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RESUMO

BUSCA DE INIBIDORES DA CATEPSINA K EM PLANTAS MEDICINAIS
UTILIZADAS NO TRATAMENTO DE DOENCAS OSTEOARTICULARES.

Dez plantas utilizadas pela medicina tradicional com indicativos na literatura de suas
eficacias frente a doencas osteoarticulares foram selecionadas para a realizacdo de
uma triagem de atividade inibitéria frente a catepsina K, uma importante enzima
responsavel pela clivagem do colageno, principal constituinte da matriz extracelular
da cartilagem e ossos. Das dez plantas selecionadas (gengibre, acafrdo, camélia,
unha-de-gato, mentrasto, moringa, babacu, garra-do-diabo, urtigdo e pequi), uma,
gengibre (Zingiber officinale), merece destaque pela alta inibicdo de seu extrato e
fracOes frente a catepsina K e por seu uso milenar como agente terapéutico. Da
fracdo de diclorometano obtida do extrato bruto dos rizomas de Z. officinale isolou-se
e identificou-se 18 substancias (4-gingerol, 6-gingerol, 8-gingerol, 6-shogaol, 8-
shogaol, 10-shogaol, 6-paradol, 6-gingerdiol, metil-6-gingerol, metil-6-shogaol,
diacetato de 6-gingerdioila, diacetato de metil-6-gingerdioila, zingerona, gingerenona
A, galanolactona, 3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis(4’-hidroxi-3’-metoxifenil)-heptila e
hexaidrocurcumina). Da fracdo de n-hexano e do 6leo essencial, foram identificados
2 monoterpenos e 4 sesquiterpenos. As substancias mais ativas frente a catepsina K
foram os gingerois e shogaois de maior cadeia alquilica. Otimizacdo da separacéo
das substancias majoritarias (6, 8 e 10-gingerol) e um estudo de sobrecarga de uma
coluna C18 por CLAE, foram realizados, obtendo-se como resultado o isolamento de
dezenas a centenas de miligramas de cada gingerol com consideravel grau de
pureza. Modificagbes estruturais do 6-gingerol foram realizadas e, das sete
substancias obtidas, 4 tiveram um aumento consideravel do poder inibitério. Das
substancias obtidas, trés, SSi6, 10-gingerol, 6-shogaol, foram selecionadas para
ensaios posteriores: determinacao do tipo de inibicdo frente a catepsina K, inibicdo
da catepsina K e inibicdo da producdo de oxido nitrico (NO), em meio celular. As
inibicdbes determinadas foram nao-competitiva parcial, acompetitiva parcial e
acompetitiva completa, para o SSi6, 10-gingerol e 6-shogaol, respectivamente.
Excelentes atividades de inibicao frente a catepsina K, em meio celular, puderam ser
observadas para o SSi6 e 6-shogaol. No ensaio de inibicdo da producéo de NO, o 6-
shogaol foi a Unica substancia que se apresentou como efetivo.
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ABSTRACT

SEARCH OF CATHEPSIN K INHIBITORS IN MEDICINAL PLANTS USED IN THE
TREATMENT OF DISEASES OSTEOARTHRITIS.

Ten herbs used in traditional medicine supported by literature for its effectiveness to
osteoarticular diseases were selected to conduct a screening of inhibition activity
against the cathepsin K, an important enzyme responsible for cleavage of collagen,
the main constituent of extracellular matrix of cartilage and bone. Out of the ten herbs
selected (ginger, saffron, camellia, cat's claw, “mentrasto”, “moringa”, “babacu”,
devil’s claw, urtica e “pequi”), one, gengibre (Z. officinale), should be highlighted by a
high inhibitory activity of its extracts and fractions against cathepsin K and due to its
ancient use as a therapeutic agent. From the dichloromethane fraction obtained of
the crude extract of the rhizome of Z. officinale were isolated and identified 18
compounds (4-gingerol, 6-gingerol, 8-gingerol, 6-shogaol, 8-shogaol, 10-shogaol, 6-
paradol, 6-gingerdiol, methyl 6-gingerol, methyl 6-shogaol, diacetoxy-6-gingerdiol,
methyl diacetoxy-6-gingerdiol, zingerone, gingerenone A, galanolactone, 3-acetoxy-
5-hydroxy-1,7-bis(4’-hydroxy-3’-methoxyphenyl)-heptane and hexahydrocurcumin).
From the hexane fraction and essential oil were identified two monoterpenes and four
sesquiterpenes. The most active compounds against cathepsin K were gingerols and
shogaols with longer alkyl chain. Optimization of the separation of major compounds
(6, 8 and 10-gingerol) and an overload study of C18 column was performed using
HPLC, obtained as result dozens to hundreds of milligrams of each gingerol with high
purity. Structural modifications of 6-gingerol were carried out and of the seven
derivatives obtained 4 presented significant increase in inhibition of cathepsin K. Of
all the compounds, three, SSi6, 10-gingerol, 6-shogaol, were selected for later tests:
determinating of the mode the inhibition against cathepsin K, inhibition against
cathepsin K and inhibition of nitric oxide (NO) production, in cellular culture. The
inhibitions determined were: partially noncompetitive, partially uncompetitive and
complete uncompetitive for the SSi6, 10-gingerol and 6-shogaol, respectively.
Excellent inhibition activity against the cathepsin K, in cellular culture, can be
observed for SSi6 and 6-shogaol. In the inhibition assay of NO production, the 6-

shogaol was the only compound that appeared as effective.
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1 - INTRODUCAO

A medicina tradicional, no que diz respeito ao uso de plantas,
apresenta uma respeitavel posicdo nos dias atuais, especialmente nos paises em
desenvolvimento, onde o acesso a servicos de salde modernos € limitado.
Seguranca, efetividade e baixo custo de remédios utilizados pelos povos antigos
ganharam popularidade entre as pessoas de areas urbanas e rurais. Informacdes
sobre a medicina tradicional desses povos tém um papel vital na descoberta de
novos produtos naturais como agentes terapéuticos (AGRA et al., 2007). Apesar do
grande desenvolvimento da sintese organica e de novos processos biotecnoldgicos,
0os produtos naturais estdo envolvidos, em mais de 50%, no desenvolvimento de
todos os novos medicamentos baseados em pequenas moléculas, como pode ser
observado através da FIGURA 1.1. (NEWMAN, 2008).

N, 3.7

5% 17.1

NIy, 27.6

5. 4%

FIGURA 1.1 - Percentual da origem de farmacos baseados em pequenas moléculas,
1981-2006. N: produtos naturais, ND: derivados de produtos naturais, S*: sintéticos,
porém obtidos baseados em grupo farmacoférico de substancias de origem natural,

S: sintéticos.

Existem diversas espécies vegetais conhecidas por suas propriedades
medicinais que podem ser exploradas para se descobrir as substancias que sao
responsaveis por suas atividades biologicas. Duas espécies da familia
Zingiberaceae, Zingiber officinale (gengibre) e Curcuma longa (acafrdo) séao
promissoras no tratamento da artrose e artrite, o0 que foi comprovado em resultados
descritos recentemente (FUNK et al., 2009; HENROTIN et al., 2010), além de serem
conhecidas por suas atividades anti-inflamatorias ha milhares de anos pela medicina

tradicional. Outras espécies, como Orbignya phalerata (babacu), Arecaceae,
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Laportea aestuans (urtigdo), Urticaceae, Ageratum conyzoides (mentrasto),
Asteraceae, Uncaria tomentosa (unha-de-gato), Rubiaceae, Harpagophytum
procumbens (garra-do-diabo), Pedaliaceae, e Camellia sinensis (cha verde),
Theaceae, também s&do relatadas na literatura através de estudos
etnofarmacoldgicos, onde se obteve resultados positivos no tratamento de artrose
e/ou artrite reumatoide (AGRA et al., 2007; AHMED et al., 2005; BRIEN et al., 2006;
CHANTRE et al., 2000; CHRUBASIK et al., 2002; KOOPMAN et al., 2004; MATOS et
al., 2000). Ha também relatos na literatura de que Moringa oleifera (moringa),
Moringaceae, e Caryocar sp. (pequi), Cariocaraceae, sao utilizados pela medicina
tradicional para doencas inflamatérias que acometem as articulacées (AHMED et al.,
2005).

A cisteino protease, catepsina K, € uma enzima que esta diretamente
envolvida em doencas onde ha destruicdo da cartilagem e do tecido 6sseo, e por
isso, € um excelente alvo molecular na busca de agentes terapéuticos, que sejam
efetivos na diminuicdo da patologia destes tecidos, evitando também a inflamacao
articular, que pode ser ocasionada por essa destruicdo. Esta cisteino protease esta
distribuida principalmente nos tecidos que envolvem o desenvolvimento esquelético.
E encontrada no tecido 6sseo, em células como osteoclastos e osteoblastos, na
cartilagem articular (condrécitos), cartilagem da placa de crescimento (condrdcitos
hiperplasicos) e no tecido sinovial (fibroblastos sinoviais e macréfagos) (SALMINEN-
MANKONEN et al., 2007).

Ha varias evidéncias da participacao da catepsina K na degradacédo de
proteinas da matriz 6ssea, e isso a tem tornado um alvo bastante atrativo para o
desenvolvimento de novos farmacos anti-absortivos (ALTMANN et al., 2007). A
catepsina K é a enzima que possui maior atividade no processo de reabsorcdo
0ssea, hidrolisando rapidamente 0 maior componente organico da matriz 4ssea, o
colageno tipo |. Desta forma, inibidores da catepsina K promovem a diminuicdo da
taxa de perda 6ssea, e tem se mostrado como atenuadores da reabsorcao 6ssea em
modelos animais com osteoporose (ADKISON et al., 2006). Esta enzima também
esta envolvida na degradacdo do colageno tipo Il, que vem a ser o principal
componente organico presente na cartilagem, portanto ela esta diretamente
envolvida na destruicdo da cartilagem em pacientes portadores de artrite reumatéide
(HOU et al., 2001). Outras doencas que também se caracterizam por destruicdo de

cartilagem como a artrose, também terdo a catepsina K como o principal agente
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agravador do processo de erosao do tecido cartilaginoso. Uma maior expressao da
catepsina K pode ser evidenciada através de um estudo com um modelo artrésico
de camundongo, onde o aumento da destruicdo da cartilagem foi acompanhado por
um aumento de expressao da catepsina K (MORKO et al., 2004).

O interesse em aprofundar a investigagdo das proteases evoluiu a
partir do conhecimento de que, além das acfes digestivas, elas estdo envolvidas na
regulacdo de muitos processos fisiolégicos, como por exemplo a remodelagem
0ssea (SILVA-JUNIOR e DE SIMONE, 2001). As enzimas sdo alvos bastante
atrativos, considerando o fato de que em torno de 47% de todos os medicamentos
existentes no mercado tem agao nestes alvos moleculares (COPELAND, 2005).

Doencas debilitantes como osteoporose, artrite e artrose, séao
consideradas problemas de salude publica, e acometem uma grande parcela da
populacdo no mundo. Frente a isso e a necessidade de se descobrir novos farmacos
eficazes e mais seguros, torna-se interessante o estudo de plantas utilizadas pela
medicina popular.

1.1 - Zingiber officinale

Conhecida popularmente por gengibre, € uma erva rizomatica
originaria de paises do sudoeste asiatico e arquipélago malaio. E de facil cultivo em
paises de clima tropical e sub-tropical, sendo encontrada no Brasil principalmente na
faixa litoranea que vai do Espirito Santo a Santa Catarina, em razédo das condicdes
de clima e solo mais adequados (DEBIASI et al., 2004; NEGRELLE et al., 2005).

O género Zingiber possui cerca de 200 espécies em todo o mundo,
sendo que no Brasil sdo encontradas principalmente as espécies: Z. zerumbet e Z.
officinale. Sua classificagdo taxondmica, retirada do Centro de Referéncia em
Informacdo Ambiental (CRIA), Programa BIOTA, estd apresentada na TABELA 1.1
(www.cria.org.br).

Existem diversas formas de consumo dos rizomas de Z. officinale. No
Brasil € consumido, sobretudo, nas formas: seca, fresca, ou em conserva, como esta
ilustrado na FIGURA 1.2. Encontra-se também como um fitoterapico nas diferentes

formas farmacéuticas: cristalizada, pastilha, xarope ou em capsula.



Introducéao

FIGURA 1.2 - Principais formas de consumo do gengibre (http://thinkfood.com.br;

http://www.canstockphoto.com.br).

TABELA 1.1 - Classificacao taxonGmica de Zingiber officinale.

Taxonomia de Zingiber officinale

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordem Zingiberales
Familia Zingiberaceae
Género Zingiber

1.1.1 - Perfil quimico da espécie

Diversas substancias ja foram isoladas e identificadas dos rizomas de
Z. officinale (JOLAD et al.; 2004). Os compostos majoritarios sdo os monoterpenos e
0s sesquiterpenos, encontrados no 6leo essencial (1-3 %), e os derivados fendélicos
encontrados na sua oleoresina (4,5-7 %) (PUENGPHIAN e SIRICHOTE, 2008).

Os derivados fendlicos, principalmente os gingerois e shogaois, sdo 0s
responsaveis por seu sabor pungente. Os gingerois mais abundantes nesta espécie,
6, 8 e 10-gingerol, constituem uma série homéloga, diferindo-se apenas no tamanho
de sua cadeia hidrocarbonica por dois carbonos (HE et al., 1998). Alguns produtos
de degradacéo (desidratacdo) dos gingerois, os shogaois, podem ser encontrados
em maior quantidade nos rizomas do gengibre seco, devido ao processamento
térmico ao qual os rizomas do gengibre sdo submetidos. Estes, por sua vez, sdo

mais pungentes que o0s gingerois. Dentre os shogaois, o 6-shogaol € o mais



Introducéao

abundante, gerado pela desidratacdo do 6-gingerol, o principal gingerol encontrado
no vegetal. As estruturas quimicas dos diversos gingerois e shogaois podem ser
observadas na FIGURA 1.3 (ALI et al., 2008; PARK et al., 2008).

0 o =

p
(CH)/n (CH)n

HO
" n=4,6,8,10 n=4,6,8, 10

FIGURA 1.3 - Estruturas quimicas dos gingerois e shogaois isolados de Z. officinale.

Outras substancias foram isoladas da oleoresina obtida por extracéo
dos rizomas de Z. officinale, utilizando solventes tais como metanol, etanol e
diclorometano. Entre eles, 6-gingerdiol, 6-paradol, 6-gingerdiona e seus derivados,
alguns diarileptanoides, o diterpeno galanolactona, e os esteréides $-sitosterol e (3-6-
hidroxi-estigmastenona (JOLAD et al.; 2005; MA et al., 2004).

Recentemente substancias contendo um anel de purina, embora raro
em plantas superiores, foram isolados dos rizomas de Z. officinale. Este é o primeiro
relato da literatura de substancias nitrogenadas isoladas desta espécie (ARRAYA et
al., 2011).

Com base na deteccéo direta destes compostos em extratos originais
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, descartou-se a
possibilidade de serem artefatos. Eles apresentavam-se como misturas racémicas,
dado comprovado através da atividade Optica nula e andlise por CLAE quiral
(ARAYA et al., 2011).

Suas estruturas quimicas podem ser observadas na FIGURA 1.4.



Introducéao

N

(CH)nCHs

HO n=4,6,8

FIGURA 1.4 - Estrutura quimica da 6, 8 e 10-zingerina, isoladas de rizomas de Z.
officinale.

Do oleo essencial dos rizomas de Z. officinale, obtido por destilacao
por arraste a vapor ou por extracdo em fluido supercritico, foram identificados
diversos monoterpenos e sesquiterpenos. Os majoritarios sdo 0s monoterpenos
geranial e neral, e 0s sesquiterpenos a-curcumeno, a-zingibereno, a-farneseno, (-
bisaboleno e B-sesquifelandreno (SINGH et al., 2008; ZANCAN et al., 2002).

1.1.2 - Utilizacao da espécie na medicina tradicional

A utilizacdo do gengibre como agente terapéutico é relatada desde
milhares de anos, em diversos paises asiaticos, revelados por documentos
encontrados, escritos em sanscrito, e em chinés, tdo bem como pela literatura
romana, grega e ardbica (ZICK et al., 2008). Existe um grande numero de
enfermidades que sédo tratadas utilizando o gengibre, principalmente em paises
asiaticos, como: artrite, reumatismo, caimbra, distensbes e dores musculares,
problemas de garganta, constipacao, indigestdo, vomito, hipertensdo, deméncia,
febre, doencas infecciosas e verminoses (ALI et al., 2008).

Dentre as principais acdes farmacoldgicas comprovadas
cientificamente, esté a anti-inflamatéria (FUNK et al., 2009; HENROTIN et al., 2010;
DUGASANI et al.,, 2010), a qual pode ter sua comprovagao validada com a
descoberta das substancias bioativas e seu mecanismo de acdo. Assim € possivel

evoluir para uma provavel cura ou tratamento preventivo destes tipos de doencas.
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1.2 - Doencas osteoarticulares

1.2.1 - Artrite e artrose

Artrite reumatéide, a forma mais comum das doencas inflamatérias das
articulacdes, afeta aproximadamente 1% da populagdo mundial. E caracterizada
pela destruicdo progressiva da cartilagem e do osso subcondral levando a perda da
fungéo articular (AHMED et al., 2005).

A artrose é uma doenca debilitante caracterizada pela destruicdo da
cartilagem das articulagbes, formacdo de tecido fibroso e inflamacéo. Ela afeta,
principalmente, o joelho e o quadril, com uma prevaléncia que aumenta com a idade,
de 7% entre pessoas de 65-70 anos a 11,2% entre aqueles com 80 anos ou mais,
variando um pouco entre os estudos existentes. Um estudo recente da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) indica que a artrose seria a quarta causa mais importante
de incapacidade entre mulheres e a oitava entre homens (MARX et al., 2006;
VASILJEVA et al., 2007).

