal efeito pode
ser devido aos grupos substituintes € a posicdo da substituicdo. O efetivo poder da
inibi¢ao dos flavonodides sobre a topo II foi promovido gragas ao grupo ceto em C-4 e as
hidroxilas em C-3, C-7 e C-4’. J4 o composto daidzeina nas concentra¢des de até¢ 100
uM o qual difere da genisteina por ndo apresentar hidroxila na posicdo C-5, ndo
mostrou inibi¢do sobre esta enzima. Uma das conclusdes da pesquisa foi que o grupo
hidroxila nas posi¢des C-5, C-7 e C-5’ sdo necessarias para a inibicdo da atividade da
topo II e nenhum destes isoflavondides nas mesmas concentragdes apresentam inibi¢ao

sobre a topo 1.

Flavonas 5 3 4 5’

Luteolina OH OH OH H
Apigenina OH H OH H
Diosmetina H OH OCH, H

Flavonol 5 3 4 5

Miricetna OH OH OH OH

Quercetina OH OH OH H
Fisetina H OH OH H
Canferol OH H OH H

Isoflavona 5 7 3 4 5

Biocamina A OH OH H OCH; H
Genisteina OH OH H OH

Isoflavona Prunetina OH OCH; OH OH H

Figura I1.17. Estrutura de alguns flavondides testados sobre a acdo da topoisomerase I1.

Assim, nossos resultados sugerem que apesar dos flavonodides derivados de
retusin A serem hidroxilados apenas na posicdo C-5 (2, 4, 5, 8 € 9) ou ndo apresentarem
hidroxilas na estrutura (1, 3, 6, 7, 11), a atividade inibitoria observada em todos os
compostos na concentracdo de 200 uM nao estd relacionada com a posi¢do das
hidroxilas. A nao atividade apresentada pelos flavonodides 3 e 8 na concentracao de 100

UM pode ser devido a presenca das duas metilas no radical alila, uma vez que as outras
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substancias com somente o radical alila apresentou atividade na mesma concentragdo

(100 uM).

12534956 8

<«— DNA relaxado

<+—— DNA super-enrolado

Figura I1.18. Placa de eletroforese em gel mostrando analise da atividade inibitoria da
topo II-a pelos flavondides 1, 2, 3, 4 ¢ 7 (110 uM). Em todas as linhas, as amostras
contém 0,152 pg de pBR322 (DNA) e 2,0 Unidades de Topoisomerase II-a, exceto a
linha 1, contendo apenas pBR322 ( controle negativo); linha 2- controle positivo
(pBR322 e Topoisomerase II-a); linha 3- pBR322, etoposida (168 pM) e
Topoisomerase II-a; linha 4- flavondide 1 (110 uM); linha 5- flavondide 2 (110 pM);
linha 6- flavonoide 3 (110 uM); linha 7- flavonoide 4 (110 uM); linha 8- flavondide 7
(110 uM). Foto obtida de maquina fotografica sob luz ultravioleta.
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<+«— DNA relaxado

<+—— DNA super-enrolado

Figura I1.19. Placa de eletroforese em gel mostrando analise da atividade inibitoria da
topo II-a pelos flavondides 3, 8, 9, 10 e 6 (110 uM). Em todas as linhas, as amostras
contém 0,152 pg de pBR322 (DNA) e 2,0 Unidades de Topoisomerase II-a, exceto a
linha 1, contendo apenas pBR322 (controle negativo); linha 2- controle positivo
(pBR322 e topoisomerase II-a); linha 3- pBR322, etoposida (168 uM) e topoisomerase
II-a; linha 4- flavondide 3 (110 puM); linha 5- flavondide 8 (110 puM); linha 6-
flavonodide 9 (110 uM); linha 7- flavondide 10 (110 uM); linha 8- flavondide 6 (110
uM).

Investigacdes mais detalhadas sobre a atuacdo dos flavondides sdo necessarias
para que possa obter elucida¢do do papel dos inibidores da topoisomerase. Esses dados
podem trazer uma grande contribui¢do na busca de um quimioterapico natural.

O mecanismo pelo qual as substancias utilizadas em nosso trabalho agem na

atividade da topoisomerase II ¢ de todo desconhecido e ¢ uma das perspectivas de



105

continuidade do trabalho. A inibi¢do de topoisomerase ¢ resultado de um processo
complexo resultante de varias interacdes moleculares e, portanto, torna necessario que
se faca um estudo bioquimico estrutural e comparativo que se resuma na base da

inibicao da Topoisomerase II humana e sua interface com a molécula de DNA.

I1.5. CONCLUSOES

A substancia natural litospermosida isolada das cascas das raizes de Bauhinia
pentandra e seu derivado peracetilado ndo apresentaram atividade inibitoria sobre a
topoisomerase II.

Os testes da inibi¢do com a enzima topoisomerase II-o mostraram que tanto o
extrato bruto do latex como o antrandide prenilado y-hidroxiferruginina A de Vismia
guianensis inibiram a acdo da enzima. A y-hidroxiferruginina A mostrou atividade em
uma concentracdo minina de 100 nM. Uma vez que esta substancia apresenta um
rendimento no latex de mais de 50%, é um candidato natural promissor para estudos
posteriores na quimioterapia do cancer.

Todos os flavondides derivados testados na concentragdio de 200 pM
apresentaram atividade sobre a enzima topo II. Na concentracdo de 100 uM somente
dois flavondides com o radical dimetilalil ndo apresentaram atividade, sugerindo que a
capacidade inibitoria pode estar relacionada com o grupo substituinte na molécula.

Estudos posteriores serdo realizados para elucidacdo do mecanismo de agdo.
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