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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar as atividades antimicrobiana e anti-inflamatéria de
vouacapanos de Pterodon emarginatus Vogel (Fabaceae). Foram utilizados frutos coletados
nos municipios de Campestre e Bela Vista de Goiés (Estado de Goias, Brasil). Somente na
oleorresina dos frutos de Bela Vista de Goias foram detectados diterpenos vouacapanicos e por
Isso essa amostra foi fracionada por parti¢do. A fracdo diclorometano:hexano da oleorresina foi
submetida a cromatografia em coluna aberta. Foi utilizada como fase estacionaria Diaion HP-
20 e como fase movel acetonitrila:dgua, com forca de eluigdo crescente. Foi desenvolvido um
método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para monitorar o
fracionamento cromatografico. As subfragdes 7-12 (Grupo 1) foram reunidas e submetidas a
separacdo por CLAE semi-preparativa em fase reversa. A atividade antimicrobiana dos
vouacapanos e da oleorresina de Pterodon foi determinada frente a 8 cepas Gram-positivas, 11
cepas Gram-negativas e 4 espécies de Candida por meio do ensaio de microdilui¢do em placa.
A citotoxicidade foi avaliada em células HaCaT pelo método colorimétrico do MTT - brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazolio)]. O potencial anti-inflamatério foi
determinado pelas seguintes avaliagdes: atividade inibitoria frente a fosfolipase A2 por método
fluorimétrico, expressdo de COX-2 e NRF2, e quantificacdo das citocinas inflamatorias I1L-6 e
IL-8 por citometria de fluxo. As amostras foram testadas nas concentra¢fes que mantiveram a
viabilidade de 90% (CVqo) das células HaCaT, para evitar o uso de concentragdes citotoxicas
nos ensaios anti-inflamatérios. Trés compostos foram identificados via RMN: 6a,19p-
diacetoxi-7p,14p-diidroxivouacapano (V1), 6a-acetoxi-7p,14p-diidroxivouacapano (V2) ¢ 6a-
acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de metila (V3). Os trés vouacapanos e a oleorresina
foram mais ativos frente as cepas Gram-positivas. Com relacdo as cepas Gram-negativas, as
amostras testadas se mostraram ativas apenas frente a Pseudomonas aeruginosa. O vouacapano
V2 foi 0 que exibiu melhor atividade antibacteriana, apresentando-se ativo frente a 7 das 8
bactérias Gram-positivas avaliadas, com valores de concentracdo inibitéria minima entre 62,5
e 125 pg/mL. As amostras testadas ndo apresentaram atividade inibitoria frente as cepas C.
glabrata, C. kruzei, C. parapsilosis e C. albicans. A oleorresina e os vouacapanos V1, V2 e V3
apresentaram CVgo de 7,5 pg/mL, 19,0 pg/mL, 13,8 pg/mL e 4,00 pg/mL, respectivamente,
frente as células HaCaT. A oleorresina de Pterodon e os vouacapanos V2 e o V3 inibiram a
atividade da fosfolipase A2 em 30,78%, 24,96% e 77,64%, respectivamente. Foi observado que
0s vouacapanos V2 e V3 nas CVy inibiram a expressdo de COX-2 em 28,3% e 33,17%,
respectivamente. A oleorresina de sucupira foi capaz de inibir a producdo de IL-6 em 35,47%.
A expressdo de NRF2 e a producdo de 1L-8 ndo foram alteradas pelas substancias testadas, em
relacdo ao controle. Os resultados ddo sustentacdo ao uso popular dos frutos de sucupira como
antibacteriano e anti-inflamat6rio e mostram que estas atividades podem estar associadas a
presenca de vouacapanos.

Palavras-chave: sucupira, células HaCaT, concentracao inibitdria minima, COX-2, fosfolipase
A2.



ABSTRACT

This research aimed to evaluate the antimicrobial and anti-inflammatory activities of Pterodon
emarginatus Vogel (Fabaceae). The fruits were collected in the municipalities of Campestre
and Bela Vista de Goiés (State of Goias, Brazil). Diterpene vouacapanes were detected only in
the oleoresin of the fruits of Bela Vista de Goias, and so this sample was fractionated by
partition. The dichloromethane: hexane fraction of this oleoresin was subjected to open column
chromatography. Diaion HP-20 was the stationary phase and the mobile phase was acetonitrile:
water with increasing elution force. An HPLC method was developed in order to monitor
chromatographic fractionation. Subfractions 7-12 (Group 1) were pooled and subjected to
reverse-phase semi-preparative HPLC separation. The antimicrobial activity of voucapans and
Pterodon oleoresin was determined against 8 Gram-positive strains, 11 Gram-negative strains
and 4 Candida species by plague microdilution assay. Cytotoxicity was evaluated in HaCaT
cells by the colorimetric method of MTT - [3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide]]. The anti-inflammatory potential was determined by the
following evaluations: phospholipase A2 inhibitory activity by fluorimetric method, expression
of COX-2 and NRF2 and quantification of inflammatory cytokines IL-6 and IL-8 by flow
cytometry. Samples were tested at concentrations which maintained 90% viability (CVgo) of
HaCaT cells, in order to avoid the use of cytotoxic concentrations in anti-inflammatory assays.
Three compounds were identified via NMR: 6a, 19p-diacetoxy-7p, 14p-dihydroxyivouacapane
(V1), 6a-acetoxy-7p, 14p-dihydroxyivouacapane (V2) and methyl o-acetoxy-7p-
hydroxyivacapan-173-oate (V3). All three vouacapans and oleoresin were more active against
Gram-positive strains. Regarding Gram-negative strains, the samples were only active against
Pseudomonas aeruginosa. Vouacapane V2 showed the best antibacterial activity, proving to be
active against 7 of the 8 Gram-positive bacteria evaluated, presenting values of minimum
inhibitory concentration between 62.5 and 125 ug/mL. Samples had no inhibitory activity
against the strains C. glabrata, C. kruzei, C. parapsilosis and C. albicans. The olororesin and
V1, V2and V3 had CVg of 7.5 pg/mL, 19.0 pg/mL, 13.8 pg/mL and 4.00 ug/mL, respectively,
against HaCaT cells. The Pterodon oleoresin and the V2 and V3 vouacapans inhibited
phospholipase A2 activity by 30.78%, 24.96% and 77.64%, respectively. V2 and V3
vouacapans at CVygp inhibited COX-2 expression in 28.3% and 33.17%, respectively. Sucupira
oleoresin was able to inhibit IL-6 production by 35.47%. The expression of NRF2 and the
production of IL-8 were not altered by the substances tested, in comparison to the control.
Results support the popular use of sucupira fruits as antibacterial and anti-inflammatory and
show that these activities may be associated with the presence of vouacapans.

Keywords: “sucupira”, HaCaT cells, minimum inhibitory concentration, COX-2,
phospholipase A2.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade as pessoas utilizam plantas com a finalidade de tratar e curar
enfermidades. As primeiras referéncias relacionadas ao uso medicinal de espécies vegetais
podem ser encontradas em papiros egipcios, nas escrituras chinesas e nas placas de argila da
Suméria (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991).