Tratamentos utilizados atualmente para artrite e artrose sdo todos
sintomaticos, ou seja, atuam aliviando os sintomas como dor e inflamacdo, mas nao
diminuem a destruicdo da cartilagem, que é a causa principal desses sintomas. Os
medicamentos mais utilizados hoje sdo os antiinflamatérios ndo-esteroidais (AINES),
porém eles apresentam grandes reacdes adversas tais como a propensao a causar
ulcera gastrica, perfuracdes e hemorragias gastrointestinais. Uma nova classe de
AINES, inibidores especificos da COX-2, foi desenvolvida com eficacias similares, e
com maior seguranca em relacdo a toxicidade gastrointestinal, porém alguns desses
inibidores foram retirados do mercado pela “Food and Drug Administration” (FDA),
por apresentarem risco de derrame e ataque cardiaco com o uso prolongado.
Recentemente, tem sido sugerido o uso de farmacos anti-reuméticos modificadores
da doenca (DMARDS: “disease-modifying antirheumatic drugs”), porém eles também
apresentam limitacbes devido as suas reacfes adversas e pelo elevado custo em
comparacao aos AINES (AHMED et al., 2005).

Existem diversas proteases que estdo diretamente envolvidas com
estas enfermidades, destruindo proteinas da matriz extracelular. Elas, portanto, sdo

bons alvos moleculares, pois através de sua modulacdo pode-se reduzir a
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destruicdo da cartilagem nestas doencas e, desta forma, amenizar os efeitos
deletérios causados por essa destruicao (MORKO et al., 2004).

Alguns mediadores importantes envolvidos nestes processos
inflamatoérios sédo as espécies reativas de oxigénio (ROS: “reactive oxygen species”)
e de nitrogénio (RNS: “nitrogen reactive species”). Eles podem causar danos ao
acido desoxirribonucleico (ADN), lipidios, proteinas e carboidratos presentes nas
células, levando a um desequilibrio metabdlico e aumento das reacdes inflamatorias.
Um deles é o o6xido nitrico (NO), que pode ser diretamente citotdxico ou interagir
com anions superéxido, presentes no organismo, resultando na formacédo de
peroxinitrito, a espécie de nitrogénio mais reativa. Portanto, a diminuicdo da
producdo de NO é importante nestes processos patolégicos como forma de reduzir a
inflamagéo, e consequentemente, os danos causados em decorréncia deste
processo inflamatério (DUGASANI et al.; 2010).

1.3 - Osteoporose

A osteoporose, uma doenca 6ssea caracterizada por baixa massa
Ossea e deterioracdo estrutural do tecido 6sseo, é considerada o segundo maior
problema de saude do século XXI. Ela afeta mais de 25 milhdes de mulheres na
pés-menopausa, em todo o mundo, e vem se tornando um problema crescente para
homens e adolescentes (WANG et al., 2004; www.bmgrp.com). Terapia de reposi¢cao
de estrégeno, tratamentos com moduladores de receptores seletivos de estrogenos,
calcitonina, vitamina D, suplementos de calcio, PTH e seus analogos, e bifosfonatos
sdo também eficazes, mas apresentam varios problemas como o aumento da
incidéncia de céancer, no caso da terapia de reposicdo de estrogeno, e Ssérios
sintomas gastrointestinais, no caso dos bifosfonatos (LECAILLE et al., 2002). A
terapia de reposi¢cao hormonal, indicada somente para mulheres que estdo com
osteoporose em alto nivel, parece ser o método mais efetivo para reduzir a taxa de
perda éssea, contudo varias reacdes adversas, descritas acima, podem estar
acompanhadas ao seu uso (KANG et al., 2006).

Conforme mencionado anteriormente, proteases, neste caso,
presentes principalmente em osteoclastos, sdo bons alvos moleculares, pois através
de sua modulacdo pode-se reduzir a destruicdo 6ssea, e até mesmo auxiliar na

reconstrucao do tecido 6sseo (TOLAR et al., 2004).

8
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FIGURA 1.5 - llustragdo mostrando o envolvimento da catepsina K em doencas

caracterizadas por perda de matriz extracelular.

Uma importante protease que pode ser utilizada como alvo molecular
na busca de farmacos contra artrite, artrose e osteoporose, é a catepsina K, uma
cisteino protease que esté envolvido nestas trés patologias (FIGURA 1.5).

1.4 - Cisteino proteases (E.C.3.4.22)

As cisteino proteases podem ser agrupadas em duas superfamilias: a
familia das enzimas relacionadas a conversao enzimatica de 1-B-interleucina e a
superfamilia papaina de cisteino proteases. Embora cada superfamilia empregue
um sitio ativo, o qual contém o residuo de aminoacido cisteina para o ataque
nucleofilico, importantes diferencas estruturais e evoluciondrias as distinguem
(CHAPMAN et al., 1997). A superfamilia papaina de cisteino proteases é composta
de calpainas, bleomicinas hidrolases e o grupo das papainas. Este Ultimo grupo é o
mais numeroso e complexo e estdo incluidas nele as enzimas lisossomais de
mamiferos (MCGRATH, 1999). Elas sdo encontradas em diversas formas de vida,
como virus, bactérias, protozoarios, fungos, plantas e mamiferos (OTTO e
SCHIRMEISTER, 1997).
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Todas as cisteino proteases lisossomais de mamiferos sdo conhecidas
como catepsinas, embora o contrario ndo seja verdadeiro. O termo foi primeiramente
usado por WILLSTATTER e BAMANN h& 70 anos para descrever uma protease
ndo-pepsina ativa em pH acido e evoluiu para descrever proteases acidas
intracelulares (MCGRATH, 1999).

Na base de dados do projeto genoma humano existem 11 cisteino
proteases (B, H, L, S, C, K, O, F, V, X, W). Todas elas foram clonadas e
caracterizadas parcialmente antes da conclusdo do sequenciamento do genoma
humano. A TABELA 1.2 resume as funcdes fisiologicas das cisteino proteases
humana mais estudadas (LECAILLE et al., 2002).

TABELA 1.2 - Papéis fisiologicos de algumas cisteino proteases humanas

Cisteino Protease Papel Fisiolégico
Catepsina B Maturacdo de hormonios, ativacao de
pro-enzimas,

degradacéao de proteinas,

Catepsina L Maturacdo de hormdnios, homeostase
epidermal,
degradacéao de proteinas e

processamento e apresentacao de

antigeno
Catepsina H Degradacao de proteinas
Catepsina K Reabsorc¢éo 6ssea
Catepsina C Ativacao de pro-enzimas
Catepsina V Processamento e apresentacao de
antigeno
Catepsina F Processamento e apresentacao de
antigeno
Catepsina S Processamento e apresentacao de
antigeno

Fonte: LECAILLE et al., 2002

As cisteino proteases sdo proteinas monomeéricas com peso molecular

entre 22 e 28 kDa, exceto a catepsina C, que é tetramérica e com peso molecular de

10
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200 kDa (TURK et al., 2003). A maquinaria proteolitica dessas enzimas apresenta
uma fenda catalitica com um dominio esquerdo e um dominio direito. O dominio
esquerdo contém os residuos de aminoacidos Cys 25 e GIn 19, e o dominio direito
contém os residuos de aminoacidos His 159 e Asn 175, porém a triade catalitica é
representada por Cys 25, His 159 e Asn 175 (MCGRATH, 1999). Cys 25 e His 159
formam um par i6nico (FIGURA 1.6) o qual é estabilizado pelo residuo Asn 175
através de uma ligacao de hidrogénio. Essa triade tem similaridade com o sitio ativo
presente na serino protease (Ser, His, Asp), no entanto, em contraste com a serino
protease, o residuo de cisteina nucleofilico da cisteino protease ja encontra-se
ionizado, permitindo a ligagcdo mais rapida com o substrato, e desta maneira
apresenta-se como uma enzima previamente ativada (LECAILLE et al., 2002),
ESQUEMA 1.1.

A forma ativa da cisteino protease forma um intermediario tetraédrico
apos o ataque nucleofilico do residuo de cisteina a carbonila do substrato. O par de
elétrons do oxigénio do substrato retorna para que seja formada a ligacdo dupla
original, ocasionando a saida subsequente do primeiro produto reacional, uma
amina. Um novo intermediario tetraédrico é formado ap6s o ataque nucleofilico de
uma molécula de agua a carbonila. Subsequentemente, o segundo produto é
eliminado, na forma de &cido carboxilico, e a enzima regenerada (LECAILLE et al.,
2002), ESQUEMA 1.1.

11
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ESQUEMA 1.1 - Mecanismo de hidrélise do substrato por uma cisteino protease
(LECAILLE et al., 2002).

1.5 - Catepsina K

A catepsina K é uma proteina monomérica com peso molecular 24
kDa, e 215 residuos de aminoacidos, que foi descoberta e caracterizada em 1994.
Apresenta 8 a-hélices, onde se encontram 60 residuos de aminoécidos, e 17 folhas
beta, onde participam 48 residuos de aminoacidos. Os outros aminoacidos estao
localizados nos “loops” da proteina (www.pdb.org/pdb/home/home.do)

A FIGURA 1.6 apresenta a estrutura tridimensional da catepsina K
complexada com o inibidor irreversivel E64, obtida do “Protein Data Bank”
(www.pdb.org/pdb/home/home.do) e modificado através do programa de edicdo de

macromoleculas, JMOL.

12
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FIGURA 1.6 - Estrutura tridimensional da catepsina K (identificador do “Protein Data
Bank”: 1ATK), com visualizacao da superficie molecular e um corte transversal. Em
azul esta indicado o residuo de aminoacido catalitico Cys25 . Em vermelho, pode-se

observar o inibidor irreversivel E64 ligado ao sitio ativo da enzima.

As cisteino proteases que apresentam maior identidade com relacao a
sua sequéncia de aminoacidos sao as catepsinas L, S e V (em torno de 60%). Sao
também topograficamente similares, sendo muito dificil sua discriminacédo in vivo,
devido a sua quase completa sobreposicdo, como pode ser observado na FIGURA
1.7 (SOMOZA et al., 2000).

13



Introducéo

FIGURA 1.7 - Sobreposicdo estrutural das catepsinas K (amarelo), L (azul), S
(vermelho), V (verde) e papaina (magenta). Um inibidor piperazinico ligado ao sitio
ativo esta representado em preto (SOMOZA et al., 2000).

Algumas dessas enzimas tém uma larga distribuicdo tecidual
(catepsinas L e B) enquanto outras possuem uma distribuicdo bem mais seletiva
(catepsinas K, S e W) (ROBICHAUD et al., 2003).

A catepsina K é encontrada abundantemente em osteoclastos, estando
localizada em seus lisossomos e na lacuna reabsortiva da superficie éssea.
Encontra-se também em células gigantes multinucleadas, fibroblastos sinoviais,
condrocitos e células epiteliais. A grande capacidade da catepsina K em degradar o
colageno tipo | e tipo Il, em qualquer regido da molécula e sua atuacdo em pHs
acido e neutro, fazem com que essa enzima tenha um papel importante na
degradacdo de ossos e cartilagem. A alta homologia da catepsina K com véarias
espécies (camundongo 86%, rato 88%, porco 97% e coelho 96%) permite ensaios
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em modelos animais com certo grau de confianca (Biomedica Gruppe; LECAILLE et
al., 2002).

Inicialmente, as catepsinas B e L tém sido detectadas em tecido 6sseo
e relacionadas com a degradacdo de moléculas de colageno e gelatina,
apresentando por isso atividade pro-colagenolitica. Contudo, a descoberta da
catepsina K em osteoclastos e na lacuna de reabsorcdo, sugere-a como uma
enzima-chave na degradacdo dos componentes organicos da matriz 6ssea. Noventa
por cento da matriz 6ssea € formada por compostos organicos, consistindo
principalmente de colageno tipo I, o qual tem uma conformacdo em sua maior parte
em tripla-hélice, com excecdo apenas da cadeia final singular, denominada
telopepetideo. Proteases ndo-especificas como as catepsinas L, B e S clivam as
moléculas de colageno, porém de forma ineficiente, pois clivam apenas a regiao
telopeptidica gerando monémeros de colageno tipo I. Em contraste, a catepsina K
cliva moléculas de colageno tipo | na regido telopeptidica e nos multiplos sitios da
tripla-hélice (VASILJEVA et al., 2007).

Todo o estudo com a catepsina K foi iniciado ap6s a descoberta de que
sua forma inativa esta associada com uma desordem genética 6ssea, denominada
picnodisostose. Esta evidéncia validou a catepsina K como um alvo terapéutico em
doencas caracterizadas por reabsor¢édo 6ssea (MCGRATH, 1999).

Portanto, a catepsina K € a protease com maior atividade
colagenolitica, pois hidrolisa de forma eficiente o maior componente organico da
matriz 6ssea e do tecido cartilaginoso articular, o colageno tipo | e o colageno tipo Il,
respectivamente (ADKISON et al., 2006).

Sua alta atividade colagenolitica in vivo é devido a formacdo de um
complexo com o glicosaminoglicano, 4-sulfato de condroitina. Este complexo é
formado com a catepsina K por interacdes eletrostaticas devido a alta densidade de
cargas positivas, localizada no lado oposto ao sitio ativo da enzima, com as cargas
negativas do 4-sulfato de condroitina (LI et al., 2008).

Além da acdo direta dos inibidores da catepsina K sobre a destruicao
O0ssea e da cartilagem, eles podem ter efeito também na inflamacdo, em pacientes
com artrite. Um inibidor especifico da catepsina K (NC-2300), comprovado em
experimentos realizados em artrite experimental, reduziu tanto a erosdo 0Ossea
guanto a inflamacéo da articulagdo, mostrando sua atividade como antirreabsortivo e

anti-inflamatério. Embora néo esteja suficientemente claro o modo de acdo dos
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inibidores da catepsina K frente ao processo inflamatério, andlises revelaram que a
catepsina K esta envolvida na resposta imune inata de individuos (BEYER et al.,
2010).

1.6 - Mecanismo de catalise enzimatica

ReacbBes enzimaticas sdo reacbes que tém as enzimas como
catalisador e, portanto, permitem que uma reagdo ocorra numa velocidade muito
maior quando comparada com a reacdo na auséncia deste catalisador. As enzimas
se destacam por sua alta especificidade, além de seu alto poder catalitico
(LEHNINGER et al., 2006).

Reac¢Bes mono-substrato podem ser compreendidas através do modelo
de Michaelis-Menten. Nesta reacdo ha a participacdo de apenas um substrato,
podendo ser representada como se observa no ESQUEMA 1.2. Através deste
equilibrio pode-se determinar a velocidade da reacdo (LEHNINGER et al., 2006).

K K

M cat

ES —= P+E

E+ S

ESQUEMA 1.2. - Equilibrio de uma reacdo enzimatica mono-substrato.

Do ESQUEMA 1.2 tem-se que: E representa a enzima, S, o substrato,
ES, o complexo enzima-substrato e P o produto da reacéo. Ky e Kc¢a S80 constantes
de dissociacdo da primeira e segunda etapa da reacdo, respectivamente. O Ky
define o grau de afinidade da enzima com o substrato.

Quando a enzima encontra-se saturada com o substrato, ou seja,
guando toda enzima do meio estd na forma complexada (ES), a velocidade da
reacdo pode ser determinada pela Equacédo 1.1 (LEHNINGER et al., 2006).

v=K_,.[ES] Equacéo 1.1

Apés vérias transformacfes matematicas chega-se a equacdo de
Michaelis-Menten, representada pela Equacao 1.2.
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~ Vi [S]
Ku +[8] Equacéo 1.2

Equacdo na qual, v é a velocidade da reacdo enzimatica, Vmax € a
velocidade méaxima da reacao e [S] € a concentracdo do substrato.

A concentragcdo em que a reacdo atinge metade de sua velocidade
maxima (Vmax) corresponde ao valor de Ky, o que pode ser observado pelo gréfico
apresentado na FIGURA 1.8. Visualiza-se neste grafico que a velocidade da reacéo
aumenta a medida que a concentracdo de substrato € aumentada. No entanto, ha
uma concentracdo maxima de substrato a qual acima desta ndo ha mais variacdo da
velocidade da reacdo, pois todas as enzimas presentes no meio estdo ligadas ao
substrato (complexo ES) (LEHNINGER et al., 2006).

Velocidade

[Substrato]

FIGURA 1.8 - Curva de Michaelis-Menten mostrando a velocidade maxima de uma

reacao enzimatica e o Ky.

1.6.1 - Inibicdo enzimatica

A inibicdo enzimatica pode ser classificada como reversivel
(competitiva, acompetitiva, ndo-competitiva, competitiva parcial, acompetitiva parcial
e nao-competitiva parcial) e irreversivel. No caso da inibicdo irreversivel, como o
préprio nome ja diz, ocorre quando o inibidor se liga a enzima de forma que a
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atividade enzimética é perdida, ou seja, a enzima ndo volta a ter sua atividade

catalitica original (COPELAND et al., 2005).

1.6.1.1 - Competitiva

Na inibicdo enzimética reversivel do tipo competitiva, o inibidor
compete com o substrato pelo mesmo sitio de ligacdo, formando um complexo
binario El, conforme ilustrado no ESQUEMA 1.2 (COPELAND et al., 2005).

E +S ES ——= P + E

El

ESQUEMA 1.3 - Equilibrio da reacdo enzimatica para a inibicao do tipo competitiva.

Avaliando o ESQUEMA 1.3 tem-se que a velocidade da reacdo é
diminuida na presenca deste inibidor, pois havera a formacdo do complexo El,
diminuindo a concentragdo do complexo ES, o que resulta na diminuicdo da
guantidade de produto (P). A equacao de dissociacdao do complexo El pode ser
observada pela Equacao 1.3.

« _IEIl
- [E1] Equacéo 1.3

A equacdo da velocidade enzimatica na presenca de um inibidor
competitivo pode ser dada pela Equacéo 1.4 (COPELAND et al., 2005).

Voo [S]
[1]
[ST+K,, '(1+K]

V=

Equacéo 1.4
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Equacédo na qual, v é a velocidade da reacdo enzimética, Vmax € a velocidade
maxima da reacdo, [S] é a concentracdo do substrato, Ky € a constante de
Michaelis-Menten e K a constante de dissociacdo do complexo El.

1.6.1.2 - Acompetitiva

Na inibicdo enzimética reversivel do tipo acompetitiva ndo ha
competicdo entre o inibidor e o substrato pelo mesmo sitio de ligacdo. O inibidor
podera se ligar a um sitio na enzima apés a formacdo do complexo ES, conforme
ilustra 0o ESQUEMA 1.4 (COPELAND, R. A. et al., 2005).