A familia Fabaceae contém o segundo maior nimero de plantas medicinais em todo o
mundo, com cerca de 490 espécies de interesse medicinal (GAO et al., 2010). Segundo alguns
autores o género Pterodon (Fabaceae) compreende quatro espécies nativas no Brasil: Pterodon
polygalaeflorus Benth., Pterodon apparicioi Pedersoli., Pterodon abruptus Benth. e Pterodon
emarginatus VVogel., conhecidas como sucupira-branca ou faveira (LORENZI; MATOS, 2002;
HANSEN; HARAGUCHI; ALONSO, 2010).

No entanto, de acordo com a base de dados “The Plant List”, o género Pterodon abrange
duas espécies: Pterodon abruptus (Moric.) Benth. (sinonimia: Commilobium abruptum Moric.)
e P. emarginatus Vogel [sinonimia: Acosmium inornatum (Mohlenbr.) Yakovlev; C.
polygalaeflorus Benth.; C. pubescens Benth.; P. apparicioi Pedersoli.; P. polygalaeflorus
(Benth.) Benth.; P. polygaliflorus (Benth.) Benth.; P. pubescens (Benth.) Benth.; e Sweetia
inornata Mohlenbr.] (GSPC, 2016). Neste estudo, os nomes cientificos das espécies foram
uniformizados por meio da exclusdo dos sinénimos conforme a base de dados The Plant List
(GSPC, 2016).

Os estudos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos sdo abordagens importantes de selecéo
de plantas medicinais e para a descoberta de compostos bioativos. Muitos medicamentos foram
originados de compostos naturais isolados de plantas medicinais (RAI et al., 2011). Espécies
vegetais do género Pterodon sdo utilizadas pelas populacdes por suas propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatorias, analgésicas, para dores de garganta e disfuncdes
respiratorias (CORREA, 1975; GRANDI et al., 1989; LORENZI; MATOS, 2002; HANSEN et
al., 2010; RAPOSO et al., 2011; FAGG et al., 2015).

Estudos realizados com o 6leo e extrato dos frutos de Pterodon confirmaram varias
atividades bioldgicas tais como anti-inflamatéria (CARVALHO et al., 1999; HOSCHEID et
al., 2013; PASCOA et al., 2015), anti-reumatica (SABINO et al., 1999), antinociceptiva
(SILVA et al., 2004; COELHO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2012; NUCCI, et al., 2012;
MARTINS, et al., 2015), antiproliferativa (VIEIRA et al., 2008; SPINDOLA et al., 2009;
PEREIRA et al., 2011; PEREIRA et al., 2012), antioxidante (DUTRA; LEITE; BARBOSA,
2008), antimicrobiana (DUTRA et al., 2009; TOLEDO et al., 2011), larvicida sobre Aedes
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aegypti (PIMENTA et al., 2006) e antiparasitaria frente ao Trypanosoma cruzi (BARRETO et
al., 2008; OLIVEIRA, 2014), Leishmania amazonensis (DUTRA et al., 2009; OLIVEIRA,
2014) e L. braziliensis (OLIVEIRA, 2014). Entre os compostos provavelmente relacionados
com as propriedades bioldgicas de Pterodon estdo os diterpenos vouacapanicos (OLIVEIRA et
al., 2017a; OLIVEIRA et al., 2017h).

Os estudos realizados até a data ainda representam uma avaliacdo parcial das atividades
antimicrobiana e anti-inflamatoria dos vouacapanos de Pterodon. Em um estudo realizado por
Roque (2013), foi avaliada a atividade antimicrobiana do geranilgeraniol, do 6a,7p-
diidroxivouacapano-17p-oato de metila, dos isomeros 6a-hidroxi-7f3-acetoxi-vouacapan-17p-
oato de metila ¢ 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de metila e de um composto com
esqueleto vouacapano denominado FrB. Os compostos foram testados frente quatro espécies de
Candida e contra as cepas bacterianas Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus, pelo
método de microdiluicdo em caldo. Apenas 0 composto denominado FrB apresentou atividade
antimicrobiana. Foi observada a concentracéo inibitdria minima de 2 mg/mL frente C. albicans,
C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis, e ndo houve atividade efetiva contra bactérias. No entanto,
novas pesquisas devem ser realizadas, testando outros vouacapanos e um maior nimero de
cepas.

Em estudo realizado por Galceran et al. (2011), o acido 6a,7B-diidroxivouacapan-17p-
oico (50 mg/kg, v.0) inibiu 0os mecanismos inflamatérios promovidos pela carragenina e
prostaglandina E2 no modelo do edema de pata. Estes dados indicam que 0s vouacapanos
podem ser um dos agentes responsaveis pela acdo anti-inflamatéria do extrato de Pterodon.
Contudo, os mecanismos envolvidos na acdo anti-inflamatoria destes compostos ainda néo
foram bem elucidados.

Os diterpenos vouacapanos presentes em plantas do género Pterodon podem explicar
varias propriedades observadas em extratos dessas espécies e justificar seu uso etnomedicinal.
No entanto, estudos da atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria destes compostos sdo
escassos. Diante do exposto, este trabalho visou avaliar as atividades antimicrobiana e anti-

inflamatdria de vouacapanos de Pterodon emarginatus VVogel (Fabaceae).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Pterodon

O Brasil detém a maior diversidade bioldgica do mundo e engloba de 15 a 20% de toda
a biodiversidade do planeta (GANEM, 2010), distribuida em biomas distintos. Dados
publicados em 2011 mostraram que o Cerrado teve sua area de vegetacdo original reduzida a
apenas 50,8% da area original, que era de 2.039.386 km? (BRASIL, 2011). A biodiversidade
do Cerrado € estimada em 160.000 espécies de plantas, fungos e animais (RATTER; RIBEIRO;
BRIDGEWATER, 1997). S&o mais de 6000 espécies vegetais, muitas delas com valor
alimenticio e medicinal (ALMEIDA et al., 1998). Essa riqueza esta sofrendo forte pressdo da
expansdo agricola, com o aumento crescente de monoculturas de maior lucratividade imediata
(BRASIL, 2018).

Pterodon emarginatus (Figura 1) € uma planta que atinge de 8 a 12 metros de altura,
com tronco cilindrico de 40 a 60 centimetros de didmetro, revestido por casca lisa de cor branco-
amarelada. Suas raizes ocasionalmente formam expansées ou tdberas. As folhas sdo compostas
pinadas, com 30-36 foliolos alternos de 2 a 3 centimetros de comprimento. Suas flores sdo de
cor rosada, dispostas em inflorescéncias paniculadas terminais. Os frutos sdo legumes tipo
samara arredondadas, indeiscentes e aladas, contendo uma Unica semente fortemente protegida
dentro de uma cépsula fibro-lenhosa e envolvida externamente por uma substancia oleosa.
(LORENZI; MATOS, 2002). Essas espécies podem ser encontradas no cerrado dos estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias e Mato Grosso do Sul (LORENZI; MATOS, 2002; HANSEN;
HARAGUCHI; ALONSO, 2010).

Figura 1- Pterodon emarginatus. (A) arvore adulta; (B) ramos; (C) frutos.

Fonte: Préprio autor.
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Estudos fitoquimicos do género Pterodon mostraram a presenca de isoflavonas e
triterpenoides nas cascas do caule (BRAZ FILHO; GOTTLIEB; ASSUMPCAO, 1971;
MARQUES et al., 1998; MORAES et al., 2012), esteroides nas folhas (SANTOS et al., 2010),
isoflavonas e diterpenos nos frutos (MAHAJAN; MONTEIRO, 1973; FASCIO et al., 1976;
CAMPOS et al., 1994; ARRIAGA et al., 2000) e sesquiterpenos no 6leo essencial dos frutos
(DUTRA et al., 2009; ALVES et al., 2013). Os constituientes caracteristicos desse género sao

diterpenos tetraciclicos de esqueleto vouacapano (CAMPOS et al., 1994).

2.2 Biossintese dos Vouacapanos

Diterpenos constituem uma vasta classe de compostos isoprenoides naturais
biossintetizados a partir do acido mevalbnico, derivados do 2E,6E,10E-
geranilgeranilpirofosfato (GGPP), e fosfato desoxixilulose (DEWICK, 2002). Em sua estrutura
molecular, os diterpenos contém esqueletos com 20 carbonos. De acordo com o ndmero de
anéis e o padrdo de ciclizacdo de suas estruturas quimicas, estes metabolitos podem ser
divididos em aciclicos (fitanos), biciclicos (tipo labdano e clerodano), triciclico (tipo abietano,
pimarano e cassanos), tetraciclico (tipo caurano e vouacapano) e macrociclicos (tipo latirano e
taxano) (Figura 2) (HANSON, 1995; GARCIA; OLIVEIRA; BATISTA, 2007).

Cassanos contendo um anel furénico sdo chamados furanocassanos ou vouacapanos. O
esqueleto basico dos cassanos pode ser derivado dos pimaranos a partir da migracdo do grupo
metila do C-13 para o C-14 na via biossintética. Os pimaranos sdo formados a partir da
ciclizacdo de um intermediério tipo labdano (MAURYA et al., 2012; XU; YE; ZHAO, 2011),
o0 qual, por sua vez, é derivado do GGPP (PETERS, 2010) (Figura 3).



Figura 2 — Principais tipos de esqueletos de diterpenos.
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Figura 3 — Biossintese de cassanos.
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Vouacapanos representam um importante grupo de cassanos tetraciclicos e suas
estruturas sdo caracterizadas por um esqueleto molecular construido a partir da fusdo de trés
anéis de cicloexano e um anel de furano (Figura 4) (JIANG et al.,, 2001). Diterpenos
vouacapanos sao distribuidos principalmente em espécies do género Caesalpinia (JIANG et al.,
2001; MAURYA et al., 2012; HURTADO et al., 2013) e Pterodon. Os vouacapanos ja

identificados em espécies do género Pterodon estdo sumarizados no Quadro 1 e na Figura 5.

Figura 4 — Estrutura fundamental dos diterpenos vouacapanicos.
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Quadro 1 - Estruturas dos vouacapanos identificados em espécies do género Pterodon, com base na estrutura fundamental dos diterpenos vouacapanicos (Fig.4).

Diterpenos R1 R2 R3 R4 R5 R6 REFERENCIAS

6a,7B-diacetoxivouacap-14(17)-eno (1) (@) OAc (B) OAc C=CH2 (a) Me (B) Me MAHAJAN; MONTEIRO, 1973

7B-acetoxivouacapano (2) H OAc (o) Me B H (o) Me (B) Me FASCIO et al., 1976; MAHAJAN; MONTEIRO, 1973;
SPINDOLA et al., 2009

6(1’7[3-diacetoxivouacapano (3) (o) OAc (B) OAc (o) Me B H (o) Me (B) Me FASCIO et al., 1976; MAHAJAN; MONTEIRO, 1973;
SPINDOLA et al., 2009

vouacapano-6a,7p,14p-triol (4) (@) OH (B) OH (@) Me (B) OH (a) Me (B) Me FASCIO et al., 1976; MAHAJAN; MONTEIRO, 1973

60,7B-diidroxivouacapan-17-oato de sédio (5) | (@) OH (B) OH (B)COONa | (wH (o) Me (B) Me DUARTE et al., 1992; DUARTE et al., 1996

acido 60,7B-diidroxivouacapan-173-oico (6) (o) OH (B) OH (B)COOH | (wH (o) Me (B) Me BELINELO et al, 2002; CAMPOS et al., 1994
CASTELO-BRANCO et al., 2008; DEMUNER et al.,
1996; SANTOS et al., 2008; EUZEBIO et al., 2009, 2010;
FASCIO et al., 1976; GALCERAN et al., 2011; KING-
DIAZ et al., 2006a, 2006b, 2010; MAHAJAN;
MONTEIRO, 1973; OMENA et al., 2006; RUBINGER et
al., 2004

6(1’7B-diidroxi\/ouacapan_17B_oat0 de metila | (o) OH (B) OH (B) COOMe | (m)H (o) Me (B) Me ARRIAGA et al., 2000; SANTOS et al., 2008; FASCIO

) et al., 1976; KING-DIAZ et al., 2010; MAHAJAN;
MONTEIRO, 1973; OMENA et al., 2006; RUBINGER et
al., 2004; SPINDOLA et al., 2009, 2010, 2011

7B- acetoxi-6a-hidroxivouacapan-17p-oato de | («) OH (B) OAc (B) COOMe | (o) H (@) Me (B) Me MAHAJAN; MONTEIRO, 1973; SERVAT et al., 2012

metila (8)

60,7B-diacetoxivouacapan-14p-al (9) (a) OAc (B) OAc () H (B) CHO (a) Me (B) Me FASCIOetal., 1976

60,7B-diacetoxivouacapan-14p-oato (10) (a) OAc (B) OAc (w)H (B) COOMe | (a) Me (B) Me FASCIOetal., 1976

6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapan-17p-oato  de | (@) OAc (B) OH (B) COOMe | (m)H (o) Me (B) Me CAMPOS et al., 1994; FASCIO et al., 1976; SERVAT et

metila (11) al., 2012; HOSCHEID et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2017a

6a_hidroxi_7B_acet0xivouacapan_17B_oat0 de | (o) OH (B) OAc (B) COOMe | (m) H (o) Me (B) Me FASCIO et al., 1976; SERVAT et al., 2012; HOSCHEID

metila (12) etal., 2012

6a-hidroxi-7p-acetoxivouacap-14(17)-eno (13) | (@) OH (B) OAc C=CH2 (@) Me (B) Me CAMPOS et al., 1994

vouacapano-6o,7p,14B,19-tetraol (14) (a) OH (B) OH (a) Me (B) OH (B) CH20H | (w) Me ARRIAGA et al., 2000; DEMUNER et al., 1996; VIEIRA
et al., 2008

6a-acetoxivouacapano (15) (a) OAc H (a) Me PH (@) Me (B) Me PIMENTA et al., 2006

6a-hidroxivouacapano (16) (a) OH H (@) Me BH (a) Me (B) Me ARRIAGA et al., 2000; PIMENTA et al., 2006

\ouacapano (]_7) (o) H H (o) Me B)H (o) Me (B) Me PIMENTA et al., 2006

6a,7B-diidroxivouacapan-17p-metileno-ol (18) | () OH (B) OH (B) CH20H | (0 H (@) Me (B) Me SPINDOLA et al., 2009

6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapano (19) (a) OAc (p) OH () Me (PH (@) Me (B) Me SPINDOLA et al., 2009

6a,19p-diacetoxy- 7p,14p-dihydroxyvouacapan | (@) OAc (B) OH (B) OH (@) Me (@) Me (a) OAc OLIVEIRAetal., 2017a

(20)

6a-acetoxy-7p,14p- dihydroxyvouacapan (21) | (@) OAc (p) OH (B) OH (@) Me (@) Me (B) Me OLIVEIRAetal., 2017a
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Figura 5 — Estrutura das lactonas vouacapanicas isoladas em espécies do género Pterodon.