E+ S

a K

ESI

ESQUEMA 1.4 - Equilibrio da reacdo enzimatica para a inibicao do tipo acompetitiva.

Neste caso, ilustrado no ESQUEMA 1.4, o a define o grau pelo qual o
substrato ligado a enzima afeta a afinidade da mesma pelo inibidor. A equacao da
velocidade enzimatica na presenca de um inibidor acompetitivo pode ser dada pela
Equacéo 1.5 (COPELAND et al., 2005).

Vinax [S]

[S](1+ L] ]

Equacdo na qual, v é a velocidade da reagcdo enzimética, Vmax € a velocidade

V=

Equacéo 1.5

maxima da reacdo, [S] é a concentracdo do substrato, Ky € a constante de
Michaelis-Menten e a.K; a constante de dissociacdo do complexo ESI.
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1.6.1.3 - Nao-competitiva

A inibicdo enzimatica reversivel do tipo ndao-competitiva € um tipo de
inibicdo mista, onde o inibidor podera se ligar tanto a enzima livie como ao complexo
ES, conforme se observa no ESQUEMA 1.5 (COPELAND et al., 2005).

KM Kcat
E +S ES ——= P + E
+ +
I |
K a K
U.KM
El + S ESI

ESQUEMA 1.5.- Equilibrio da reacdo enzimatica para a inibicdo do tipo nao-
competitiva.

Neste caso, ilustrado no ESQUEMA 1.5, o a define tanto o grau pelo
qual o substrato ligado a enzima afeta a afinidade desta pelo inibidor, como o grau
pelo qual o inibidor ligado a enzima afeta a afinidade da mesma pelo substrato. A
equacédo da velocidade enzimatica na presenca de um inibidor ndo-competitivo é
dada pela Equacéo 1.6 (COPELAND et al., 2005).

V_ Vmax'[S]

[S].(1+ [I]] + Ky, {1+[|]]
a.K; K,

Equacdo na qual, v é a velocidade da reacdo enzimética, Vmax € a velocidade

Equacéo 1.6

maxima da reacdo, [S] é a concentracdo do substrato, Ky € a constante de
Michaelis-Menten, K; a constante de dissociacdo do complexo El e o produto a.K; a
constante de dissociagao do complexo ESI.
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1.6.1.4 - Competitiva parcial

A inibicdo enzimatica reversivel do tipo competitiva parcial, diferente da
inibicdo do tipo competitiva completa, é caracterizada pela formagdo do complexo
ESI, que ainda se apresenta ativo para a geracédo do produto, conforme ilustrado no
ESQUEMA 1.6. O referido complexo ESI pode ser originado por duas diferentes
rotas, a rota competitiva ou a rota acompetitiva parcial, sendo, desta forma,
semelhante a inibicdo do tipo ndo-competitiva parcial. A diferenca para a inibicdo do
tipo ndo-competitiva parcial € que o termo B, no caso da inibicdo do tipo competitiva
parcial observada no ESQUEMA 1.6, é igual a 1, ou seja, o valor da constante de
equilibrio para a formacdo do produto tanto passando pelo complexo binario como
pelo complexo ternario € tem a mesma magnitude (LESKOVAC, 2004).

KM Kcat
E +S ES ——= P+ E
+ +
| I
K a K
a Ky BKea
El + S ESI ——= P + E

ESQUEMA 1.6 - Equilibrio da reacao enzimatica para a inibicdo do tipo competitiva
parcial.

A equacdo da velocidade enzimética na presenca de um inibidor &
dada pela Equacéo 1.7 (LESKOVAC, 2004; BISSWANGER, 2008).

V- [S]

Ki
Ky ———%

Equacéo 1.7
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Equacédo na qual, v é a velocidade da reacdo enzimética, Vmax € a velocidade
maxima da reacdo, [S] é a concentracdo do substrato, Ky € a constante de
Michaelis-Menten, K; a constante de dissociacdo do complexo El e a.K; a constante
de dissociacdo do complexo ESI.

1.6.1.5 - Acompetitiva parcial

A inibicdo enzimatica reversivel do tipo acompetitiva parcial
caracteriza-se pelo fato do complexo ESI também apresentar-se ativo, gerando
desta forma o produto da reacdo, conforme se observa no ESQUEMA 1.7
(LESKOVAC, 2004).

a K

ES| — 2 p+E

ESQUEMA 1.7 - Equilibrio da reacdo enzimatica para a inibicdo acompetitiva parcial.

A equacdo da velocidade enzimatica na presenca desse tipo inibidor é
dada pela Equacéo 1.8 (LESKOVAC, 2004; BISSWANGER, 2008).

o BV 1]
(vmax e ][S]

Ky +(1+ ] ][S]

V=
Equacéo 1.8

Equacédo na qual, v é a velocidade da reacdo enzimética, Vmax € a velocidade
maxima da reacdo, [S] é a concentracdo do substrato, Ky € a constante de
Michaelis-Menten, K; a constante de dissociacédo do complexo El, a.K; a constante de
dissociacdo do complexo ESI e B que define o grau pelo qual o complexo esta ativo

ESI para a formacé&o do produto.
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1.6.1.6 - Nao-competitiva parcial

A inibicdo enzimética reversivel do tipo n&o-competitiva parcial é
caracterizada pelo fato do complexo formado também apresentar-se ativo, conforme
ilustra 0o ESQUEMA 1.7. No entanto, este tipo de inibicéo diferencia-se da inibicdo do
tipo competitiva parcial, pois o termo 3, observado no ESQUEMA 1.8, é diferente de
1, ou seja, os valores das constantes de equilibrio para a formacdo do produto
passando pelos complexos, binario e ternario, apresentam magnitudes diferentes
(LESKOVAC, V., 2004).

KM Kcat
E +S ES ——= P + E
+ +
| |
K a K
a Ky, B Kea
El + S ESI ——= P + E

ESQUEMA 1.8 - Equilibrio da reacdo enzimatica para a inibicdo do tipo nao-
competitiva parcial.

A equacdo da velocidade enzimatica na presenca desse tipo inibidor é
dada pela Equacéo 1.9 (LESKOVAC, 2004; BISSWANGER, 2008).

BV e -[1]
(vmax+ e ].[A]
KM.(1+[I]]+(1+[I]][S]

K, a.K,

V=

Equacéo 1.9

Equacdo na qual, v é a velocidade da reagcdo enzimética, Vmax € a velocidade
maxima da reacdo, [S] é a concentracdo do substrato, Ky € a constante de
Michaelis-Menten, K; a constante de dissociacdo do complexo El, a.K; a constante de
dissociacdo do complexo ESI e B que define o grau pelo qual o complexo esta ativo

ESI para a formacé&o do produto.
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1.6.2 - Determinacg&o dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos de uma reacao enzimatica tais como: Ky, Vmax,
Ki podem ser determinados através das linearizacdes dos dados experimentais com
base nas equacgbes de Michaelis-Menten. Existem varios e diferentes modelos que
podem ser empregados. O mais utilizado é o modelo de Lineweaver-Burk, em que a
relacdo entre 1/V e 1/[S] é linear e, desta forma, de posse dos dados de coeficiente
angular, da intersecdo com o eixo 1/V e da intersecdo com o eixo 1/[S] torna-se
possivel a determinacao dos parametros cinéticos. Apesar de ser o0 modelo mais
utilizado, ele apresenta a desvantagem de ter uma ndo homogeneidade dos pontos
experimentais dispostos no grafico comparando-se com outros modelos estudados,
como o de Hanes-Woolf, gerando incertezas e diminuicdo da capacidade de
deteccdo dos desvios da linearidade (BRACHT e ISHII-IWAMOTO, 2003;
BISSWANGER, 2008).

A maior homogeneidade dos pontos experimentais obtidos quando se
utiliza a linearizacdo de Hanes-Woolf, minimiza a incerteza e 0s possiveis erros que
podem existir na linha de tendéncia gerada apo6s a construcéo do grafico. A equacédo
geral linearizada de Hanes-Woolf na presenca de um inibidor pode ser vista pela
Equacao 1.10. Neste caso, a relacado [S]/v e [S] € linear, e por meio do coeficiente
linear e do coeficiente angular é possivel determinar os parametros cinéticos da
reacao de inibicao enzimatica (LESKOVAC, 2004; BISSWANGER, 2008).

Km.(1+[|]] (1+[|]]
[S]_ K, a.K,

= +
Vv Vo4 BV, 1] Vo4 BV, 1]
a K, akK,

[S] Equacéo 1.10

A Equacdo 1.10 representa a equacdo da inibicdo do tipo nao-
competitiva parcial. No entanto, em condi¢des especificas de cada tipo de inibicao, a
mesma pode transformar-se em equacOes que representardo a inibicdo do tipo
competitiva e acompetitiva parcial. E estas equacdes representativas das inibicdes
parciais podem transformar-se nas equacdes dos tipos de inibicbes completas, se

considerarmos que o complexo ESI apresenta-se inativo, ou seja, o termo 3 é zero.
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Com a informacdo de que o termo B é nulo nas inibicdes completas,
para o tipo de inibicdo ndo-competitiva completa, a Equacéo 1.10 tornar-se-ia como
representado pela Equacao 1.1.

Km.(1+ [I]] (1+[|]]
[S] K, oK,

= + IS] Equacgédo 1.11

max max

Na inibicdo do tipo acompetitiva parcial, o K; tende ao infinito e,
portanto, [I]/Ki tendera a zero. Nestas condicbes, a equacao da inibicdo do tipo
acompetitiva parcial tornar-se-A& como representada pela Equacdo 1.12.
(LESKOVAC, 2004; BISSWANGER, 2008).

[S] K (“[E]
a.K; N
vy BVl +ﬁ.\/max.[|]'[s] Equagéo 1.12
s OC.Ki mex OC.Ki

Na inibicdo do tipo acompetitiva completa como o complexo ESI esta
inativo o termo B € zero e, portanto, a Equacao 1.12, tornar-se-a4 como representada
pela Equagéo 1.13 (LESKOVAC, 2004; BISSWANGER, 2008)

(1+[|]]
m: K, N oK,

v V V

max max

[S] Equacéo 1.13

Na inibicdo do tipo competitiva parcial o termo 8 € igual a 1, ou seja, a
velocidade de formacdo do produto passando pelo complexo binario ES é igual a
velocidade obtida ao passar pelo complexo ternario ESI e, portanto, fazendo-se as
substituicdes de B por 1 na Equacao 1.10, obtem-se a Equacgéo 1.14 (LESKOVAC,
2004; BISSWANGER, 2008).
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Km.(1+[ll]]
ﬂ: A 1 [S] Equacéo 1.14

Y Ve (1+ [I]] Ve
oK,

Na inibicdo do tipo competitiva completa, o a.K; tende ao infinito e,
portanto, [lJ/a.Ki tendera a zero, logo a Equacdo 1.14, tornar-se-a como
representada pela Equacgéo 1.15 (LESKOVAC, 2004; BISSWANGER, 2008).

Lt o —[S] Equacéo 1.15

Dependendo do comportamento assumido pelas retas, interceptando-
se ou mostrando-se paralelas, tem-se um tipo de inibicdo diferente. Para inibi¢cdes
do tipo completa pode-se dizer que: caso as retas apresentem-se paralelas, trata-se
de uma inibicédo do tipo competitiva; caso as retas interceptarem-se no eixo [S]/V (y)
com valor positivo, trata-se de uma inibicdo do tipo acompetitiva; e caso as retas
interceptarem-se no eixo [S] (X) com valor negativo, trata-se de uma inibicdo do tipo
nao-competitiva, conforme representado pela FIGURA 1.9. O coeficiente angular
nestas retas é 1/Vmax, 0 coeficiente linear K/Vmax € 0 ponto que intercepta o eixo x é
—Km (BISSWANGER, 2008).

) [siv ®) SY% © [siv

FIGURA 1.9 - Gréficos obtidos com a linearizacdo de Hanes-Woolf. O grafico (A)
representa uma inibicado do tipo competitiva, (B) Inibicdo do tipo acompetitiva e o (C)
Inibicdo do tipo ndo-competitiva.
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Da mesma forma que foi realizada para o modelo de Hanes-Woolf, a
andlise do grafico gerado com a linearizagdo de Lineweaver-Burk, pode-se
determinar o tipo de inibidor enzimatico. No entanto, o grafico para um inibidor do
tipo competitivo, neste caso, apresentara as retas interceptando-se no eixo y com
valor positivo, e para um inibidor do tipo acompetitivo as retas apresentar-se-ao
paralelas.

O gréafico obtido para o inibidor do tipo ndo-competitivo com a
linearizagdo de Lineweaver-Burk, ilustrado na FIGURA 1.10, sera semelhante ao
obtido para a linearizacdo de Hanes-Woolf, conforme observado na FIGURA 1.9
(BISSWANGER, 2008).

Observando a FIGURA 1.10 tem-se que o coeficiente angular destas
retas € [S])/Vmax, que corresponde a Kn/Vmax, 0 coeficiente linear € igual a 1/Vmax € 0
ponto que intercepta o eixo x € -1/[S], que corresponde a -1/K,. Outra forma de

analisar o tipo de inibicdo € observando os valores do Vimax, Km € da razao Kn/Vmax.

© w

") w

FIGURA 1.10 - Graficos obtidos com a linearizacao de Lineweaver-Burk. O grafico
(A) representa uma inibicdo do tipo acompetitiva, (B) Inibicdo do tipo competitiva e 0

(C) Inibicéao do tipo ndo-competitiva.

De posse dos graficos gerados através da linearizacdo desses dois
modelos, torna-se mais confiavel a determinacdo do tipo de inibidor enzimatico.
Como o modelo de Lineweaver-Burk apresenta maiores desvios de linearidade, a
analise deste modelo isoladamente poderia nos levar a erros na determinacdo do
tipo de inibicéo.

Independente do modelo de linearizacdo utilizado, quando se observa
gue o valor de Vyax N@o varia com a concentragcao do inibidor, conclui-se que o tipo

de inibicdo sera competitivo; quando o valor de Ky nédo variar, a inibicdo seré do tipo

27



Introducéao

nao-competitivo; e quando a razdo Kw/Vmax N@o variar, tem-se a inibicdo do tipo
acompetitiva (BISSWANGER, 2008).

Um grafico gerado com os valores dos coeficientes angulares e
coeficientes lineares obtidos através dos modelos de Hanes-Woolf ou Lineweaver-
Burk versus a concentracdo de inibidor evidenciara o tipo de inibicédo parcial de que
se trata (LESCOVAK, 2004). De posse deste grafico e das curvas geradas pelo
modelo de Dixon, obtém-se o tipo de inibidor envolvido (BISSWANGER, 2008).

O modelo de Dixon é interessante, pois o grafico gerado com 1/V
versus [l] indicara se a inibicdo € parcial ou completa, e ainda dara uma idéia do tipo
de inibicdo parcial que se trata. Caso 0s pontos experimentais em questao
ajustarem-se a uma hipérbole, isto indica que se trata de uma inibicdo do tipo
parcial; e caso 0 ajuste apresente-se linear, trata-se de uma inibicdo do tipo
completa (BISSWANGER, 2008).

1.7 - Inibidores da catepsina K

Em particular, as interacbes que sdo importantes para uma inibicao
potente e seletiva da catepsina K ja foram identificadas e constam na literatura.
Estas interacBes podem ser observadas atraves de diversos complexos catepsina K-
ligante, obtidos por cristalografia de raio X, depositados no “Protein Data Bank”
(PDB). Estes complexos podem ser localizados no PDB através dos codigos
identificadores: 1au0, lau2, 1au3, lau4, latk, Imem, 1bgo, layw, layu, 1nl6, 1nlj.

A magquinaria proteolitica esta localizada numa fenda de 15 A com
afinidade e especificidade baseada em interagbes com seis sub-sitios dentro do sitio
ativo (FIGURA 1.11) (CAl et al., 2005).

O bolso S3, formado predominantemente por Asp6l e Tyr67, é
relativamente superficial e facilmente acessivel ao solvente. Um namero limitado de
inibidores da catepsina K é conhecido por ter nitrogénio basico na regido P3, o qual
forma uma ponte salina com Asp61. Inibidores com um grupo aromatico P3 podem
se prender através de uma interacdo -1 com Tyr67. O sub-sitio S2 € um bolso com
maior profundidade e altamente lipofilico compreendido por Met68, Alal33, Leul57,
Alal60, Leu205 e Tyr67 (compartilhado com S3). Ele € o Unico bolso de ligacédo

verdadeiro do sitio ativo da catepsina K. A interacdo P2/S2 tem uma contribuicao
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significativa na energia de ligacdo de moléculas-inibidoras pequenas e pode também
conferir seletividade com outras cisteino proteases (CAl et al., 2005).

S2 St

PR3’

o I T L

FIGURA 1.11: Representacdo esquematica de um substrato no sitio ativo da
catepsina K com interagbes-chave.

O sitio de ligacdo S1 é frequentemente descrito como uma parede mais
do que um bolso, e por isso, esta mais exposto as moléculas de solvente. E formado
por Gly23, Ser24, Gly64 e Gly65, proximos ao residuo catalitico Cys25, e tem
preferéncia por cadeias laterais lineares hidrofobicas, como descrito recentemente
por cientistas da GlaxoSmithKline (CATALANO et al., 2004). O sitio de ligacdo S1’
compreende um grupo carbonila e uma cadeia lateral de Asn158 de um lado, e
Trpl77 altamente conservada do outro, proximos aos residuos Alal36 e His159
catalitico imidazodlico, formando a base do sitio. A possibilidade de intera¢cdes com
0s sub-sitios S2’ e S3’, como inibidores seletivos para as cisteino proteases, ainda
ndo tem sido estudadas tdo detalhadamente como as interacdes com sitios de
ligacdo S3-S1’ (CAl et al., 2005).

Diversos tipos de inibidores da catepsina K tém sido desenvolvidos, os
quais incluem compostos bis-aril ndo-peptidicos, aldeidos e seus derivados, cetonas
ciclicas e aciclicas, nitrilas ndo-peptidicas, analogos de epdxi-succinil, B-lactamas,
vinil-sulfonas, dentre outros (PAN et al., 2006).

PATIL et al. (2002a, 2002b) em dois trabalhos publicados, observaram
a atividade inibitoria frente a catepsina K de extratos metandlicos da espécie vegetal
Artocarpus altilis (Moraceae) e de uma esponja marinha nao identificada, porém
apresentando mesmas carateristicas estruturais dos géneros Pellina, Biminia e
Petrosia, da ordem Haplosclerida. Apdés observacdo dos efeitos inibitérios dos
extratos, partiu-se para o fracionamento e identificacdo das substancias com tais
atividades. Para A. altilis, trés das substancias isoladas apresentaram uma potente

atividade de inibicdo frente a catepsina K. As substancias isoladas foram:
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cicloaltilisina 6, AC-5-1 e cicloaltilisina 7 (FIGURA 1.12). J4 para esponja eles
observaram uma atividade moderada de duas substancias: um alcaloide derivado da
triptamina, haploscleridamina, e o aminoacido triptamina (FIGURA 1.13).

FIGURA 1.12 - Cicloaltilisina 6 (a), AC-5-1 (b) e cicloaltilisina 7 (c) isoladas de A.

altilis e com alta atividade frente & catepsina K.

NH NH;
A\ Nt\ N\
N \_NH N
H H
(@) (b)

a

FIGURA 1.13 - Haploscleramina (a) e triptamina (b), isoladas de uma esponja

marinha da ordem Haplosclerida, e com moderada atividade frente a catepsina K.

ZENG et al. (2006) isolaram e identificaram seis biflavonas com
moderada atividade de inibicdo frente a catepsina K. Trés dessas substancias foram
isoladas e identificadas do extrato acetonico das folhas e ramos de Taxodium
mucronatum (Taxodiaceae). As outras trés substancias foram isoladas e
identificadas do extrato metandlico das folhas de Cycas guizhouensis (Cicadaceae).

JEONG et al. (2003) também estudaram um extrato vegetal com o
intuito de se obter uma resposta positiva na inibicdo da catepsina K. Eles estudaram
a espécie Drynaria fortunei (Polypodiaceae), uma erva medicinal tradicional da
Coréia. Os rizomas desta planta sdo bastante utilizados pela medicina popular
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oriental para problemas de saude relacionados a problemas osteoarticulares e tem
sido reafirmado quanto ao uso em terapias para recuperacao 0ssea. O tratamento in
vitro de células 6sseas com o extrato feito com os rizomas dessa espécie preveniu a
maturacdo intracelular da catepsina K, sugerindo que a Drinaria fortunei pode
interromper o trafico intracelular dessa cisteino protease.

Existe uma grande quantidade de inibidores da catepsina K obtidos
sinteticamente (CRANE et al., 2006; PALMER et al., 2006; ROY et al., 2006; SETTI
et al., 2006; YAMASHITA, 2000), no entanto, inibidores oriundos de fontes naturais
ainda sao bastante escassos. Conforme citado anteriormente, existem na literatura
apenas onze inibidores que foram isolados de fontes naturais, 0s quais
apresentaram atividade, cuja intensidade variou de moderada a alta frente a
catepsina K (PATIL et al., 2002a; PATIL et al., 2002b).

Dentre os diversos problemas de saude publica que acometem uma
grande parcela da populagcdo mundial, estdo presentes as doencas osteoarticulares
gue evoluem muitas vezes para quadros debilitantes. Diante disso e da necessidade
de se descobrir novos farmacos eficazes e mais seguros, € interessante o estudo de

plantas utilizadas pela medicina popular para este proposito.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi realizar, apds triagem com extratos de
plantas conhecidas popularmente por sua atividade em doencas que envolvem o0s
tecidos 0Osseo, cartilaginoso e sinovial, a busca de inibidores especificos da
catepsina K, por biomonitoramento das fracGes da espécie selecionada.

Os objetivos especificos foram:

a) Ensaiar os extratos de diferentes espécies frente a catepsina K, e
selecionar a espécie mais promissora;

b) Isolar e identificar os metabdlitos responsaveis pela inibicdo frente a
catepsina K;

c) Modificar estruturalmente o metabdlito majoritario da espécie selecionada
a fim de aumentar seu poder inibitério;

d) Determinar o ICsy, seletividade, e o tipo de inibicAo enzimatica das
substancias mais ativas/promissoras;

e) Ensaiar as substancias mais promissoras em células humanas.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Material

Suportes para cromatografia de adsor¢gao em coluna

Silica gel 60 comum (70-230 mesh), Sigma.
Silica gel 60 do tipo “flash” (230-400 mesh), Sigma.

Solventes e reagentes

Foram utilizados solventes (n-hexano, n-pentano, diclorometano, acetato de
etila, acetona e agua) comerciais destilados no DQ-UFSCar e solventes
deuterados (cloroférmio, metanol, acetona e DMSO), obtidos da Merck e
Aldrich, para a obtencéo dos espectros de RMN.

Inibidor irreversivel de cisteino peptidases E-64 (L-3-carboxi-trans-2,3-
epoxipropionil-leucilamido(4-guanino)butano, DTE  (ditioleritritol) e 5-
nitrosaliciladeido foram obtidos da Sigma.

Susbtrato Z-Phe-Arg-MCA (Cbz-Phe-Arg-MCA ou carbobenzoxi-fenilalanina-
arginina-7-amino-4-metilcumarina ou benziloxicarbonil- fenilalanina-arginina-4-
metil-7-coumarilamida) e Z-Gly-Pro-Arg-4MBNA, da Sigma e Bachem,
respectivamente.

Para o preparo do reagente de Griess utilizou-se: sulfanilamida e N-1-
naftiletiienodiamina, da Sigma. Para o ensaio de viabilidade celular foi
utiizado o sal de tetrazélio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), da Sigma.

Meios de cultivo: DMEM (“Dulbeco Modified Eagle’s Medium) e RPMI

(Roswell Park Memorial Institute”), da BioWhittaker.

Enzima

A catepsina K recombinante humana expressa em Pichia pastoris foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Dieter Bromme, da University of Britsh
Columbia, Vancouver, Canada. A enzima foi estocada em uma solucéo
contendo 0,01% de tween 20 (v/v).
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Células
» Linhagem celular pré-condrocitaria de ratos (ATDC5) de RIKEN Cell Bank,
Japao.
» Células humanas: condrécitos e sinoviécitos, obtidas de pacientes com
artrose através de artroplastia total de joelho.

Cromatografia em camada delgada analitica

= Utilizaram-se folhas de aluminio com silica 60 Fzs4, (¢ = 0,2 mm) da Merck.

Cromatografia em camada delgada preparativa
» Foram utilizadas placas preparativas de silica gel 60 Fus4, (5 X 20 cm) da
Merck.

Reveladores
= Camara de radiacdo ultravioleta, nos comprimentos de onda 254 nm e 365
nm.
= Solucéo de vanilina: a vanilina (3,0 g) foi dissolvida em uma soluc&o contendo
135 mL de agua destilada, 135 mL de MeOH e 30 mL de H,SO, concentrado.

3.2 - Equipamentos

Evaporadores rotativos
= Bichi, rotaevaporador R-114 equipado com banho Buichi B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C;
= Bichi, rotavapor R-200 equipado com banho Buchi 490 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

Equipamentos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
= Shimadzu LC-8 com sistema de reciclo;
» Shimadzu SCL-10AVP com sistema de reciclo, vélvula Rheodyne 7725i,
bomba Shimadzu LC-6AD.
= Colunas: C18, 10 y, 25 x 0,46 cm e C18, 10 y, 30 x 1,0 cm, LUNA. Propildiol
10u, 25 x 0,46 cm e Propildiol, 10y, 30 x 0,78 cm, Merck.
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Balanca analitica
»= Mettler modelo AE240

Céamara de analise de fluorescéncia por luz ultravioleta
= Cabine tipo Spectroline modelo CM-10 com luz tipo Spectroline modelo ENF-
260C

Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
= Bruker DRX 4,9 T (400 MHz para espectros de RMN 'H e 100 MHz para
espectros de RMN *3C);
» Bruker DRX 9,8 T (200 MHz para espectros de RMN 'H e 50 MHz para
espectros de RMN **C).

Espectrometro de Massa (EM)
= CG-EM da Shimadzu modelo QP 5000, ionizacao por impacto eletrénico
= “ESI-MS-MS” Bruker, modelo ESQUIRE 6000.
= “ESI-MS-MS” Applied Biosystems, modelo API 2000

Analisador elementar
= CHNS-O (Fisons), modelo EA 1108,

Espectrometro de infravermelho
= Bomem modelo M102 com transformada de Fourier e calibracdo interna. As
amostras foram preparadas sobre pastilhas de KBr.

Polarimetro

=  Perkin EImer modelo 241.

Espectrofluorimetro
= Leitor de placa de ELISA: Molecular Devices Corporation — Spetra MAX
GEMINI XS.

Espectrofotometro

= Leitor de placa de ELISA: Dynex Technologies Opsys MR.
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Microscopio de Fluorescéncia

» Microscopio confocal de Fluorescéncia Leyca, modelo SP5.

Centrifuga

= Centrifuga Hettich Mikro 22R, com controle de temperatura.

3.3 - Procedimento Experimental

3.3.1 - Triagem das plantas selecionadas e preparacdo dos extratos
vegetais

Gengibre (Z. officinale) fresco e curcuma (Curcuma longa), também
chamada de acafrdo no Brasil, em pé da marca Okta®, foram adquiridos em um
supermercado da cidade de Sao Carlos. A garra-do-diabo foi adquirida no mercado
municipal de Sado Carlos. Camélia (C. sinensis), planta utilizada no preparo do cha
verde e unha-de-gato (U. tomentosa) foram adquiridas através do site de vendas de
chas e ervas medicinais, www.ervadobem.com, de Belém-PA. O babacu (Orbignya
phalerata) (mesocarpo do fruto seco) foi gentilmente doado pela empresa Esmeraldo
Produtos Naturais, Fortaleza, Ceard. Mentrasto (Ageratum conyzoides), moringa
(Moringa oleifera) e urtiga (Laportea aestuans) foram coletadas na Universidade
Federal do Ceard (UFC) em Fortaleza, e identificadas pelo Engenheiro Agrobnomo
Luiz Wilson Lima-Verde, da Universidade Federal do Cearda, Centro de Ciéncias,
Departamento de Biologia. O pequi foi coletado em Anépolis, Goiés.

As diversas espécies foram secas, pulverizadas e extraidas por
maceracao com alcool etilico 99,5 %. O alcool etilico foi evaporado, obtendo-se,
desta forma, um extrato livre de solventes (extrato bruto).

Todos os extratos foram ensaiados frente a catepsina K e o mais ativo
foi selecionado para realizar um estudo com maior profundidade, a fim de se isolar
0s metabdlitos responsaveis pela atividade inibitéria.

Extracdo de Oleo essencial da espécie selecionada também foi
realizada utilizando a técnica por arraste a vapor, que consiste basicamente em
arrastar os componentes organicos volateis do material a ser extraido através do
vapor de agua. O 6leo obtido foi separado da fase aquosa utilizando um funil de
separacdo, e imediatamente armazenado a -20°C, até a realizacdo das andlises
posteriores. Foi utilizado nesta extracdo 1,0 kg de rizomas frescos de Z. officinale

36



Material e Métodos

cortado em pequenos pedacos, o qual foi mantido sob aquecimento, a 70°C, no
baldo de extracdo com agua, por 4 horas.

3.3.2 - Fracionamento do extrato dos rizomas de Z. officinale

Partindo-se de 0,8 kg de rizomas secos de Z. officinale, apés
maceragcdo com etanol, obteve-se aproximadamente 34 g (4,2 %) de extrato bruto.
Este extrato bruto foi particionado, por particdo liquido-liquido, utilizando como
solventes, n-hexano, diclorometano e acetato de etila, a partir de uma solucéo
etanol/agua, 70:30 (v/v), contendo o extrato. Um fluxograma desta particdo pode ser
observado na FIGURA 3.1, abaixo.

Solugao EtOH/H,0 do extrato de Z.
Officinale. Massa de extrato seco: 34 g

g ™

Fracdo n-hexano.
Massa de extrato seco: 12,90 g, 37,9 %

\. J

g ™

Fracédo Diclorometano
Massa de extrato seco: 14,44 g, 42,4%

| J/

Fracéo Acetato de Etila
Massa de extrato seco: 0,44 g, 1,3 %

Fracdo Etanol/Agua
Massa de extrato seco: 5,43 g, 16,0 %

\. J

FIGURA 3.1: Fluxograma da particao liquido-liquido do extrato bruto de Z. officinale.

A fracdo de diclorometano foi fracionada como esta apresentado na
FIGURA 3.2 e dela isolaram-se 18 substancias. Os sub-fracionamentos da fracédo de
diclorometano posteriores foram realizados utilizando colunas de vidro abertas
empacotadas com silica gel 60 (70-230 mesh) ou silica do tipo “flash” (230-400
mesh), com monitoramento das fracdes coletadas por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA).
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Fracéo Diclorometano
(109)

ZOD1-13 (11,3 mg)

Z0D14 (3,2 mg)

Z0D15-16 (9,9 mg)

o | U J—_JC_J

Z0OD17-19 (30 mg) (substancia

—
—

.

Z0D29-32
(141,6 mq)

| —

|

Z0OD20-28 (299,4 mg) ]

! G

Z0D33-35

| —

R
ZOD36-39 (98 mg)
(substancia 4)

ZOD40-60 (2 g)

i
— ~ |
— > |

(
L

»substancia 10 (0,2 mg)

—— »substancia 7 (7,7 mg)

»substancia 15 (0,9 mg)
————» substancia 16 (1,0 mg)
»substancia 12 (0,6 mg)

substancia 5 (19,6 mg)
»substancia 11 (7,0 mg)

—— substancia 13 (12,3 mg)
» substancia 2 (1133,4 mg)
[———— substéancia 9 (22,3 mg)
» substancia 3 (184,2 mg)

ZOD61-89 (426,1 mg) ]

ZOD90-100 (79,4 mg) ]

ZOD101-123 (180 mg)]

substancia 8 (47 mg)

13 fragOes

substancia 1
(6 mg)

substéncia 14 (7,7 mg)

substancia 18 (44,8 mg)

substancia 17 (1,2 mg)

FIGURA 3.2 - Fracionamentos da fracdo diclorometano da espécie Z. officinale.
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3.3.2.1 - Isolamento dos metabdlitos

Neste e nos proximos itens os quais foram utilizadas misturas de
solventes como fase mével, a propor¢cdo das misturas foi dada na forma de razéo
volumétrica (v/v). A concentracdo das fracBes injetadas em escala analitica foi 1,0
mg/mL. A concentracdo minima das fracdes injetadas nas colunas semi-preparativas
para todas as separacbes foi 5 mg/mL, sendo aumentadas gradativamente de
acordo com a intensidade, detectada por UV, e separacdo das bandas
cromatograficas.

Uma massa de dez gramas da fracao diclorometano foi submetida ao
fracionamento via CC com silica gel 70-230 mesh (coluna ZOD1, 37,0 x 5,0 cm,
eluicdo isocratica com n-hexano/acetato de etila, 3:2). Foram coletadas 124
subfracbes (20 mL cada) e, apds analise por CCDA, algumas foram reunidas,
obtendo-se 13 subfracdes. A subfracdo ZOD17-19 (30 mg), foi caracterizada como
10-shogaol (6) e a fragdo ZOD36-39 (98 mg), como 10-gingerol (4).

A subfracdo ZOD20-28 (299,4 mg) foi submetida ao fracionamento por
CC com silica gel 70-230 mesh (coluna 16,0 x 3,0 cm, eluicdo isocratica com n-
hexano/acetona, 4:1). Foram coletadas 8 subfragdes (ZOD20-28A-ZOD20-28H). As
subfragbes Z0OD20-28B, ZOD20-28C e a reunidao das subfragbes ZOD20-28E,
Z0OD20-28F e ZOD20-28G foram submetidas a fracionamento por CLAE, utilizando

as seguintes condigdes:

Escala analitica Escala semi-preparativa

Coluna C18, 10y, 10 x 0,46 cm Coluna C18, 10, 30 x 1,0 cm
Fase moével: Metanol/Agua (65:35) Fase moével: Metanol/Agua (65:35)
Vazéo: 0,8 mL/min Vazéo: 10,0 mL/min

A =254, 280 nm A =254, 280 nm

Vinj= 10 pL Vinj= 150 pL

O fator de escalonamento para obtencédo da vazao a ser utilizada em
escala semi-preparativa foi calculado utilizando a Equagao 3.1 (CASS e DEGANI,
2001):

_RAL,

S=—""F Equacdo 3.1
R2L, quag
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Onde Rp e Ra séo os raios da coluna preparativa e analitica, respectivamente, e L, e
La, S80 0s comprimentos das colunas preparativa e analitica, respectivamente.

Da subfracdo zZzOD20-28B (1,5 mg), isolou-se 0,2 mg de uma
substancia que foi caracterizada como metil-6-shogaol (10). Da subfragdo ZOD20-
28C (12,7 mg), foram isoladas 4 substancias, que foram caracterizadas como: 6-
paradol (7), 7,7 mg; galanolactona (15), 0,9 mg; 8-shogaol (16), 1,0 mg; diacetato de
metil-6-gingerdioila (12), 0,6 mg. As substancias 16 e 12 se apresentavam como
uma mistura em uma das fracdes coletadas, e por isso prosseguiu-se com 0
isolamento. O isolamento destas duas substancias foi realizado por CLAE no modo

reverso usando reciclo, com as seguintes condi¢des:

Escala analitica
Coluna C18, 10y, 25 x 0,46 cm
Fase movel: Acetonitrila/Metanol/Agua (40:40:20)

Numeros de reciclos: 5
Vazéo: 0,8 mL/min

A =254, 280 nm

Vinj = 50 pL

Da subfracdo ZOD20-28EFG (75,2 mg) isolaram-se 2 substancias, que
foram caracterizadas como: 6-shogaol (5), 19,6 mg; diacetato de 6-gingerdioila (11),
7,0 mg.