6a-acetoxivouacapan-73-17B-lactona (22) 6a-hidroxivouacapan-73-17p3-lactona (23)

2.3 Extracéo e elucidacgéo estrutural de vouacapanos

2.3.1 Extracédo

Os vouacapanos sdao um grupo de compostos de média a baixa polaridade, que sdo
sollveis principalmente em solventes hidrofébicos. Diterpenos vouacapanos sao geralmente
isolados dos frutos de diferentes espécies de Pterodon por procedimentos similares. Os frutos
sdo moidos e submetidos a extracdo por Soxhlet, usando diferentes solventes, como éter de
petroleo (MAHAJAN; MONTEIRO, 1973), hexano (ARRIAGA et al., 2000; DEMUNER et
al., 1996; PIMENTA et al, 2006) e etanol (VIEIRA et al., 2008). A extracdo por percolacédo
com hexano e etanol 90% também tem sido empregada (FASCIO et al., 1976; OMENA et al.,
2006), bem como a extracdo a quente com etanol (CAMPOS et al., 1994) e a extracdo a frio
utilizando diclorometano (SPINDOLA et al., 2009, 2010).

Apbs o processo extrativo, o solvente é removido e o extrato é submetido a
cromatografia em coluna para a obtencéo dos vouacapanos (DEMUNER et al., 1996; FASCIO
etal., 1976; MAHAJAN; MONTEIRO, 1973; PIMENTA et al., 2006; RUBINGER et al., 2004;
SERVAT et al.,, 2012; SPINDOLA et al.,, 2009, 2010). Antes da purificacdo por coluna
cromatografica, pode ser realizado fracionamento pelo processo de extracdo por solvente
(OMENA et al., 2006; VIEIRA et al., 2008) ou extracdo acido-base (ARRIAGA et al., 2000;
CAMPOS et al., 1994; FASCIO et al., 1976; MAHAJAN; MONTEIRO, 1973). O 6a,7p-
diacetoxivouacapano (3) foi obtido por cristalizacdo direta, ap0s a extracdo e subsequente
remocdo do solvente extrator (FASCIO et al., 1976; MAHAJAN; MONTEIRO, 1973).

A separacdo dos compostos por cromatografia em coluna aberta geralmente utiliza
silica-gel como fase estacionaria (FASCIO et al., 1976; RUBINGER et al., 2004; VIEIRA et
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al., 2008); todavia, para a purificagdo do 6a,7p-diacetoxivouacapano (3) e do 60,7p-
diacetoxivouacap-14(17)-eno (1) foi utilizado como adsorvente a alumina (MAHAJAN;
MONTEIRO, 1973) e para a purificacdo do vouacapano-6a.,7p3,143,19-tetraol (14) houve uma
etapa de purificacdo em que foi utilizada coluna de florisil (VIEIRA et al., 2008).

A separa¢do dos compostos por cromatografia classica em coluna muitas vezes se revela
trabalhosa e dispendiosa, pois requer a analise das fracGes apOs sua obtencdo, e néo
concomitantemente. Além disso, as varias etapas envolvidas na purificacdo por cromatografia
em coluna podem favorecer a ocorréncia de reagdes quimicas envolvendo os metabolitos
secundarios, resultando na formacéo de artefatos (PIZZOLATTI et al., 2002). Oliveira et al.,
(2017a) desenvolveram um método alternativo, simples e eficaz para o isolamento de
voaucapanos de P. emarginatus por cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-preparativa
(CLAE).

2.3.2 Elucidacao estrutural

Apds as etapas de extracdo e isolamento, 0 proximo passo consiste na elucidacdo da
estrutura dos vouacapanos obtidos. As estruturas dos diterpenos vouacapanicos tém sido
determinadas principalmente por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (CAMPOS et al.,
1994; EUZEBIO et al., 2009; GALCERAN et al., 2011; VIEIRA et al., 2008), ou em conjunto
com outras técnicas espectrométricas, como infravermelho (IV) (SPINDOLA et al., 2010) e
espectrometria de massas (EM) sozinhas (ARRIAGA et al., 2000; FASCIO et al., 1976;
SERVAT et al., 2012; OLIVEIRA, 2014) ou em conjunto (DEMUNER et al., 1996; OMENA
et al., 2006; SPINDOLA et al., 2009).

A espectrometria por RMN fornece informacGes detalhadas sobre os vouacapanos. A
principal desvantagem desta técnica é a menor sensibilidade na analise de amostras em baixas
concentragdes, principalmente no caso da RMN de 3C. Os espectros de RMN de *H e RMN de
13C dos vouacapanos sdo caracterizados pelos sinais do anel furanico. O espectro de RMN de
'H mostra os sinais dos hidrogénios furanicos em &y 6,4 (1H, d, J/=1,9 Hz, His) e 8n 7,2 (1H, d,
J=1,9 Hz, Hie) e 0 espectro de RMN de *3C mostra os sinais do anel furanico em &c 148,2 (C-
12), 141,9 (C-16), 123,9 (C-13), e 107,2 (C-15) (HURTADO et al., 2013; SPINDOLA et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2017a).
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2.4 Estudos analiticos

S80 necessarios métodos analiticos exatos e reprodutiveis para a identificacdo e
quantificacéo de diterpenos vouacapanicos nos frutos de Pterodon ou em amostras bioldgicas.
O fingerprinting ou “impressao digital” quimica ¢ indicado para a distingdo qualitativa entre
amostras com composic¢do quimica complexa (SAWAYA et al., 2010).

Cabral et al. (2013) utilizaram a técnica de espectrometria de massas (MS, da sigla em
inglés) para a analise de fingerprinting do 6leo dos frutos de P. pubescens. Neste estudo, foram
empregadas técnicas por espectrometria de massas (EM) com ionizacao por eletrospray (ESI-
MS, da sigla em inglés), por infusdo direta apds extracdo com solvente e diluicdo da amostra;
e uma técnica de dessorcdo/ionizacdo para analise em ambiente com ionizagdo por sonic-spray
(EASI-MS, da sigla em inglés) realizada diretamente na superficie do fruto ou no papel
impregnado com o Oleo. As principais vantagens da EM em relacdo as demais técnicas
utilizadas para obtencéo de fingerprintings séo a alta sensibilidade e a seletividade (VILLAS-
BOAS et al., 2004; DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2007).

Poucos estudos foram encontrados para a quantificacdo de vouacapanos em Pterodon.
Hoscheid et al. (2012) desenvolveram e validaram um método por cromatografia a gasosa
acoplada a espectrometria de massas com monitoramento seletivo de ions (GC-MS-SIM) para
quantificar os diterpenos 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de metila (11) e 6o-
hidroxi-7p-acetoxivouacapan-17p-oato (12) de metila em extrato semi-purificado dos frutos de
P. emarginatus. As amostras foram quantificadas ap6s um processo de purificacdo que
envolveu particdo e cromatografia em coluna aberta. Oliveira (2014) prop6s um método
alternativo para quantificar 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de metila (11) em P.
emargianatus por CLAE-DAD. A principal vantagem deste método em relacdo ao anterior é

gue ndo sdo necessarias as etapas prévias de purificacdo da amostra.

2.5 Atividades farmacologicas dos vouacapanos

Alguns autores tém sugerido que o esqueleto vouacapanico de diterpenos furanicos
esteja envolvido com algumas propriedades farmacoldgicas de extratos obtidos dos frutos de
Pterodon (CARVALHO et al., 1999; EUZEBIO et al., 2009; SPINDOLA et al., 2010; NUCCI
et al., 2012). As possiveis atividades farmacoldgicas e mecanismos de agdo de vouacapanos

isolados desses frutos sdo baseados nos estudos in vitro e in vivo discutidos nesse topico.
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2.5.1 Atividade antinociceptiva

Duarte et al. (1992) avaliaram o envolvimento de peptideos opioides enddgenos no
efeito antinociceptivo induzido pelo 6a,7p-diidroxivouacapan-17p-oato de sédio (5). Para
tanto, foi utilizado o teste de contor¢cdo abdominal em camundongos provocada por &cido
acético e o teste de compressdo da pata do rato. Os resultados mostraram que o efeito
antinociceptivo foi apenas parcialmente bloqueado por antagonistas opiaceos. Os autores
sugeriram que a liberacéo de endorfinas poderia estar envolvida no efeito analgésico causado
pelo vouacapano.

Em outro estudo, Duarte et al. (1996) avaliaram o possivel envolvimento de aminas
biogénicas no efeito antinociceptivo do 6a,7p-diidroxivouacapan-17p-oato de sddio (5). Foi
utilizado o teste de contor¢do abdominal em camundongos provocado por acido acético. Os
resultados indicaram o envolvimento da dopamina na resposta de antinocicep¢do do
vouacapano.

Spindola et al. (2010) investigaram a contribuicdo do geranilgeraniol e do 6a,7p-
diidroxivouacapan-17p-oato de metila (7) isolado dos frutos de P. pubescens na atividade
antinociceptiva do extrato. O teste de campo aberto foi realizado a fim de excluir a possibilidade
de os efeitos antinociceptivos do geranilgeraniol e do 6a,7B-diidroxivouacapan-17p-oato de
metila (7) estarem relacionados com perturbacGes especificas na atividade locomotora dos
animais. Os compostos apresentaram um efeito na reducdo das contor¢des abdominais
induzidas por &cido acético em camundongos tratados por via intraperitoneal (i.p.) e oral (p.0),
mostrando diferencas na poténcia relacionadas a via de administragdo. Os resultados sugeriram
que os diterpenos testados podem apresentar atividade sinérgica. Utilizando cloridrato de
naloxona, um antagonista opidide ndo especifico, no teste da placa quente, foi demonstrado que
a atividade antinociceptiva ndo esta relacionada as vias opioidérgicas. Os resultados indicaram
0 envolvimento dos receptores vaniloide VR1, e/ou receptores glutamato periféricos na
atividade antinociceptiva observada.

Dando sequéncia ao trabalho anterior, Spindola et al. (2011) investigaram 0s possiveis
mecanismos de acdo envolvidos na atividade antinociceptiva dos compostos geranilgeraniol e
60,7p-diidroxivouacapan-17p-oato de metila (7). No ensaio de alodinia, onde foi avaliada a
resposta ao toque em ratos submetidos a injecdo subplantar de Complete Freund’s Adjuvant
(CFA: Mycobacterium tuberculosis, 1 mg/mL), os compostos testados (30 mg/kg; i.p.)
diminuiram a sensibilidade para a dor na fase aguda. No ensaio de hiperalgesia, onde foi

avaliada a resposta a um estimulo doloroso, os ratos tratados com geranilgeraniol tiveram uma
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reducéo significativa da hipernocicepg¢éo induzida por carragenina. As a¢Ges antinociceptivas
do geranilgeraniol e do 6a,7B-diidroxivouacapan-17p-oato de metila (7) durante os testes de
contorcdo induzida por acido acético, podem estar relacionadas aos sistemas serotonérgico e
imidazolico.

Servat et al. (2012) avaliaram a atividade antinociceptiva da mistura de isdbmeros 6a-
acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de metila (11) e 7p-acetoxi-6a-hidroxivouacapan-17p-
oato de metila (8). O tratamento com a mistura de isdbmeros ndo causou mudanca significativa
na atividade locomotora dos animais. A mistura de isdmeros reduziu as contor¢des abdominais
induzidas por &cido acético em camundongos de forma dose-dependente, em comparagdo com
0 grupo controle, apresentando DEso = 35,6 mg/kg. No teste da formalina, foi mostrado que a
atividade antinociceptiva da mistura de isbmeros esta mais relacionada a dor neurogénica do
que de origem inflamatoria. No ensaio de alodinia, a amostra testada (30 mg/kg; i.p.) mostrou
ser efetiva nas duas primeiras fases: aguda e sub aguda (4 e 24 horas ap6s administracdo de
CFA). No ensaio de hiperalgesia, que possui essencialmente componentes inflamatdrios, a
mistura de isdmeros vouacapanos nao foi efetiva na diminuicao da dor, sugerindo que a amostra

tem maior afinidade por componentes neurogénicos.

2.5.2 Atividade anti-inflamatdria e analgésica

Em estudo realizado por Galceran et al. (2011) foi avaliado o potencial anti-inflamatorio
e analgésico do &cido 6a,7B-diidroxivouacapan-17p-oico (6). Os resultados mostraram que o
acido 6a,7p-diidroxivouacapan-17p-oico (6) inibiu os mecanismos inflamatérios promovidos
pela carragenina e prostaglandina E2, e ndo inibiu significativamente o edema provocado por
dextrana. No teste das contor¢des induzidas pelo acido acético, houve inibicdo dependente da
dose nos camundongos que receberam tratamento oral do diterpeno. No teste da formalina, o
acido 60,7p-diidroxivouacapan-17p-oico (6) apresentou acdo antinociceptiva de origem
neurogénica e inflamatoria, quando avaliada em camundongos tratados pela via oral. O &cido
60, 7B-diidroxivouacapan-17p-oico (6) ndo foi eficaz no aumento do tempo de laténcia durante
o teste de placa quente. Juntos, estes resultados sugerem que o acido 6a,7p-diidroxivouacapan-

17B-oico (6) apresenta efeitos anti-inflamatorios e analgésicos periféricos.
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2.5.3 Atividade larvicida

Pimenta et al. (2006) avaliaram a atividade do 6a-acetoxivouacapano (15) sobre larvas
de estagio 3 de Aedes aegypti. O diterpeno foi testado em concentracfes variando de 12,5
pg/mL a 500 pg/mL. O 6a-acetoxyvouacapano (15) apresentou concentracao letal média (CLso)
igual a 186,21 pg/mL. Omena et al. (2006) avaliaram a atividade larvicida de trés diterpenos
vouacapanicos sobre larvas de estdgio 4 de Aedes aegypti. Os compostos 6a-
hidroxivouacapano-7p,17p-lactona (21), acido 6a,7B-diidroxivouacapan-17pB-oico (6) e 6a,7p-
diidroxivouacapan-173-oato de metila (7) apresentaram CLso de 50,08 pg/mL, 14,69 pg/mL e
21,76 pg/mL, respectivamente. Substancias com valores de CLso menores que 100 séo

considerados ativos frente ao Aedes aegypti (CHENG et al., 2003).