A subfracdo ZOD40-60 (2 g) foi submetida ao fracionamento por CC
com silica gel 70-230 mesh (coluna 14,0 x 5,0 cm, eluicdo isocratica com
diclorometano/acetato de etila, 4,5:0,5). Foram coletadas 5 subfracbes (ZOD40-60A
a ZOD40-60E). A reunido das subfracbes ZOD40-60C e ZOD40-60D, renomeada
como ZOD40-60CD (1,6 g), foi submetida ao fracionamento por CLAE, utilizando as

condicdes descritas na pagina seguinte.
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Escala analitica Escala semi-preparativa

Coluna C18, 10y, 10 x 0,46 cm Coluna C18, 10, 30 x 1,0 cm
Fase moével: Metanol/Agua (60:40) Fase moével: Metanol/Agua (65:35)
Vazéo: 1,0 mL/min Vazéo: 12,5 mL/min

A =254, 280 nm A =254, 280 nm

Vinj= 10 pL Vinj= 150 pL

Desta subfracdo (ZOD40-60CD), foram isolados 4 substancias
caracterizadas como: zingerona (13), 12,3 mg; 6-gingerol (2), 1133,4 mg; metil-6-
gingerol (9), 22,3 mg; 8-gingerol (3), 184,2 mg.

A subfracdo ZOD61-89 (426,1 mg) foi submetida ao fracionamento por
CC com silica gel 70-230 mesh (coluna 15,0 x 3,0 cm, eluicdo isocratica com n-
hexano/acetato de etila, 6:3). Foram coletadas 5 subfracdes (ZOD61-89A a ZOD61-
89E). A subfracdo ZOD61-89E (55 mg) foi submetida ao fracionamento via CLAE,

utilizando as seguintes condicoes:

Escala analitica Escala semi-preparativa

Coluna C18, 10y, 10 x 0,46 cm Coluna C18, 10, 30 x 1,0 cm
Fase moével: Metanol/Agua (65:35) Fase moével: Metanol/Agua (65:35)
Vazéo: 0,8 mL/min Vazéao: 10,0 mL/min

A =254, 280 nm A =254, 280 nm

Vinj= 10 pL Vinj= 150 pL

Desta subfracdo (ZODG61-89E), coletaram-se 4 subfracdes (ZOD61-
89E1- ZOD61-89E4) sendo a subfracdo ZOD61-89E1 (6 mg) identificada como, 4-
gingerol (1) e a subfragédo 61-89E2 (7,7 mg) como gingerenona A (14).

A subfracdo ZOD101-123 (180 mg) foi submetida ao fracionamento por
CC com silica gel 70-230 mesh (coluna 14,5 x 3,0 cm, eluicdo isocratica com
diclorometano/acetato de etila, 3:1). Foram coletadas 4 subfragbes (ZOD101-123A-
Z0D101-123D). A subfragdo ZOD101-123C (47,0 mg) foi caracterizada como, 6-
gingerdiol (8).

A subfracdo ZOD124 (4 g) foi submetida ao fracionamento por CC com
silica gel 70-230 mesh (coluna, ZOD2, 13,0 x 5,0 cm, eluicdo isocratica com
diclorometano/metanol, 5:0,1). Foram coletadas 16 subfragcbes (ZOD124A a
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Z0OD124P). Apo6s analise por CCDA reuniu-se as subfracfes ZOD124N e ZOD1240.
Esta nova subfracdo (ZOD124NO, 1,4 g) foi submetida a mais um fracionamento por
CC com silica gel do tipo “flash” (coluna ZOD3, 32,0 x 3,5 cm, eluicdo isocratica com
n-hexano/acetato de etila/metanol, 2:2:0,1). Coletaram-se, portanto, 13 subfragdes,
sendo a subfragdo ZOD124NO7 (106,1 mg) e a subfragdo 124NO12 (15 mg)
submetidas ao fracionamento por CLAE, utilizando as seguintes condi¢des:

Escala analitica

Coluna C18, 10, 25 x 0,46 cm

Fase mével: Acetonitrila/Metanol/Agua (13,75:48,75:37,5)
Vazéo: 0,8 mL/min

A =254 nm

Vinj= 10 uL

Escala semi-preparativa

Coluna C18, 10y, 30 x 1,0 cm

Fase mével: Acetonitrila/Metanol/Agua (13,75:48,75:37,5)
Vazéo: 6,0 mL/min

A =254 nm

Vinj= 150 pL

Da subfragdo ZOD124NO7 (106,1 mg) foi isolado 44,8 mg de um
composto que foi caracterizado como, hexaidrocurcumina (18), e da subfracéo
ZOD124N0O12 (15 mg), 1,2 mg de um composto caracterizado como, 3-acetato de 5-
hidroxi-1,7-bis(4’-hidroxi-3’-metoxifenil)-heptila (17).

Da fracdo n-hexanica obtida do extrato bruto dos rizomas de Z.
officinale, isolou-se uma mistura de sesquiterpenos, por CC, utilizando como fase
estacionaria silica gel 70-230 mesh (coluna 7,0 x 3,0 cm, eluicdo isocratica: n-
pentano 100%). Foram coletadas 3 subfracdes (20 mL cada), e destas, a mistura de
sesquiterpenos foi detectada na fracdo 2 e na fragao 3.
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3.3.2.2 - Otimizacao de separacédo do 6, 8 e 10-gingerol

Foi realizada uma otimizacdo em CLAE para a separacdo dos
compostos majoritarios (6, 8 e 10-gingerol) da oleoresina dos rizomas de Z.
officinale.

Inicialmente, o extrato bruto dos rizomas de Z. officinale passou por um
fracionamento utilizando cromatografia a vacuo, onde se utilizou uma coluna de
vidro (20 x 8 cm) preenchida com silica gel 60 (70-230 mesh). Vinte e um gramas de
extrato bruto dos rizomas de Z. officinale foram aplicados na coluna, sendo em
seguida eluida com 1 litro de n-hexano. Em seguida, uma mistura de n-
hexano/acetato de etila (1:1) (2,5 L) foi eluida obtendo-se desta forma uma fracédo
rica em gingerois e shogaois, que logo foi concentrada em rotaevaporador. Esta
fracdo rica em gingerois e shogaois foi submetida ao fracionamento por CC com
silica gel do tipo “flash” (coluna 28,0 x 5,0 cm, eluicdo isocratica com n-
hexano/acetato de etila, 3:2). Foram obtidas 6 fracdes. A primeira fracdo foi coletada
desde a aplicacao da amostra até o surgimento de uma coloracdo amarela no frasco
coletor. Os volumes das fragbes seguintes foram 400 mL (fracdo 2), 150 mL (fracéo
3), 800 mL (fracéo 4), 200 mL (fracdo 5) e 600 mL (fracdo 6) respectivamente. Os
gingerois estavam concentrados na fracdo 4. Para a otimizagdo da separacédo dos
gingerois por CLAE as condic¢8es utilizadas foram as descritas na pagina seguinte.
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Condicéo 1 Condicéo 2

Coluna C18, 10y, 25x 0,46 cm Coluna C18, 10, 25 x 1,0 cm
Fase movel: Metanol/Agua (70:30) Fase movel: Metanol/Agua (80:20)
Vazéo: 1,0 mL/min Vazéo: 1,0 mL/min

A =282 nm A =282 nm

Vinj= 25 pL Vinj= 25 pL

Condicdo 3 Condicdo 4

Coluna C18, 10y, 25x 0,46 cm Coluna C18, 10, 25 x 1,0 cm
Fase movel: Metanol/Agua (75:25) Fase movel: Acetonitrila/Agua (77:23)
Vazéo: 1,0 mL/min Vazéo: 1,0 mL/min

A =282 nm A =282 nm

Vinj= 25 pL Vinj= 25 pL

A condicdo selecionada para o escalonamento foi a condicdo 3.
Portanto, apés os calculos de escalonamento, obteve-se para o modo semi-

preparativo:

Escala semi-preparativa
Coluna C18, 10y, 30 x 1,0 cm
Fase movel: Metanol/Agua (75:25)

Vazao: 6,0 mL/min
A =282 nm
Vinj =400 |J|_

O fator de escalonamento foi calculado com através da Equacédo 3.2,
citada no item 3.3.2.1 (CASS e DEGANI, 2001):

3.3.2.3 - Identificacao das substancias

As substancias foram identificadas por técnicas espectroscopicas
como: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13
(RMN *3C), utilizando técnicas bidimensionais quando necessario, ultravioleta (UV) e
espectrometria de massas (EM), além de comparacao com os dados da literatura.
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3.3.2.4 - Determinacdao do indice de retencdo de Kovats para a

identificacdo de constituintes volateis

Para a determinacdo do indice de retencdo dos constituintes volateis
do extrato n-hexanico e do 6leo essencial, utilizou-se como padrdo uma mistura de
hidrocarbonetos (C11-C16) padréo, e a Equacdo 3.2, recomendada pela IUPAC
(“International Union of Pure and Applied Chemistry”).

(tn - tn—l)

R - (100.N {, —tn_l)] 100C, |
Equacéo 3.2

Equacao na qual, IR € o indice de retencéo de Kovats, N é (C,-Cy.1), Cn 0 nUmero de
carbonos do n-alcano que elui apés a substancia analisada, C,; 0 numero de
carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada, tx 0 tempo de retencéo
da substancia analisada, t, o tempo de retencdo do n-alcano que elui apos a
substancia analisada e t,.. 0 tempo de retencdo do n-alcano que elui antes da
substancia analisada.

3.3.3 - Modificacéo estrutural do 6-gingerol
3.3.3.1 - Reacao de acetilacéo

A 60 mg (0,204 mmol) de 6-gingerol, foram adicionados 0,3 mL de
piridina e 2 mL de anidrido acético. A mistura reacional foi mantida em repouso por
10 horas a temperatura ambiente (ESQUEMA 3.1). A extracao dos produtos foi feita
com diclorometano, apés adicdo de agua gelada (MARCH, 1992).

O isolamento dos produtos foi realizado por CCDP (20,0 x 5,0 cm) e

usando como eluente a mistura de solventes, n-hexano/acetato de etila, 3:1.

(o}

o Ac,0
. = R(%)=74,2% ‘
o o)
py, 25°C o =
HO

)ko Sub-produto

ESQUEMA 3.1 - Reagéo de acetilagao do 6-gingerol.
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3.3.3.2 - Reacao de desidratacao

Cem miligramas (0,340 mmol) de 6-gingerol foram solubilizadas em 3
mL de acetona, mantendo-se sob refluxo por 4 horas, a 70°C e peneira molecular
3A. Acido para-toluenosulfénico foi usado como catalisador (ESQUEMA 3.2). A
extracdo do produto foi realizada com diclorometano, apos adicdo de agua gelada
(MARCH, 1992).

o]

‘ o OH ‘
o pTSA [¢) -
—_—
(CH,),CO, 70°C
Ho R(%)=40,7 %

ESQUEMA 3.2 - Reacéao de desidratacéo do 6-gingerol.

O isolamento foi realizado utilizando por CC silica do tipo “flash” (4,0 x
1,6 cm). O eluente utilizado foi n-hexano/acetato de etila, 3:1. Trés fragbes de 30 mL
foram coletadas, sendo o produto da reacéo identificado na fracao 1.

3.3.3.3 - Reacg0des de formacao de hidrazona (MARCH, 1992).

3.3.3.3.1 - Reacao de 6-gingerol com fenilidrazina

A um baldo reacional foram adicionados 12 mg (0,042 mmol) de 6-
gingerol, 4,19 uL (0,042 mmol) de fenilidrazina a 0°C, usando etanol anidro (0,1 mL)
como solvente, peneira molecular 3A e &cido acético como catalisador. A mistura

reacional foi mantida sob agitacdo por 30 minutos. A extracdo do produto foi

¢

NH
‘ o OH N oH

‘ ACOH | \
o I o
PhNHNH,
Ho EtOH, 0°C R(%)=17,2 %

HO

realizada com diclorometano, apés adi¢cdo de agua gelada.

ESQUEMA 3.3 - Formacdo de hidrazona obtida da reacdo do 6-gingerol com
fenilhidrazina.
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O isolamento do produto foi realizado por CCDP (20,0 x 5,0 cm)
usando como eluente n-hexano/acetona, 3:1,5 e posterior purificagdo por CLAE. As

condic¢des foram as seguintes:

Modo analitico Modo semi-preparativo

Coluna DIOL, 10y, 25 x 0,46 cm Coluna DIOL, 10y, 30 x 0,78 cm
Fase mdvel: n-hexano/etanol (80:20)  Fase movel: n-hexano/etanol (80:20)
Vazéo: 0,8 mL/min Vazéo: 2,8 mL/min

A =254 nm A =254 nm

Vinj= 5 pL Vinj = 150 pL

3.3.3.3.1 - Reagéo de 6-gingerol com hidrazina

A um baldo reacional foram adicionados 27 mg (0,092 mmol) de 6-
gingerol, 59,2 uL (1,850 mmol) de hidrazina a 0°C, usando etanol anidro (1,0 mL)
como solvente, peneira molecular 3A e acido acético como catalisador (ESQUEMA
3.4). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 40 minutos. A extracdo do

produto foi realizada com diclorometano, ap6s adicdo de agua gelada.

HO
| o on OM
o AcOH N/ o
NA, | |
EtOH, 0°C ©
HO
R(%)=2 %

HO

ESQUEMA 3.4 - Formagdo de hidrazona obtida da reagdo do 6-gingerol com
hidrazina.
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O isolamento do produto foi realizado utilizando CLAE. As condi¢des

foram as seguintes:

Modo analitico Modo semi-preparativo
Coluna DIOL, 10y, 25 x 0,46 cm Coluna DIOL, 10y, 30 x 0,78 cm
Fase movel: n-hexano/isopropanol (80:20) Fase madvel: n-hexano/isopropanol
Vazao: 1,0 mL/min (80:20)
A =254 nm Vazéo: 3,0 mL/min
Vinj= 5 pL A =254 nm
Vinj= 150 pL

3.3.3.3.1 - Reacao de 6-gingerol com 2,4-dinitrofenilidrazina

A um baldo reacional foram adicionados 200 mg (0,680 mmol) de 6-
gingerol, 140 mg (0,295 mmol) de 2,4-dinitrofenilidrazina a 0°C, usando metanol
anidro (20 mL) como solvente, peneira molecular 3A e &cido cloridrico como
catalisador. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 60 minutos. A extracéo

dos produtos foi realizada com diclorometano, ap6s adi(;éo de agua gelada.

o OH
‘ AcOH
o
24DNPH R(%)=34.8 %
MeOH, 0°C
HO

OH

mi/\/\

ESQUEMA 3.5 - Formagédo de hidrazona obtida da reagéo do 6-gingerol com 2,4-
dinitrofenilhidrazina.

O isolamento dos produtos foi realizado utilizando por CC silica do tipo
“flash” (15 x 3,4 cm). O eluente utilizado foi n-hexano/acetato de etila, 3:2. Foram
coletadas 20 fracdes de 20 mL cada. Os produtos foram identificados nas fracdes
10-16 e 19-20.
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3.3.3.4 - Reacao de formacéo de oxima (MARCH, 1992).

A um baldo reacional foram adicionados 48 mg (0,163 mmol) de 6-
gingerol, 108 mg (0,116 mmol) de cloridrato de hidroxilamina a 25°C, usando
metanol anidro (3,0 mL) como solvente e peneira molecular 3A. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo por 6 horas (ESQUEMA 3.6). A extracdo dos produtos foi

feita com acetato de etila, apds adicdo de agua gelada.

OH
N/ OH

‘ (o} OH

) NH,OH.HCI 0
—_—
MeOH, 25°C
o R(%)=29,7 %

HO

ESQUEMA 3.6 - Formacgéo de oxima obtida da reacdo do 6-gingerol com cloridrato
de hidroxilamina.

O isolamento do produto foi realizado utilizando por CC, silica do tipo
“flash” (5,0 x 1,8 cm) usando como eluente n-hexano/acetato de etila, 3:2. Foram
coletadas 6 fracOes de 8 mL cada. O produto da reacéo foi identificado nas fracdes
4-6.

3.3.4 - Ensaios de atividade enzimatica frente a catepsina K

A atividade enzimética foi determinada através da observacdo do
aumento de fluorescéncia devido a hidrolise do substrato Z-Phe-Arg-MCA.

A medida de atividade enzimética foi monitorada através de um
fluorimetro de placa, com uma fenda de excitacdo-emissao ajustada para lex 380 nm
e Aem 460 nm, respectivamente. Nas determinacdes, as placas sdo mantidas em
compartimento termostatizado a 27 °C com a catepsina K (concentracdo na ordem
de nanomolar), previamente ativada com ditiotreitol (DTT) (2,5 mM) por 5 min. Em
seguida adicionaram-se 5 pL da solugdo a ser testada (extrato, 0,5 mg/mL, ou
substancia pura, 125 pyM, dissolvida em DMSO), incubando-se por 5 min e em
seguida o substrato Z-Phe-Arg-MCA (10 uM), fazendo-se a leitura em tempo real.
DMSO foi utilizado com controle negativo e o inibidor irreversivel E64 como controle
positivo de inibicdo enzimatica. A concentracao final de DMSO nos ensaios foi 2,5 %
(SEVERINO, 2008).
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Os ensaios bioquimicos com a catepsina K foram realizados em
fluorimetro Gemini — XS, com placa de ELISA preta de 96 pocos e com volume final
de 200 yL. Os parametros cinéticos foram calculados usando equacfes de Hanes-
Woolf e o programa para construcéo de graficos Microcal Origin 6.0.

Para o célculo da inibicdo enzimatica a Equacgéo 3.1 foi utilizada.

Inibicao(%) = 100.(1— \\;—'] Equacéo 3.3

0

Equacao na qual, Vi e Vy sdo as velocidades na presenca e auséncia de inibidor,

respectivamente.

3.3.5 - Ensaios biologicos

Ensaios em células humanas foram realizados no Laboratério de
Reumatologia y Patologia 6sea degenerativa da “Fundacion Jiménez Diaz”, Madrid,
Espanha, sob a orientacdo do professor Gabriel Herrero-Beaumont Cuenca através
de um doutorado sanduiche. As substancias selecionadas para a realizacdo dos
ensaios foram: 6-shogaol, 10-gingerol, e SSi6, um produto natural modificado

guimicamente a partir do 6-gingerol.