2.5.4 Atividade cardiovascular

Reis et al. (2015) avaliaram a atividade vasorrelaxante e 0s possiveis mecanismos de
acao do 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de metila (11), em preparagoes isoladas de
aorta de ratos. Os resultados sugeriram que o 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de
metila (11) induz relaxamento vascular endotélio-independente, blogueando o canal de Ca?* do
tipo L (Cav1.2).

2.5.5 Atividade antiproliferativa

Em estudo conduzido por Vieira et al. (2008) foi avaliada a atividade antiproliferativa
do vouacapano-6a,7p,14p,19-tetraol (14) pelo método colorimétrico do MTT, empregando
células de melanoma humano SK MEL 37. O composto foi testado em concentragdes entre 1,4
MM e 92 UM e apresentou valor de ICso de 32 uM. A doxorrubicina (controle) apresentou ICsg
de 35 pM, valor semelhante ao do vouacapano testado.

Em estudo realizado por Spindola et al. (2009) foi avaliada a atividade antiproliferativa
do  6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapano  (19), 6a,7p-diacetoxivouacapano  (3), 7B-
acetoxivouacapano (2), 6a,7p-diidroxivouacapan-17p-oato de metila (7) e 60,7p-
diidroxivouacapan-17p-metileno-ol (18) contra as linhagens de células tumorais humanas
UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulm&o), OVCAR-03 (ovério), PC-3
(prostata), HT-29 (colon), 786-0 (rim), K562 (leucemia) e NCI-ADR/RES (ovario com fenétipo

de resisténcia a multiplos farmacos). Os compostos foram testados em concentragdes entre 0,25
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pg/mL e 250 pg/mL. A proliferagdo celular foi determinada por quantificacdo
espectrofotométrica do conteudo de proteina celular, usando teste com sulforadamina B.

No mesmo estudo também foi avaliada a citotoxicidade dos compostos 6a-acetoxi-7p3-
hidroxivouacapano (19), 6a,7p-diidroxivouacapan-17p3-oato de metila (7) e 6a,7B-
diidroxivouacapan-17p-metileno-ol (18) frente a uma linhagem de célula murina normal (3T3),
empregando o metodo do MTT. Os compostos foram testados em concentragdes entre 0,25 e
250 pg/mL. O 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapano (19) foi 26 vezes mais potente em inibir 50%
do crescimento (ICso) de PC-3 (prostata), 15 vezes mais citostatico (ICT — concentragdo que
resulta em inibicédo total de crescimento) e 6 vezes menos toxico, em relacdo a concentracdo
que resulta em 50% de morte celular (CLso) quando comparado com o controle (doxorrubicina).
Em relacdo a citotoxicidade frente a 3T3, o0 6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapano (19) apresentou
menor toxicidade (ICso = 34,33 pug/mL) que o 60,7p-diidroxivouacapan-17p3-oato de metila (7)
(ICso = 22,83 pg/mL) e 6a,7p-diidroxivouacapan-17p-metileno-ol (18) (ICso = 23,55 pg/mL).

2.6 Sintese de derivados de vouacapanos

A fim de se obter mais informacOes da atividade antiproliferativa de furanoditerpenos
frente diferentes linhagens celulares, novos constituintes ativos foram sintetizados a partir do
acido 6a,7B-diidroxivouacapan-17p-oico (6) isolado dos frutos de P. polygalaeflorus.

Euzébio et al. (2009) sintetizaram, a partir do 6, trés lactonas: 6a-hidroxivouacapan-
7B,17B-lactona (23), 6a-acetoxivouacapan-7p,17p-lactona (24) e 6-oxovouacapan-7f,17p-
lactona (25) (Figura 6). A atividade antiproliferativa do &cido 6a,7p-diidroxivouacapan-17p-
oico (6) e das lactonas derivadas foi avaliada contra as mesmas linhagens de células humanas
cancerigenas utilizadas no estudo realizado por Spindola et al. (2009). O 6a-hidroxivouacapan-
7B,17p-lactona (23) foi mais ativo entre os quatro furanoditerpenos. Além disso, este composto
foi mais potente em inibir 50% do crescimento (ICsg) de células cancerigenas de ovario
resistente a adriamicina (NCI-ADR/RES) e leucemia eritromieloblastdide (K562), quando
comparado com doxorrubicina. O 6a-acetoxivouacapan-7p,17p-lactona (24) apresentou efeito
inibidor de crescimento apenas em relagdo as células de leucemia eritromieloblastoide (1Cso =
27,4 ng/mL). Os resultados apontaram o 6a-hidroxivouacapan-7p,17p-lactona (23) como o
derivado mais promissor para estudos posteriores. O estudo demonstrou a importancia do anel
7B, 17p-lactona e do grupo hidroxila em C-6 para a atividade antiproliferativa do composto
60,7B-hidroxivouacapan-7p, 17p-lactona (23).
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Figura 6 — Estrutura do furanoditerpeno acido 6a,7p-diidroxivouacapan-173-oico (6) e de suas

lactonas derivadas.

6a-acetoxivouacapan-73-17B-lactona (24) 6-oxovouacapan-73-17B-lactona (25)

Dando continuidade a este estudo, Euzébio et al. (2010) sintetizaram, a partir do
derivado lactonico 6a-hidroxivouacapan-7p,17p-lactona (23), seis aminas (Figura 7): 16-(N,N-
dietilamino) metileno-6a-hidroxivouacapan-7p,17p-lactona (26); 16-(N,N-dipropilamino)
metileno-6a-hidroxivouacapan-7p,17p-lactona (27); 16-(N,N-diisobutilamino) metileno-6a-
hidroxivouacapan-7p3,17p-lactona (28); 16-(1-pirrolidino) metileno-6a-hidroxivouacapan-
7B,17p-lactona (29); 16-(1-piperidino) metileno-6a-hidroxivouacapan-7f,17p-lactona (30); 16-
(4-morfolino) metileno-6a-hidroxivouacapan-7,17p-lactona (31), os quais foram submetidos
a testes com as mesmas linhagens de células cancerigenas avaliadas por Euzébio et al. (2009).
Os compostos foram mais potentes frente a maioria das linhagem de células cancerigenas
avaliadas, apresentando valores de ICso inferiores aos obtidos para o 6a-hidroxivouacapan-
7B,17p-lactona (23), no estudo de Euzébio et al. (2009). Os compostos 26-31 (Figura 7) foram
tdo potentes em inibir o crescimento de células cancerigenas de ovario resistente a adriamicina
(NCI-ADR/RES), pulméo (NCI-H460) e leucemia eritromieloblastoide (K562), quanto a
doxorrubicina (controle). Célculos tedricos mostraram que 0s grupos amino em C-16 podem

ser importantes para a atividade antiproliferativa dos derivados vouacapanos.
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Figura 7 — Estrutura dos furanoditerpenos derivados do 6a-hidroxivouacapan-73,17p-lactona
(23).
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Os frutos de sucupira tém sido utilizados pelas populacbes para o tratamento de
infeccbes e inflamacBGes. As propriedades farmacoldgicas dos frutos de Pterodon sdo
frequentemente associadas a presenca de diterpenos vouacapanicos (OLIVEIRA et al., 2017b).
Os estudos realizados até a data ainda representam uma avaliacdo parcial das atividades
antimicrobiana e anti-inflamatéria dos vouacapanos de Pterodon. Neste sentido, novas
pesquisas devem ser realizadas com vouacapanos de Pterodon, visando avaliar o seu potencial
antimicrobiano frente a um maior nimero de cepas e anti-inflamatério empregando

metodologias in vitro, a fim de se determinar seus possiveis mecanismos de a¢éo.