3.3.5.1 - Cultivo de condrocitos

Os condrécitos foram obtidos de pacientes com artrose através de
artroplastia total de joelho por cirurgia convencional. Os condrocitos foram obtidos
depois de digestdo com pronasa (Roche, 10 g/L) por 30 minutos e colagenase tipo
IV (Sigma, 1 g/L) durante 6 horas. A reagédo foi interrompida adicionando-se meio
DMEM (“Dulbecco Modified Eagle’s Medium”, BioWhittaker) suplementado com 10%
de FBS (“Fetal serum bovin”, BioWhittaker), 60 U/mL de penicilina, 60 pg/mL de
estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina (BioWhittaker). O mesmo meio foi utilizado
para ressuspender as células e cultiva-las em placas de petri 100 x 20 mm,
incubando-as a 37°C em uma estufa umidificada com 5% de CO,. Os experimentos
de determinacdo de nitritos foram realizados com as células depois de dois passes,
em placas com 6 pogos, e deplecionadas (DMEM sem FBS) durante 48 horas antes
da incubacdo das substancias com as células por 24 horas (ROMAN-BLAS et al.,
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2009). Esta é uma metodologia padrao usada pelo Laboratério de Reumatologia e
Patologia Ossea Degenerativa da Faculdade de Medicina, “Fundacién Jimenez
Diaz” da “Universidad Autbnoma de Madrid”

A linhagem celular de rato ATDCS5 foi cultivada utilizando o mesmo
meio de cultivo utilizado para os condrécitos humanos (IACONO et al., 2010).

3.3.5.2 - Cultivo de sinovidcitos

As amostras de membranas sinoviais foram obtidas de pacientes com
artrose através de artroplastia total de joelho por cirurgia convencional. As
membranas foram mantidas por 1 hora em soro salino com gentamicina (0,4 U/mL)
em um banho a 37°C. Depois de trés digestbes sequenciais de 15 minutos com
tripsina (Roche, 1,25 mg/mL, pH 8,0) a 37°C em banho sob agitacdo, adicionou-se 0
meio RPMI 1640 (“Roswell Park Memorial Institute”, BioWhittaker) suplementado
com 20% de FBS (“Fetal serum bovin”, BioWhittaker), 60 U/mL de penicilina, 60
ug/mL de estreptomicina, 2 mmol/L de glutamina (BioWhittaker) e 1% de ITS
(Insulin-Transferin Sodium-selenite, Sigma). A reagcdo com a tripsina foi interrompida,
obtendo-se apo6s este procedimento, as células sinoviais. Ap6s centrifugacdo e
ressuspensao das células em meio RPMI a 20% de BSA, os sinovidcitos foram
transferidos a placas de petri 100 x 20 mm, incubando-as a 37°C em uma estufa
umidificada com 5% de CO,. Os experimentos de viabilidade celular foram
realizados com as células depois de dois passes, em placas com 6 pocos, e
deplecionadas (RPMI sem FBS) durante 48 horas antes da incubacdo das
substancias com as células por 24 horas (ROMAN-BLAS et al., 2009). Esta € uma
metodologia padrdo usada pelo Laboratorio de Reumatologia e Patologia Ossea
Degenerativa da Faculdade de Medicina, “Fundacién Jimenez Diaz” da “Universidad

Auténoma de Madrid”.

3.3.5.3 - Ensaios de viabilidade celular com as substancias teste

Para os ensaios de citotoxicidade, células ATDCS5, condrdcitos e
sinoviécitos humanos foram utilizadas, a fim de se determinar a concentracao ideal
para os ensaios subsequentes.

Para o cultivo de condrdcitos, semeadas em placas com 6 pocgos e
incubados a 37°C em uma estufa umidificada com 5% de CO,, 0 ensaio de
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viabilidade celular foi realizado de maneira que a andlise da morte celular pode ser
observada visualmente, utilizando microscopia éptica. As concentracdes testadas
das substancias neste caso foram: 0,5; 5; 50 e 500 uM.

Em placas com 96 pocos, os cultivos celulares ATDC5 (4 x 10°
células/poco) e de sinoviécitos (6 x 10° células/poco), densidades determinadas em
camara de Neubauer, foram incubados por 20 horas, a 37°C em uma estufa
umidificada com 5% de CO,, com as substancias teste em quatro concentracoes
diferentes (0,5; 1; 2,5 e 5,0 uyM). Em seguida o sal de tetrazolio (brometo de 3-(4,5-
dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio, MTT) foi adicionado ao cultivo celular,
mantendo-o por 4 horas. Este sal de tetrazdlio que apresenta coloracdo amarela, é
reduzido pelas desidrogenases celulares, formando um produto de coloracéo
purpura. Depois do periodo de 4 horas, um agente solubilizante (dodecilsulfato de
sédio, 10% em solucdo de HCI, 0,01 M), foi adicionado e mantido por
aproximadamente 14 horas. Finalmente foi feita a leitura em espectrofotdmero, no
comprimento de onda de 570 nm (IACONO et al., 2010).

3.3.5.4 - Determinacgao da atividade da catepsina K em cultivo celular

Uma suspens&o celular (8 x 10* células/poco) foi adicionada em placas
especiais com 8 pocos, onde depois de sua adesédo ao fundo da placa, incubaram-
se as substancias teste ou E64, a 37°C em uma estufa umidificada com 5% de CO»,
com meio de cultivo DMEM sem FBS e fenol por 18 horas. Depois desse periodo de
tempo, trocou-se 0 meio de cultivo por solugcdo tampado acetato pH 5,5, com 5-
nitrosalicilaldeido (500 pM), DTT (1 mM), L-cisteina (0,25 mM) e o substrato
fluorogénico Z-Gly-Pro-Arg-4MBNA, mantendo-se por 45 minutos. Finalmente, os
pocos sao lavados com tampéao fosfato pH 7,0 por 3 vezes, e a placa é preparada
com uma solucdo de glicerol 10 %, sendo o produto fluorescente visualizado
utilizando um microscépio de fluorescéncia, com fenda de excitacdo ajustada para
488 nm e emisséo para 520-530 nm (WANG et al., 2002; RUTTGER et al., 2006,
com modificagdes).
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3.3.5.5 - Determinacéao de nitritos em cultivo celular

Para a determinacdo dos niveis de nitrito, o sobrenadante (meio de
cultivo) das placas de 6 pocos com as células que foram incubadas por 24 horas
com IL-1B e as substancias teste, quando indicado, foram coletados, liofilizados e
ressuspensos em agua destilada.

A quantificacdo de nitritos no meio de cultivo foi feita pelo método de
Griess. Cinquenta microlitros do sobrenadante ressuspendido foram incubados com
50 uL de reagente de Griess (sulfanilamida, 1%, e N-1-naftiletiienodiamina, 0,1%,
em 5% de acido fosférico) durante 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Decorrido esse tempo, mediu-se a absorbancia a um comprimento de onde
de 540 nm em espectrofotdmetro, calculando em seguida a concentracao de nitritos
presentes em cada amostra (OTERO et al., 2007).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Ensaios de inibicado frente a catepsina K dos extratos de plantas

medicinais usadas no tratamento de doencas osteoarticulares

As plantas que sao utilizadas pela medicina tradicional para o
tratamento de doencas osteoarticulares e que foram empregadas na triagem através
da inibicdo da catepsina K, esta apresentada na TABELA 4.1.

TABELA 4.1 - Nome popular, espécie, familia e partes das plantas utilizadas pela

medicina tradicional.

Nome popular Espécie Familia Parte da planta
Gengibre Zingiber officinale | Zingiberaceae Rizomas
Acafrao Curcuma longa Zingiberaceae Rizomas
Cha verde Camellia sinensis Theaceae Folhas
Unha de gato Uncaria tomentosa Rubiaceae Galhos
Ageratum .
Mentrasto _ Asteraceae Parte superior
conyzoides
Moringa Moringa oleifera Moringaceae Folhas
Babacu Orbygnia phalerata Arecaceae Mesocarpo do fruto
) Harpagophytum _ ]
Garra do diabo Pedaliaceae Tubérculo
procumbens
Urtiga Laportea aestuans Urticaceae Folhas
Pequi Caryocar sp. Caryocaraceae Fruto

Fonte: AGRA et al., 2007; AHMED et al., 2005; BRIEN et al., 2006; CHANTRE et al., 2000;
CHRUBASIK et al., 2002; KOOPMAN et al., 2004; MATOS et al., 2000.

Para os ensaios preliminares de inibicdo enzimatica dos extratos
brutos, utilizaram-se trés concentracdes (0,125; 0,25 e 0,5 mg/mL) que ja vinham
sendo utilizadas pelo grupo. As atividades inibitérias aumentaram a medida que a
concentragdo dos extratos/fracdes foi aumentada, mostrando um efeito dose-
dependente. Os melhores resultados de inibicdo enzimética foram obtidos quando
se utilizou a maior concentracao e por isso todos 0s ensaios enzimaticos posteriores

com extratos brutos e fracdes, foram realizados na concentragao de 0,5 mg/mL.
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FIGURA 4.1 — Triagem de inibicdo frente a catepsina K dos extratos brutos das
espécies vegetais. Concentracdo dos extratos: 0,5 mg/mL. Solucdes preparada em
DMSO.

Pode-se observar atraveés da FIGURA 4.1 que as espécies mais ativas
foram: Z. officinale, C. longa, O. phalerata, L. aestuans e U. tomentosa com inibicao
da catepsina K acima de 70%. ApoOs a obtencao destes resultados, foi realizada
através da literatura a busca de informagdes sobre a composicdo quimica de cada
uma destas espécies, e encontrou-se que, a espécie U. tomentosa apresenta uma
grande quantidade de taninos, e que esta classe de substancias é responsavel por
inibir irreversivelmente as enzimas de maneira inespecifica (GONCALVES et al.,
2005; SCHOFIELD et al., 2001). Por esse motivo e pela menor atividade inibitoria,
das cinco espécies mais ativas, esta ndo foi selecionada para estudos posteriores.
Portanto, as espécies selecionadas para a realizacdo de fracionamentos e
biomonitoramento através de ensaios de inibicdo enzimatica foram: Z. officinale, C.
longa, O. phalerata e L. aestuans, por serem as mais ativas frente a catepsina K.

Na FIGURA 4.2 estdo apresentados os resultados de inibicao

enzimatica das fraces obtidas por particdo liquido-liquido.

55



Resultados e Discussao

100

Inibicdo Enzimatica (%)

Z. officinale C. longa O. phalerata L. aestuans
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FIGURA 4.2 - Porcentagem de inibicédo frente a catepsina K das fracdes obtidas dos
extratos brutos das espécies que apresentaram maior atividade de inibicdo
enzimatica. As frac6es n-hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica
estdo representadas em azul, vermelho, verde e roxo, respectivamente.
Concentracao das fracoes: 0,5 mg/mL. Solucdes preparada em DMSO.

Para as espécies Z. officinale, C. longa, e L. aestuans a Unica fracédo
obtida apos as particdes, que apresentou baixa ou nenhuma atividade de inibicdo
frente a catepsina K foi a hidroalcodlica. De forma geral as espécies mais ativas,
com inibicdo em cerca de 90 %, foram a Z. officinale para as fracdes n-hexano,
diclorometano e acetato de etila e a O. phalerata para as fragbes diclorometano,
acetato de etila e hidroalcodlica. Apesar do uso medicinal do babacu em diversas
enfermidades (SOUSA et al., 2011), pouco se sabe a respeito dos metabdlitos
secundarios presentes nesta espécie. Fato este, suportado pela auséncia de
trabalhos relevantes na area de fitoquimica. Por outro lado, a espécie Z. officinale
apresenta numerosos relatos na literatura, enfatizando a relagcdo substancias
majoritarias presentes na planta versus atividade biolégica (ALI et al., 2008).

Baseado nas informacfes coletadas na literatura e na andlise dos
espectros de RMN 'H destas duas espécies, selecionou-se a Z. officinale para os
estudos posteriores mais detalhados. Observou-se nos espectros desta espécie a
presenca de sinais de substancias funcionalizadas e com cadeia alquilica
relativamente longa, caracteristica importante quando se busca bioatividade, por sua
maior facilidade em atravessar barreiras biolégicas.
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Com o intuito de se chegar as substancias responsaveis por tal

inibicdo, purificagdo e novos ensaios de inibicdo enzimatica foram realizados.

4.1.1 - Zingiber officinale

4.1.1.1 - Estudo biomonitorado da fracdo diclorometano dos rizomas de

Z. officinale

Todas as subfracbes obtidas a partir da fracdo diclorometano foram
acompanhadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), e as que
apresentavam caracteristicas semelhantes foram reunidas, totalizando trinta e oito
fracbes. Todas estas fracbes foram ensaiadas frente a catepsina K. As
concentracfes utilizadas nos ensaios de inibicdo enzimatica, das fracdes obtidas
apos a cromatografia classica (CC), foram calculadas proporcionalmente a
guantidade em massa obtida de cada subfracdo, considerando que a concentracéo

utilizada antes do fracionamento foi 0,5 mg/mL.

100
90

80

Inibicdo Enzimética (%)

70

60

50

40

30 -

20 -

I
3

0“’ & e '9 "@ 053 rs‘b t& Y N o”

o) 0 Q Q Q Q Q Q Q Q O O O

v S T M T e S S ¢
Fracdes

by

FIGURA 4.3 - Porcentagem de inibicdo frente a catepsina K com as subfracdes
obtidas da primeira coluna cromatografica classica (ZOD1). As concentracdes dos
ensaios foram 0,5 pg/mL (ZOD1-13), 0,25 pg/mL (ZOD14), 0,5 pug/mL (ZOD15-16), 2
pg/mL (ZOD17-19), 15 pg/mL (ZOD20-28), 7 pg/mL (ZOD29-32), 5 pug/mL (ZOD33-
35), 12,5 pg/mL (ZOD36-39), 100 pg/mL (ZOD40-60), 21 ug/mL (ZOD61-89), 4

Hg/mL (ZOD90-100), 9 pg/mL (ZOD101-123), 203 pg/mL (ZOD124).
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Ap6s o primeiro fracionamento (coluna ZOD1) foram obtidas 13
subfracbes (FIGURA 4.3). Destas, 6 subfracbes mais ativas (ZOD17-19, ZOD20-28,
Z0D36-39, ZOD40-60, ZOD61-89 e ZOD124) foram selecionadas para a realizacéo
de purificacbes posteriores, no entanto a identificagdo prévia das substancias 4
(ZOD17-19) e 6 (ZOD36-39) foram realizadas. Para estes fracionamentos utilizaram-
se como técnicas cromatograficas: cromatografia classica, cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) e ou CLAE, como esta descrito em Material e Métodos

no Item 3.3.2.1, e que sera discutido no proximo item (ltem 4.1.1.1.1).
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FIGURA 4.4 - Porcentagem de inibicdo frente a catepsina K com as subfracdes
obtidas da segunda coluna cromatogréfica classica (ZOD2). As concentracdes dos
ensaios foram 0,05 pg/mL (ZOD124A), 0,20 pg/mL (ZOD124BC), 0,15 pg/mL
(ZOD124D), 0,15 pg/mL (ZOD124E), 0,10 pg/mL (ZOD124F), 0,10 pg/mL
(ZOD124G), 0,15 pg/mL (ZOD124HI), 0,10 ug/mL (ZOD124J), 0,05 pg/mL
(ZOD124K), 0,25 pg/mL (ZOD124L), 0,50 ug/mL (ZOD124M), 85 pg/mL (ZOD124N),
17,5 pg/mL (ZOD1240), 0,75 pg/mL (ZOD124P).

A subfragdo ZOD124 (4 g) obtida da coluna ZOD1, foi re-fracionada,
sendo suas fracdes ensaiadas frente a catepsina K, como pode ser observado na
FIGURA 4.4. Apo6s andlise por CCDA, reuniu-se a subfracdo 124N e 1240 (mais
ativas). A subfracdo, denominada agora ZOD124NO (1,4 g), foi re-fracionada e suas
subfracBes também ensaiadas frente a catepsina K como estdo representadas na
FIGURA 4.5.
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Da subfragdo ZOD124NO7 (106,1 mg) e subfracdo ZOD124NO12 (15
mg) obtidas da coluna ZOD3, identificou-se as substancias 18 e 17,

respectivamente.
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FIGURA 4.5 - Porcentagem de inibicdo frente a catepsina K com as subfracdes
obtidas da terceira coluna cromatogréfica classica (ZOD3). As concentracbes dos
ensaios foram 0,02 pg/mL (ZOD124NO1), 0,03 pg/mL (ZODNOZ2), 0,03 pg/mL
(ZOD124N03), 0,03 pg/mL (ZOD124N04), 0,20 pg/mL (ZOD124NOS5), 0,20 pg/mL
(ZOD124N06), 0,67 pg/mL (ZOD124NO7), 0,06 ug/mL (ZOD124NO8), 0,18 pg/mL
(ZOD124N09), 0,10 pg/mL (ZOD124N0O10), 0,10 pg/mL (ZOD124NO11), 0,10
Hg/mL (ZOD124N012), 0,80 ug/mL (ZOD124NO13).

No final de todos os fracionamentos foram isoladas 18 substéncias,
sendo 4 isoladas e identificadas previamente (substancias 4, 6, 17 e 18). Os
isolamentos das 14 substancias remanecentes estao discutidos no Iltem 4.1.1.1.1. A
purificacdo das substancias 17 e 18 se fez necesséria, e portanto também estédo
discutidas no Iltem 4.1.1.1.1.

Posteriormente, as 18 substancias isoladas foram ensaiadas frente a
catepsina K, na concentracdo de 125 uM, e as que apresentaram uma inibicdo
enzimatica apreciavel (acima de 60%) foram selecionadas para a determinacao do

ICso (concentracdo inibitoria onde hd 50% de inibicdo enzimética).