2.7 Atividade antimicrobiana

As doencas infecciosas representam uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, particularmente nos paises em desenvolvimento (SILVA,
FERNANDES JUNIOR, 2010). O controle de doengas infecciosas estd ameagado devido ao
aumento no nudmero de microrganismos patogénicos resistentes aos antimicrobianos
convencionais (OKEKE et al., 2005; LAXMINARAYAN et al., 2013). De acordo com a
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Organizacao Mundial da Saude (OMS), o paciente que apresenta infeccGes resistentes tem um
custo muito maior para a Saude Publica que aquele com infecgdes ndo resistentes, devido a
maior duracao do agravo, necessidade de testes adicionais e 0 uso de farmacos mais expensivos
(WHO, 2018).

Além disso, muitos antifungicos e antibacterianos disponiveis causam efeitos colaterais
indesejaveis ou sdo citotoxicos (TERMENTZI et al., 2011). Portanto, faz-se necessario a
descoberta de novos agentes antimicrobianos para tratar ou controlar doencas infecciosas.

As plantas sdo uma importante fonte de substancias ativas para o tratamento de muitas
enfermidades (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015). Espécies vegetais dos biomas brasileiros
séo utilizadas pelas populagdes para tratar diversas doengas, incluindo infec¢des bacterianas e
fangicas (BASTOS et al., 2011). As propriedades antimicrobianas das plantas séo atribuidas a
presenca de metabdlitos secundarios, incluindo fenois, alcaloides, flavonoides e terpendides
(CHANDRA et al., 2017). Deste modo, a pesquisa com plantas medicinais ou metabdlitos
secundarios derivados das mesmas pode fornecer dados para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas as infecgdes microbianas.

Existem varios métodos para determinar a atividade antimicrobiana de derivados
vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusdo em &gar, método de macrodiluicdo e
microdiluicdo (OSTROSKY et al., 2008). Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), varios estudos tem utilizado o método de microdiluicdo em placas, seguindo as normas
descritas pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2012) (GARZON et al., 2015;
KOOLEN et al., 2013; MANETTI et al., 2010; PARAGINSKI et al., 2014).

2.8 Atividade anti-inflamatoéria

A inflamacao é um mecanismo de defesa de organismos superiores em resposta a lesdes
teciduais, produtos quimicos nocivos ou patdgenos, para erradicar 0s agentes patogénicos
invasores e remover substancias irritantes (KUMAR et al., 2007; AHMED, 2011). No entanto,
uma resposta inflamatdria excessiva pode causar lesdo no tecido do hospedeiro, inflamacéo
cronica, doencgas cronicas (MEDZHITOV, 2010; AZAB et al.,, 2016) e transformacéo
neoplasica (MANTOVANI et al., 2008).

A exposigdo de células pro-inflamatdrias, como macrofagos e mondcitos, a estimulos
imunoldgicos resulta na ativacdo, producdo e liberagdo de diversos mediadores moleculares que
iniciam o processo inflamatério (ELSAYED et al., 2014; AZAB et al., 2016). Essas substancias

induzem a vasodilatagdo, promovem aumento da permeabilidade microvascular e auxiliam no



35

recrutamento de neutrofilos ao local de inflamacdo (SCHIMMEL et al., 2016). Porém, a
superproducdo de mediadores inflamatorios pode resultar em danos celulares e doencas
inflamatdrias (ELSAYED et al., 2014).

Dentre os mediadores inflamatorios e vias celulares que tém sido estudados em
associacdo com processos fisiopatologicos destacam-se o fator de transcri¢do nuclear k3 (NF-
KP), as citocinas (interferons, interleucinas e fator de necrose tumoral alfa) e os eicosanoides
(prostaglandinas e leucotrienos) (AZAB et al., 2016). O NF- k3 regula a expressao de diversos
genes que codificam as enzimas 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e cicloxigenase-2
(COX2) e as citocinas fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina 1 B (IL-1pB) e
interleucina 6 (IL-6), que estdo envolvidas na patogénese das doencas inflamatérias (BHARTI;
AGGARWAL, 2002; MAKAROQOV, 2000).

Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular secretadas por diferentes tipos de
células que medeiam as interacdes e comunicacdes entre as células (ZHANG; NA, 2007). As
citocinas incluem as interleucinas (ILs), interferons (IFNs), fatores de crescimento, fatores
estimuladores de col6nia, fatores de necrose tumoral (TNFs) e quimiocinas (citocinas
quimiotaticas) (LOMBARDI; ROOME; CHRIST, 2013). As citocinas desempenham diversas
funcbes no organismo, como mediacao e regulacdo da imunidade, inflamag&o e hematopoiese,
e estdo envolvidas na proliferacdo e diferenciacdo de células (TAYAL; KALRA, 2008).

Eicosanoides sdo uma classe de moléculas derivadas de &cidos graxos poliinsaturados
de 20 carbonos (NORMAN; HERNRY, 2015). O acido araquidénico é o principal precursor na
biossintese de eicosanoides (Figura 8) (MEIRER et al., 2014). Ele é derivado de fosfolipidios
da bicamada lipidica da membrana celular por meio da acédo de fosfolipases (GEORGE et al.,
2014; ZARGHI; ARFAEI, 2011).

As cicloxigenases convertem o acido araquiddnico em prostaglandina H2 (PGH2) que,
por sua vez, é transformada em uma série de produtos finais como prostaglandinas,
tromboxanos e prostaciclinas (PELLETIER et al., 2003; SMITH et al., 2000). As lipoxigenases
catalisam a formacé&o de &cidos hidroxieicosatetraendicos do acido araquidénico (5-HPETE),
levando a formac&o de leucotrienos e outros compostos biologicamente ativos (FREIRE; VAN
DYKE, 2013).
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Figura 8 - Metabolitos e enzimas do metabolismo do acido araquiddnico envolvidos no

processo inflamatorio.
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Fonte: Pelletier et al., 2003.

Duas isoformas das COX tém sido bem caracterizadas: a COX-1, expressa de forma
constitutiva na maioria dos tecidos, é responsavel pela protecdo da mucosa gastrica, agregacao
plaquetaria, fluxo sanguineo renal e homeostase vascular (LEE et al., 2003); enquanto a COX-
2, cuja expressao € induzida em resposta a estimulos inflamatérios, é a principal fonte de
eicosanoides nos processos inflamatorios (SMYTH et al., 2009). Alguns estudos tém
demonstrado a existéncia de uma terceira isoforma, a COX-3, uma variante da COX-1,
distribuida principalmente no cortex cerebral e no coragio (CHANDRASEKHARAN et al.,
2002; SHAFTEL et al., 2003).

As prostaglandinas sdo mediadores lipidicos que estdo envolvidos em diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo vasodilatacdo ou vasoconstrigdo, contragdo ou
relaxamento da musculatura brénquica ou uterina, aumento do fluxo sanguineo renal, ovulacao,
diminuicdo da secrecdo acida gastrica (NORMAN; HERNRY, 2015), agregacédo plaquetéria,

liberagcdo de neurotransmissores, modulacdo da funcdo imune, dentre outras (HARRIS et al.,
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2002). A prostaglandina E> (PGE2) é provavelmente a prostaglandina mais estudada em
associacao com condi¢Oes fisiopatologicas e é responsavel pelos sintomas inflamatérios como
vermelhiddo, edema e dor (AZAB et al., 2016; MEIRER et al., 2014). Alteracdes na atividade
da PGE: estdo relacionadas com doencas inflamatdrias, alteracbes anormais na temperatura
corporal, cancer colorretal, dentre outras (AZAB et al., 2016).

A prostaciclina (prostaglandina I2) e o tromboxano Az (TXA2) apresentam mecanismos
reguladores opostos no sistema cardiovascular (LI et al., 2017). A prostaciclina atua no sistema
cardiovascular, promovendo o relaxamento da musculatura lisa vascular e inibindo a agregacéo
plaquetaria (STITHAM et al., 2011). O tromboxano A> (TXA:), principal produto do
metabolismo do &cido araquiddnico em plaquetas, € um potente vasoconstritor e um
estimulador da agregacéo plaquetaria (KOLTAI et al., 2017).

Os leucotrienos sdo mediadores lipidicos envolvidos na patogénese do processo
inflamatério. S&o divididos em dois grupos: leucotrieno B4 (LTBa4) e cisteinil leucotrienos
(LTCs4, LTD4, LTE4), respectivamente (HOXHA, 2018). O leucotrieno B4 (LTB4) atua como
um potente regulador da quimiotaxia dos neutrdfilos e na adesdo dos leucécitos as células
endoteliais. Os cisteinil leucotrienos participam em reacGes de hipersensibilidade imediata e
sdo potentes constritores da musculatura lisa dos bronquios (FUNK, 2001; MEIRER et al.,
2014). Além disso, os cisteinil leucotrienos podem induzir danos na mucosa gastrica
(PELLETIER et al., 2003).

Os corticosteroides e os anti-inflamatérios ndo esteroidais constituem as terapéuticas
mais eficazes para diversas condi¢des inflamatorias. Contudo, a eficécia e a tolerabilidade
desses farmacos podem ser questionadas devido aos efeitos adversos indesejados provocados
por seus usos (HARIRFOROOSH et al., 2013; MAIONE et al., 2016) e a resisténcia a
esteroides em grande numero de pacientes (BARNES et al., 2006; ADCOCK; BARNES, 2008).
Sendo assim, faz-se necessaria a descoberta de agentes anti-inflamatérios mais eficazes para

complementar ou substituir as terapias atuais.
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3 JUSTIFICATIVA

Entre os estudos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa estdo incluidos a obtencédo
de extrato seco padronizado dos frutos de sucupira (OLIVEIRA, 2012), a avaliacdo de
atividades bioldgicas de extratos obtidos das cascas do caule de sucupira (MORAES, 2009;
BUSTAMANTE, 2010) e estudos da variabilidade quimica do éleo essencial dos frutos de
sucupira (ALVES et al., 2013). Alem disso, em estudo realizado por Oliveira (2014) foram
isolados dois novos furanoditerpenos de frutos de Pterodon emarginatus: 6a,19p-diacetoxi-
7pB,14p-diidroxivouacapano (20) e 6a-acetoxi-7p,14p-diidroxivouacapano (21), além do
composto 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p3-oato de metila (11), j& descrito na literatura.
Foi avaliada a atividade in vitro do 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de metila (11)
sobre as formas promastigotas das espécies Leishmania braziliensis e L. amazonensis e
epimastigota do parasita T. cruzi. O 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapan-17p-oato de metila (11)
apresentou ECso < 30 pg/mL, em todos os ensaios realizados. Neste estudo, também foram
identificados na oleorresina o 6a, 7p-diidroxivouacapan-17p-oato de metila (7) o

geranilgeraniol (32) e o B-cariofileno (33) (Figura 9).

Figura 9 — Estrutura dos diterpenos geranilgeraniol (32) p-cariofileno (33).
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Diversas atividades bioldgicas tém sido relatadas para o diterpeno vouacapéanico 7,
como a atividade larvicida sobre Aedes aegypty, antiproliferativa contra as linhagens de células
tumorais humanas e antinociceptiva (OMENA et al., 2006; SPINDOLA et al., 2009;
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SPINDOLA et al., 2010). Estudos conduzidos com o diterpeno linear geranilgeraniol, isolado
dos frutos de sucupira, demonstraram atividade antinociceptiva (SPINDOLA et al., 2010),
antiplaquetaria (CALIXTO et al., 2007) e antitripanossomicida (BARRETO et al., 2008). O
sesquiterpeno B-cariofileno (33), composto majoritario no Oleo essencial de sucupira
(LEONHARDT et al., 2010), também esté relacionado com atividades farmacoldgicas, tais
como antimicrobiana (SABULAL et al., 2006), anti-inflamatéria (DI SOTTO et al., 2010) e
antitumoral (FERNANDES et al., 2007).

No estudo de Oliveira (2014) néo foi possivel obter os diterpenos 6a,19p-diacetoxi-
7B,14p-diidroxivouacapano (20) e 6a-acetoxi-7p,14p-diidroxivouacapano (21) (inéditos) em
quantidade suficiente para avaliacfes de atividades bioldgicas. Novas pesquisas devem ser
realizadas visando avaliar o potencial biologico destes compostos, uma vez que ndo ha estudos
na literatura consultada. Considerando o potencial dos vouacapanos de Pterodon emarginatus
como agentes farmacoldgicos, € interessante o aprimoramento do método que possibilitou o
isolamento dessas substancias e as suas avaliacbes em atividades antimicrobiana e anti-

inflamatoria.
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4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Avaliar as atividades antimicrobiana e anti-inflamatoria de vouacapanos de Pterodon

emarginatus.

4.2 Objetivos especificos

Obter perfis cromatograficos das oleorresinas obtidas dos frutos coletados nos
municipios de Campestre e Bela Vista de Goias (Estado de Goias, Brasil).

Desenvolver metodologia por cromatografia em coluna para obtencdo de fracdo
enriquecida em diterpenos.

Desenvolver metodologia por CLAE analitico para monitorar o fracionamento
cromatografico.

Isolar diterpenos vouacapanicos presentes na oleorresina de P. emarginatus por CLAE
semi-preparativa.

Caracterizar por técnicas espectrométricas a estrutura dos vouacapanos isolados.

Avaliar as seguintes atividades da oleorresina de P. emarginatus e de seus vouacapanos
isolados:

» atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e

fungos;
citotoxicidade frente as células HaCaT,;
atividade inibitdria in vitro frente a fosfolipase A2;

atividade inibitdria in vitro na expressdo de COX-2 e NRF2;

YV V VYV V

atividade inibitdria in vitro na producéo de IL-6 e IL-8.
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