59



Resultados e Discussao

4.1.1.1.1 - Isolamento das substancias da fragéo diclorometano

Substéancias Isoladas dos rizomas da espécie Z officinale

4-gingerol (Substancia 1)

(o] OH

(e}

6-gingerol (Substancia 2)
(o] OH
o |

HO
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o |

HO

10-gingerol (Substancia 4)

OH

HO
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(0]
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HO
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CH3

HO
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OH OH

HO
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(0] OH

Metil-6-shogaol (Substéancia 10)
(o]

© =
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Diacetato 6-gingerdioila (Substancia 11)

o fo) o o

HO

Diacetato de metil-6-gingerdioila (Substancia 12)

‘ o fo) o o

Zingerona (Substancia 13)

| o]
O:@/\)‘\
HO

Gingerenona A (Substancia 14)

| i |

[¢] (0]
HO OH

Galanolactona (Substancia 15)
Q

N\
X

(0}

8-shogaol (Substancia 16)
0

© =

CHs

HO

3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-heptila (Substancia 17)

| [¢] O OH l

(@] l l 0]
HO OH

Hexaidrocurcumina (Substancia 18)
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Subfracdo Z0OD121-123 (180 mg)

Submeteu-se a subfracdo ZOD121-123 ao fracionamento por CC,
como descrito em Material e Métodos no Item 3.3.2.1, obtendo-se 4 subfracdes
(ZOD121-123A, ZOD121-123B, Z0OD121-123C, Z0OD121-123D). A subfracéo
Z0OD121-123C (47 mg) foi identificada como, 6-gingerdiol (8).

SubFracdo ZOD61-89E (55 mg)
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FIGURA 4.6 - Cromatogramas de separacédo do 4-gingerol (1) e da zingerenona A

(14) obtido por CLAE com as seguintes condi¢des: escala analitica, coluna C18, 10
M, 10 x 0,46 cm e vazao de 0,8 mL/min (A); escala preparativa, coluna C18, 10 u, 30
x 1 cm e vazdo de 10 mL/min (B). A deteccéo foi realizada por UV a 254 e 282 nm e
a fase movel MeOH/H,0 (65/35).

Com o cromatograma (FIGURA 4.6A) da subfracdo ZODG61-89E,
observa-se 3 bandas bem definidas, sendo a primeira referente, provavelmente a
deflexdo do solvente, pois ndo se observa a mesma no cromatograma em escala
semi-preparativa (FIGURA 4.6B), e as duas conseguintes referentes a substancia 1
(6 mg) e substancia 14 (2,8 mg), respectivamente. Com essas condi¢bes
cromatograficas conseguiu-se uma razoavel resolucdo, o que permitiu o isolamento
das substancias satisfatoriamente ap6s o escalonamento a cromatografia semi-

preparativa.
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Subfracsio ZOD40-60 (2 g)
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FIGURA 4.7 - Cromatogramas de separacéo da zingerona (13), 6-gingerol (2), metil-
6-gingerol (9) e 8-gingerol (3) obtido por CLAE com as seguintes condi¢des: escala
analitica, coluna C18, 10 p, 10 x 0,46 cm e vazado de 1 mL/min (A); escala
preparativa, coluna C18, 10 y, 30 x 1 cm e vazéo de 12,5 mL/min (B). A deteccéo foi
realizada por UV a 254 e 282 nm e a fase mével MeOH/H,0O (60/40).

Nos cromatogramas da FIGURA 4.7 observa-se 4 bandas em ordem
de eluicao, referentes as substancias 13 (12,3 mg), 2 (1133,4 mg), 9 (22,3 mg) e 3
(184,2 mg), respectivamente. Também se manteve a resolucdo apdés o
escalonamento a cromatografia semi-preparativa, com uma excelente separacdo
dessas substancias.
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Subfracdo ZOD20-28C (12,7 mg)
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FIGURA 4.8 - Cromatograma de separacéo do 6-paradol (7), galanolactona (15), 8-
shogaol (16) e diacetato de metil-6-gingerdioila (12), obtido por CLAE com as
seguintes condicdes em escala analitica: coluna C18, 10 y, 10 x 0,46 cm, vazao de 1
mL/min, detector UV a 254 e 282 nm e fase moével MeOH/H,0O (65/35).

Neste cromatograma (FIGURA 4.8) pode-se observar pelo menos 10
bandas, no entanto foi possivel o isolamento e identificacdo prévia de apenas das
substancias 7 (7,7 mg) e 15 (0,9 mg). Estas substancias estdo indicadas no
cromatograma da FIGURA 4.8, acima.

O isolamento foi realizado utilizando uma coluna C18, 10 uy, 10 x 0,46
cm, devido a baixissima quantidade de amostra disponivel. Colunas com essas
dimensdes, ditas analiticas, ndo sdo usadas comumente no isolamento de
compostos, no entanto aqui se fez necessario o uso da mesma, devido a baixa
guantidade de amostra disponivel. A injecdo de uma pequena quantidade de
amostra em uma coluna semi-preparativa esta sujeita a uma baixa deteccdo dos
compostos devido ao maior volume da cela semi-preparativa/preparativa do
detector.

As bandas que se encontravam coeluidas referentes as substancias 8-
shogaol e diacetato de metil-6-gingerdioila foram coletadas juntas e
recromatografadas, utilizando o sistema de reciclo, para a obtencdo das substancias
puras, como pode ser observado na FIGURA 4.9. Uma excelente separacgédo foi
obtida apds 5 reciclos.
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Subfracdo ZOD20-28C6 (2,7 mg)
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FIGURA 4.9 - Cromatograma de separacao da diacetato de metil-6-gingerdioila (12)
e do 8-shogaol (16) obtido por CLAE (reciclo) em escala analitica com as seguintes
condigdes: coluna C18, 10 p, 10 x 0,46 cm, vazao de 1 mL/min, detector UV a 254 e
282 nm e fase mével MeOH/H,0 (65/35).

Consequentemente, o isolamento das substancias 12 e 16 também foi
realizado utilizando uma coluna C18, 10 y, 10 x 0,46 cm, devido a baixissima

quantidade de amostra disponivel.

Subfracdo ZOD20-28B (1,5 mg)
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FIGURA 4.10 - Cromatograma de separacdo do metil-6-shogaol (10) obtido por
CLAE com as seguintes condicBes em escala analitica: coluna C18, 10 y, 10 x 0,46
cm e vazao de 0,8 mL/min, detector UV a 254 e 282 nm e fase mével MeOH/H,0
(65/35).

65



Resultados e Discussao

Observa-se na FIGURA 4.10 um numero razoavel de bandas
cromatograficas, no entanto foi possivel a identificacdo de apenas uma substancia
(10) desta subfracdo, com uma massa de 0,2 mg. Também se manteve a resolugao
apos o escalonamento a cromatografia semi-preparativa, com uma boa separacdo
cromatografica.

Da mesma forma que para a subfracdo20-28C, o isolamento foi
realizado utilizando uma coluna C18, 10 y, 10 x 0,46 cm, devido a baixissima

quantidade de amostra disponivel.

Subfracdo ZOD20-28EFG (75,2 mg)
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FIGURA 4.11 - Cromatograma de separacao do 6-shogaol (5) e do diacetato de 6-
gingerdioila (11) obtidos por CLAE com as seguintes condigbes em escala semi-
preparativa: coluna C18, 10 y, 30 x 1 cm, vazao de 10 mL/min, detector UV a 254 e
282 nm e fase mével MeOH/H,0 (65/35).

Utilizando as mesmas condicbes cromatograficas utilizadas para a
subfracdo ZOD20-28B, injetou-se a subfracdo ZOD20-28EFG diretamente em
escala semi-preparativa. Pode ser observado na FIGURA 4.11 duas bandas
intensas bem separadas, referentes as substancias 5 (19,6 mg) e 11 (7 mg).
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Subfracdo ZOD124NO (1,4 9)
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FIGURA 4.12 - Cromatograma da subfracdo ZOD124NO obtido por CLAE com as
seguintes condi¢cbes em escala analitica: coluna C18, 10 u, 25 x 0,46 cm, vazéo de
0,8 mL/min, detector UV a 254 nm e fase mével ACN/MeOH/H,0 (13,75:48,75:37,5).

Apbs otimizacdo das condi¢cdes cromatogréficas para a purificacdo dos
compostos 17 (ZOD124N0O12) e 18 (ZOD124NO7), utlizando a subfracdo
ZOD124NO chegou-se a mistura de solventes ACN/MeOH/H,0 (13,75:48,75:37,5),
como a melhor fase movel testada, apesar de ndo ter obtido uma separacdo
completa dos constituintes. Em seguida para a separacdo de substancias das

subfracdes e, utilizou-se esta condicdo no modo semi-preparativo de eluicao.
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Subfracdo 124NO12 (15 mg)

2500

254 nm
1 3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-heptila

2000 4

1500

1000

500

o 2 4 & 8 10 1
Tempo (min)

FIGURA 4.13 - Cromatograma de purificagcdo do 3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-heptila (17) obtido por CLAE com as seguintes condigbes em
escala preparativa: coluna C18, 10 y, 30 x 1 cm, vazédo de 6 mL/min, detector UV a

254 nm e fase mével ACN/MeOH/H,0 (13,75:48,75:37,5).

Subfracdo 124NO7 (106,1 mg)
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FIGURA 4.14 - Cromatograma de purificacdo da hexaidrocurcumina (18) obtido por
CLAE com as seguintes condicbes em escala preparativa: coluna C18, 10 y, 30 x 1
cm, vazao de 6 mL/min, detector UV a 254 nm e fase mével ACN/MeOH/H,0
(13,75:48,75:37,5).
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Pode-se observar nos cromatogramas das FIGURAS 4.13 e 4.14 que a
purificacdo das substancias 17 (1,2 mg) e 18 (44,8 mg) foi bem sucedida ja que se

observa uma boa resolugcédo cromatogréfica das bandas.
4.1.1.1.2 - Otimizacao de separacao do 6, 8 e 10-gingerol

Antes da injecdo da amostra em CLAE a fracdo obtida do extrato bruto
dos rizomas de Z. officinale, foi submetida a um “clean-up” para a eliminacdo da
parte lipidica da amostra, seguida de cromatografia classica, como descrito em

Material e Métodos, no Item 3.3.2.2.

——— MeOH/H,0 (80:20)
~ MeOH/H.O (75:25)

MeOH/H.O (70:30)
ﬂ ——— ACN/H,O (67:33)
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FIGURA 4.15 - Cromatogramas da fracao rica em gingerois (bandas 1,2 e 3: 6, 8 e
10-gingerol, respectivamente), obtido por CLAE em escala analitica. Condi¢bes
cromatograficas: coluna C18, 10 y, 25 x 0,46 cm, vazao de 1 mL/min, detector UV a
282 nm e fases moéveis MeOH/H,0, 70:30 (verde), 75:25 (vermelho) e 80:20 (preto) e
acetonitrila/agua, 67:33 (azul).

Baseado nas fases moéveis metanol/dgua que ja vinham sendo
utilizadas nas separacdes anteriores, testou-se trés proporc¢des diferente da mistura
metanol/agua e uma da mistura acetonitrila/agua, como forma de otimizar a
separacdo dos gingerois. As fases moveis testadas foram metanol/agua, 70:30,
75:25 e 80:20, e acetonitrila/agua (67:33). Chegou-se na fase movel
acetonitrila/agua nesta propor¢ao (67:33) através do nomégrafo (CASS e DEGANI,
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2001), tomando-se como base a melhor fase movel utilizada, metanol/agua (75:25).
No entanto, quando se utilizou acetonitrila/agua (67:33), as bandas cromatogréficas
de interesse tiveram uma reducao no fator de separacéo. Esta fase foi descartada,
pois existiria 0 risco de perda de resolugdo, quando o aumento de escala fosse
realizado (FIGURA 4.15).
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FIGURA 4.16 - Cromatogramas da fracdo rica em gingerois (bandas 1,2 e 3: 6, 8 e
10-gingerol, respectivamente), obtida por CLAE em escala analitica. Condi¢bes
cromatograficas: coluna C18, 10 y, 25 x 0,46 cm, vaz&o de 1 mL/min, detector UV a
282 nm e fase moével MeOH/H,0 (75:25). As massas injetadas foram: 0,019 mg
(preto), 0,156 mg (vermelho), 0,312 (em verde), 1,25 mg (azul escuro) e 5 mg (azul

claro).

Nas FIGURAS 4.16 e 4.17 pode-se observar 0s cromatogramas
obtidos com o estudo de sobrecarga da coluna. Quantidades cada vez maiores de
amostra foram injetadas a fim de se chegar ao maximo em massa que poderia ser
injetado nesta coluna, sem que houvesse perda de resolugcdo das bandas
cromatograficas. A quantidade maxima injetada na coluna C18, 10 y, 25 x 0,46 cm,
utilizando detector UV a 282 nm e fase movel MeOH/H,0 (75:25) foi 30 mg. Com
essa quantidade de amostra injetada pode-se perceber que houve apenas uma
discreta perda de resolucdo, e quase que nulo alargamento das bandas
cromatograficas de interesse. Esses resultados nos dizem que a sobrecarga da

coluna pode néo ter sido atingida, e que a saturacao eletronica do detector dificultou
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0 estudo de sobrecarga por ndo permitir o0 aumento da massa de amostra injetada

de forma que pudéssemos visualizar esta sobrecarga.

1 2 3
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FIGURA 4.17 - Cromatogramas da fracdo rica em gingerois (bandas 1,2 e 3: 6, 8 e
10-gingerol, respectivamente), obtida por CLAE em escala analitica. Condi¢bes
cromatograficas: coluna C18, 10 y, 25 x 0,46 cm, vaz&o de 1 mL/min, detector UV a
282 nm e fase mével MeOH/H,0 (75:25). As massas injetadas foram: 5,0 mg (preto),
7,5 mg (vermelho), 15,0 mg (verde) e 30 mg (azul).

Na FIGURA 4.18 pode-se observar o cromatograma obtido em escala
semi-preparativa. Utilizando um comprimento de onda de menor absor¢cdo pelos
gingerois, 254 nm, percebe-se que nao ha perda de resolucdo e alargamento das
bandas cromatograficas de interesse, o que nos diz que massas maiores de amostra
podem ser injetadas, chegando mais proximo da sobrecarga da coluna
cromatografica. De todas as formas conseguiu-se com esta separacdo isolar 0os
gingerois com um consideravel grau de pureza (acima de 96 %), como pode ser
comprovado através do percentual de cada elemento presente na amostra obtido
pela andlise elementar de cada gingerol.

De aproximadamente 170 mg de amostra injetada em escala semi-
preparativa, para o isolamento dos gingerois, obteve-se 94 mg do 6-gingerol, 22 mg
do 8-gingerol e 17 mg do 10-gingerol, em apenas 30 minutos de corrida. Foi um bom
rendimento de isolamento obtido, se for considerado o grau de pureza das

substancias (>96 %), e a presenca de outros componentes na amostra.
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mAbs
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FIGURA 4.18 - Cromatograma da fracao rica nos gingerois (bandas 1,2 e 3: 6, 8 e
10-gingerol, respectivamente), obtida por CLAE em escala semi-preparativa.
Condicbes cromatogréficas: coluna C18, 10 y, 30 x 1 cm, vazdo de 6 mL/min,
detector UV a 254 nm e fase movel MeOH/H,0 (75:25). As massas injetadas foram

85,1 mg (preto) e 170,1 mg (vermelho).

Hiserodt et al. (1998) isolaram estas substancias dos rizomas de Z.
officinale utilizando CLAE no modo normal de elui¢do, no entanto, com baixo grau de
pureza para o 8-gingerol (86 %) e o 10-gingerol (84 %), obtido através da area
percentual das bandas cromatogréaficas, detectadas por UV (282 nm). J& para o 6-
gingerol a area percentual deste composto no cromatograma foi de 99 %.

A pureza obtida e apresentada acima para cada um destes compostos
pode ndo ser a pureza real, pois a analise por CLAE utilizando detector de
ultravioleta ndo garante a auséncia de outros componentes na amostra pela nao

absorcao da luz UV neste comprimento de onda.

4.1.1.1.3 - Identificagao estrutural das substancias isoladas

As substancias foram identificadas por CG-EM, com ionizagédo por
Impacto Eletrdnico (IE), Espectrobmetro de Massas com ionizagdo por elétron-spray
(IES), RMN 'H e **C e comparacdo com dados da literatura. Seus espectros e
estruturas quimicas das substancias podem ser observados nas FIGURAS 4.19-
4.45.
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Nas FIGURAS 4.19, 4.20, 4.21 e 4.22, podem ser observados o0s
espectros de RMN 'H e de massas dos quatro gingerois isolados da espécie Z.
officinale. Estes espectros sédo similares, pois se trata de uma série homéloga, com
diferenca apenas no comprimento da cadeia alifatica por dois carbonos. Por isso
seré feita a andlise espectral detalhada somente do 6-gingerol.

a) Gingerois e shogaois

3.87

6.68
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(B)
FIGURA 4.19 Espectros de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacéo da regido de
arométicos (A), e EM (IE: 70 eV) (B) do 4-gingerol (1).
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FIGURA 4.20 - Espectros de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regiso
de aromaticos (A) e EM (IE: 70 eV) (B) do 6-gingerol (2).
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FIGURA 4.21 - Espectros de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regi&o
de aromaticos (A) e EM (IE: 70 eV) (B) do 8-gingerol (3).

75



Resultados e Discussao

1.26

—3.87

6.68

1.20e7 333.3
1.0097‘ [M+Na]*
] 373.3
8.0066
1 36813
6.0066 .
] [M+H]
4.0066 351.2
2032 274.3 213
200061 o344 2513 302.3.. A
] ; 273J lNE ﬁr f
i L*IHJ'LI'.NJMLJ"I-ILLG"I*M.L | |J
00 — T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
m'z, Da
(B)

FIGURA 4.22 - Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regido de
arométicos (A), e EM, com ionizacé@o por elétron-spray no modo positivo (B) do 10-
gingerol (4).

O tripleto em 6y 0,88 integrando para trés hidrogénios é referente aos
hidrogénios da metila terminal da cadeia alifatica (H-10). Um sinal largo em &y 1,28
integrando para oito hidrogénios é referente aos hidrogénios metilénicos H-6, H-7, H-
8 e H-9. Sinais em &y 2,4-2,6 integrando para dois hidrogénios sao referentes aos
hidrogénios metilénicos (H-4) ligados ao carbono a-carbonilico. Sinais em &y 2,6-3,1
integrando para quatro hidrogénios sao referentes aos hidrogénios metilénicos
benzilicos (H-1) e homobenzilicos (H-2). Um singleto intenso em dy 3,85 integrando

para trés hidrogénios € caracteristico de hidrogénios de metoxila (-OCHgz). O
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quintupleto em 64 4,02 integrando para um hidrogénio é referente ao hidrogénio
oximetinico (H-5).

Na regido de hidrogénios aromaticos ha um conjunto de sinais (64 6,6-
6,9) integrando para trés hidrogénios. Esses sinais apresentam um padréo tipico de
anel aromatico 1,3,4-trisubstituido. Um duplo dubleto em &4 6,64 (J=2,0 Hz e J=8,0
Hz), sobrebosto pelo dubleto em &4 6,67, é referente ao hidrogénio 6’. O dubleto em
dn 6,67 (J=2,0 Hz) foi atribuido ao hidrogénio 2’, e o dubleto em &4 6,81 (J=8,0 Hz) é
referente ao hidrogénio 5’ (FIGURA 4.20A).

A maior diferenca nos espectros de RMN 'H dos gingerois esta nas
integrais dos sinais em 6y 1,5-1,9, referente aos hidrogénios metilénicos. No 4, 8 e
10-gingerol esses sinais integram para quatro, doze e dezesseis hidrogénios,
respectivamente.

Como pode ser observado através dos espectros de massas do 4, 6, 8
e 10-gingerol, a diferenca entre as massas moleculares € de 28 Da, referente a dois
—CH,—, comprovando a série homdloga, 4-gingerol, 6-gingerol, 8-gingerol e 10-
gingerol (FIGURA 4.19B-4.21B).

Na FIGURA 4.22B pode ser observado o espectro de massas do 10-
gingerol, onde os principais picos s&o: o ion quasi-molecular [M+1]" m/z 351,2, o
aduto de sodio [M+23]" m/z 373,3, e o aduto de potassio [M+39]" m/z 389,2.

SOLLADIE et al. (1993) determinaram a configuracdo absoluta para os
gingerois como S, através de sintese assimétrica, partindo de um epdxi opticamente
ativo e de estereoquimica conhecida. As rotacdes Opticas para o 6, 8 e 10-gingerol
foram determinadas como podem ser observadas na TABELA 4.2. Com estes dados
pode-se confirmar a esteroquimica do 6, 8 e 10-gingerois isolados neste trabalho.

TABELA 4.2 — Rotacédo Optica experimental e da literatura

Substancias | [a]p”experimental [a]o™literatura*

4-gingerol | +7,9 (MeOH, c 5,2) -

6-gingerol | +27,3 (CHCl3, ¢ 9,0) | +25,3 (CHCI3, ¢ 0,16)

8-gingerol | +23,6 (CHCI3, ¢ 7,5) | +26 (CHCI3, ¢ 0,9)

10-gingerol | +21,4 (CHCl3, ¢ 7,0) | +22,7 (CHCI3, ¢ 1,0)

*SOLLADIE e ZIANI-CHERIF, 1993
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A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada as estruturas das substancias (LEE et al., 2011; JOLAD et
al., 2005).

Nas FIGURAS 4.23, 4.24 e 4.25, podem ser observados 0s espectros
de RMN 'H e de massas dos trés shogaois isolados da espécie Z. officinale. Os
espectros sdo semelhantes, pois, da mesma forma que para os gingerois, trata-se
de uma série homdloga, com diferenca apenas no comprimento da cadeia alifatica,
por dois carbonos. Portanto, a anélise dos espectros de RMN *H dos shogaois seréo
similares. Por isso, sera feita a andlise espectral detalhada somente de um do 6-

shogaol.
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FIGURA 4.23 - Espectros de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) (A), e EM (IE: 70 eV) (B) do
6-shogaol (5).
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FIGURA 4.24 - Espectros de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regi&o
de aromaticos (A), e EM (IE: 70 eV) (B) do 8-shogaol (16).
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FIGURA 4.25 - Espectros de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regiso
de aromaticos (A), e EM (IE: 70 eV) (B) do 10-shogaol (6).

O tripleto em 6y 0,89 integrando para trés hidrogénios é referente aos
hidrogénios da metila terminal da cadeia alifatica (H-10). Um conjunto de sinais em
dn 1,2-1,5 integrando para seis hidrogénios € referente aos hidrogénios metilénicos
H-7, H-8 e H-9. Um conjunto de sinais em &y 2,1-2,5, integrando para dois
hidrogénios € referente aos hidrogénios alilicos (H-6), e um sinal (64 2,85) integrando
para quatro hidrogénios, referente aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-1) e
homobenzilicos (H-2). Um singleto intenso em 6y 3,87 integrando para trés
hidrogénios é caracteristico de hidrogénios de metoxila (-OCHs). O duplo tripleto em
dn 6,10, integrando para um hidrogénio é referente ao hidrogénio olefinico a-
carbonilico (H-4), que acopla com H-5 (J = 16 Hz) e os dois H-6 (J = 2 Hz). A
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constante de acoplamento de 16 Hz é caracteristica de hidrogénios em configuracéo
trans.

Na regido de hidrogénios aromaticos ha um conjunto de sinais (64 6,6-
6,9) integrando para quatro hidrogénios. O duplo tripleto em &y 6,82 (J = 16 Hz) é
referente ao hidrogénio olefinico B-carbonilico (H-5). Os sinais dos outros trés
hidrogénio apresentam o mesmo padréo tipico de anel aromatico 1,3,4-trisubstituido,
dos gingerois (FIGURA 4.25A).

A maior diferenca entre os espectros de RMN *H dos shogaois esta nas
integrais dos sinais em 6y 1,2-1,5, referente aos hidrogénios metilénicos. No 8 e 10-
shogaol esses sinais integram para dez e quatorze, respectivamente.

Como pode ser observado através dos espectros de massa dos
shogaois, a diferenca entre a massa molecular deles é de 28 Da, referentes a dois —
CH,—, comprovando a série homdloga, 6-shogaol, 8-shogaol e 10-shogaol
(FIGURAS 4.23B, 4.24B e 4.25B).

A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada as estruturas das substancias (LEE et al., 2011; JOLAD et
al., 2005).

151 - 151 =

(base) 137 - (base) 137 -«

OH

-H,0 (6]
(CH)n —_—

179 «

179 44}

HO | HO ‘
194 < 205 <<

(1) m/z 266 [M]* n=2 (5) m/z 276 [M]* n=4

(2) m/z 294 [M]* n=4 (16) m/z 304 [M]* n=6

3) m/z 322 [M]* n=6 (6) m/z 332 [M]* n=8

4

=

m/z 350 [M]* n=8

FIGURA 4.26 - lons-fragmento majoritarios do EM das substancias 1-6 e 16.

Os principais ions-fragmento das substéncias 1-6 e 16, podem ser
observados na FIGURA 4.26. Os picos m/z 137, m/z 151 e m/z 179 est&o presentes
em todos os gingerois e shogaois. A estabilidade do pico-base m/z 137 pode ser
justificada pelo numero de estruturas de ressonancia existentes para o0 cation

benzilico. Este pico é caracteristico desses derivados fendlicos (FIGURA 4.25B).
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Na FIGURA 4.27 pode ser observado o espectro de RMN 'H e de
massas do 6-paradol isolado da espécie Z. officinale.

b) Paradol
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FIGURA 4.27 - Espectros de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regi&o
de aromaticos (A), e EM (IE: 70 eV) (B) do 6-paradol (7).

A anélise do espectro de RMN *H para o 6-paradol é similar a anélise
dos gingerois. O tripleto em 6y 0,87, integrando para trés hidrogénios é referente aos
hidrogénios da metila terminal da cadeia alifatica (H-10). Um sinal largo em &y 1,25
integrando para oito hidrogénios (H-6, H-7, H-8 e H-9), e um quintupleto em &4 1,55
integrando para dois hidrogénios (H-5) sao referentes aos hidrogénios metilénicos
da cadeia alifatica. O tripleto em &y 2,37 integrando para dois hidrogénios, €

referente aos hidrogénios a-carbonilico (H-4). Sinais em &y 2,6-2,9 integrando para
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quatro hidrogénios sdo referentes aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-1) e
homobenzilicos (H-2). Um singleto intenso (64 3,87) integrando para trés hidrogénios
€ caracteristico de hidrogénios de metoxila (-OCH3). Na regido de hidrogénios
aromaticos ha um conjunto de sinais (64 6,6-6,9) integrando para trés hidrogénios.
Esses sinais apresentam um padréo tipico de anel aromatico 1,3,4-trisubstituido,
como no 6-gingerol (FIGURA 4.27A).

151 =

(base) 137 -«

o

HO 1
194 <

(7) m/z 278 [M]*

FIGURA 4.28 - lons-fragmento majoritarios do EM da substancia 7.

Os principais ions-fragmento da substéncia 7, podem ser observados
na FIGURA 4.28. Esta substancia apresenta os picos m/z 137, m/z 151 e m/z 179
em comum com 0s gingerois e shogaois. O pico-base, m/z 137, caracteristico
dessas substancias também pode ser observado (FIGURA 4.27B).

A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada a estrutura da substancia (LEE et al., 2011; JOLAD et al.,
2005)

Na FIGURA 4.29 pode ser observado o espectro de RMN 'H e de
massas do 6-gingerdiol isolado da espécie Z. officinale.
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c) 6-gingerdiol
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FIGURA 4.29 - Espectros de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regi&o
de aromaticos (A), e EM (IE: 70 eV) (B) do 6-gingerdiol (8).

o 4o

O 6-gingerdiol apresenta também caracteristicas espectrais similares
aos gingerois. O tripleto em 64 0,89 integrando para trés hidrogénios é referente aos
hidrogénios da metila terminal da cadeia alifatica (H-10). Um conjunto de sinais em
dn 1,2-1,5 integrando para oito hidrogénios é referente aos hidrogénios metilénicos
H-6, H-7, H-8 e H-9. O multipleto em &4 1,77 integrando para dois hidrogénios é
referente aos hidrogénios metilénicos (H-4) ligados ao carbono a-carbonilico. Sinais
em oy 2,5-2,7 integrando para quatro hidrogénios sao referentes aos hidrogénios
metilénicos benzilicos (H-1) e homobenzilicos (H-2). Um singleto intenso em &y 3,87

integrando para trés hidrogénios é caracteristico de hidrogénios de metoxila(-OCHys).
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Os sinais referentes aos dois hidrogénios oximetinicos (H-3 e H-5) em 64 3,89 se
encontram sobrepostos pelo singleto dos hidrogénios da metoxila. Na regiao de
hidrogénios aromaticos ha um conjunto de sinais (64 6,6-6,9) integrando para trés
hidrogénios. Esses sinais apresentam o padrdo tipico de anel aromatico 1,3,4-
trisubstituido, como no 6-gingerol (FIGURA 4.29A).

-H
150 ==— 151 =

(base) 137 -

{ OH OH oH

(0] -H,0 o P
e
179 e
HO ; HO
194 <
(8) m/z 296 [M]" m/z 278

FIGURA 4.30 - lons-fragmento majoritarios do EM da substancia 8.

Os principais ions-fragmento da substéncia 8, podem ser observados
na FIGURA 4.30. A substituicdo da carbonila, observada nos gingerois, shogaois e
no paradol, por uma hidroxila levou a uma diferenca mais acentuada no EM.

Somente o pico-base, m/z 137, passa a ser comum a série anterior (FIGURA 4.29B).

A rotacdo Optica desta substancia foi determinada, e por comparacao
com dados da literatura, considerando que o efeito dos solventes MeOH e CHCI;
sobre o [a]p, ndo seja suficiente para mudar a direcao da rotacdo, a configuracéo
dos centros estereogénicos da substancia 8 sera 3R,5S. Segundo KUMATA et al.
(1970) a mudanca na direcdo da rotacdo Optica de substancias sO ocorre em
pouquissimos casos. Vale ressaltar que a comparacéo ideal entre os valores de [a]p
ocorre quando as andlises séo realizadas com a mesma concentracdo de substancia
e mesmo solvente, no entanto sabendo que n&o existe relato na literatura do
enantibmero (3S,5R)-6-gingerdiol como produto natural, muito provavelmente a
configuracdo serd a mencionada acima. O [a]o** (MeOH, c 6,3) do 6-gingerdiol foi
+8,1°, enquanto que na literatura o [a]p?® é +7,5° (CHCls, ¢ 1,5) (KIKUZAKI et al.,
1992). KIKUZAKI et al. (1992) determinaram a configuracao absoluta do 6-gingerdiol
através de reacBes quimicas, como a reducdo da carbonila do 6-gingerol
(configuracao 5S), conversdo dos gingerdiois obtidos em acetonidas e, analises por
RMN *H e C.
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A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada a estrutura da substancia (KIKUZAKI et al., 1992; JOLAD
et al., 2005).

Na FIGURA 4.31 pode ser observado o espectro de RMN 'H e de
massas do metil-6-gingerol isolado da espécie Z. officinale.

d) Metil-6-gingerol
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FIGURA 4.31 - Espectros de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regiso
de aromaticos (A), e EM (IE: 70 eV) (B) do Metil-6-gingerol (9)

O espectro de RMN *H do metil-6-gingerol é similar ao espectro de
RMN *H do 6-gingerol, exceto pela presenca de mais um grupo metoxila (8y 3,85),

ligado ao anel aromético (FIGURA 4.31A). Isso € confirmado também pelo espectro
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de massas dessa substancia, através do ion-molecular m/z 308, que apresenta um
acréscimo em massa de 14 Da em relagédo ao ion-molecular do 6-gingerol (m/z 294)
(FIGURA 4.31B).

A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada estrutura do metil-6-gingerol (CONNEL e SUTHERLAND,
1969; JOLAD et al., 2005).

Na FIGURA 4.32 pode ser observado o espectro de massas do metil-6-

shogaol isolado da espécie Z. officinale.

e) Metil-6-shogaol

779 - 10
"% 106 195 198 ‘ ‘ 177 191 9p5
il oy ‘Hilu '.‘|' o 'UL. ol ""l‘. | '|.‘ Ll £ I
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FIGURA 4.32 - Espectro massas (IE: 70 eV) do metil-6-shogaol (10).
Com a andlise do espectro de massas dessa substancia, através do

ion-molecular m/z 290, e de seu padrdo de fragmentacdo, chega-se a estrutura
apresentada na FIGURA 4.32.

165 = 165 -

(base) 151 -

OH (base) 151<ﬁi o

208 = 219 -

(9) miz 308 (M]* (10) m/z 290 (M]*

FIGURA 4.33 - lons-fragmento majoritarios do EM das substancias 9 e 10.
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Os principais ions-fragmento das substancias 9 e 10, podem ser
observados na FIGURA 4.33. O pico-base, m/z 151, confirma a presencga de duas
metoxilas ligadas ao anel aromatico dessas duas substéncias (FIGURA 4.31B e
4.32).

Dados espectrais da literatura indicam que a substancia seja o metil-6-
shogaol (JOLAD et al., 2005).

Na FIGURA 4.34 pode ser observado o espectro de RMN 'H e de

massas do diacetato de 6-gingerdioila isolado da espécie Z. officinale.

f) Diacetato de 6-gingerdioila
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FIGURA 4.34 - Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regido de
aromaticos (A), e EM (IE: 70 eV) (B) do diacetato de 6-gingerdioila (11).
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O espectro de RMN 'H do diacetato de 6-gingerdioila é similar ao
espectro de RMN 'H do 6-gingerdiol, exceto pela presenca de dois singletos
referentes aos hidrogénios metilicos dos grupos acetatos (64 2,00, H-12 e &4 2,05,
H-11) e pelo deslocamento dos sinais dos hidrogénios oximetinicos (H-3 e H-5) de
oy 3,89 para dy 4,94 (FIGURA 4.34A). Isso também é confirmado pelo espectro de
massas dessa substancia, através do ion-molecular m/z 380, que apresenta um
acréscimo em massa de 84 Da em relagdo ao ion-molecular do 6-gingerdiol (m/z
296) (FIGURA 4.34B).

CH3 CH3 CHg

PPN N

‘ O O ‘

O O

Y

HO (base)137 | HO

150 «— 151 ¢

(11) m/z 380 [M]* m/z 320 [M]*
FIGURA 4.35 - [ons-fragmento majoritarios do EM da substancia 11.

Os principais ions-fragmento da substancia 11, podem ser observados
na FIGURA 4.35. O pico-base, m/z 137, caracteristico dessa classe de substancias
também pode ser observado (FIGURA 4.34B).

A rotacdo Optica desta substancia foi determinada, e por comparacao
com dados da literatura, considerando que o efeito dos solventes MeOH e CHCI;
sobre o [a]p ndo seja suficiente para mudar a dire¢ao da rotagao, a configuragéo dos
centros estereogénicos da substancia 11, serd 3R,5S. Segundo KUMATA et al.
(1970) a mudanca na dire¢cdo da rotacdo Optica de substancias sO ocorre em
pouquissimos casos. Vale ressaltar que a comparacéo ideal entre os valores de [a]p
ocorre quando as andlises séo realizadas com a mesma concentracdo de substancia
e mesmo solvente, no entanto sabendo que n&o existe relato na literatura do
enantiomero (3S,5R)-diacetato de 6-gingerdioila como produto natural, muito
provavelmente a configuracdo sera a mencionada acima. O [a]o** (MeOH, c 6,0) do
diacetato de 6-gingerdioila foi -3,3°, enquanto que na literatura o [a]p® é -3,8°
(CHCI3, ¢ 0,5) (KIKUZAKI et al., 1992). KIKUZAKI et al. (1992) determinaram a
configuragéo absoluta do diacetato de 6-gingerdioila a partir da reducéao da carbonila
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do 6-gingerol (configuracdo 5S), acetilagdo dos gingerdiois obtidos e, andlises por
RMN *H e °C.

A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada a estruturas da substancia (KIKUZAKI et al., 1992; JOLAD
et al., 2005).

Na FIGURA 4.36 pode ser observado o espectro de RMN 'H e de
massas do diacetato de metil-6-gingerdioila isolado da espécie Z. officinale.

g) Diacetato de metil-6-gingerdioila

3.86

(A)
-
243 o 234 394
| %9 | #n
50 100 50200 20 30 %040 40 50
(B)

FIGURA 4.36 - Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz) (mistura: diacetato de metil-
6-gingerdioila e 8-shogaol), e EM (IE: 70 eV) (B) do diacetato de metil-6-gingerdioila
(12).
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Na FIGURA 4.36 pode ser observado o espectro de RMN *H da mistura
8-shogaol, diacetato de metil-6-gingerdioila. Apesar de nao ter sido apresentado o
espectro do diacetato de metil-6-gingerdioila puro, pois a quantidade obtida, isolado
por CLAE, foi suficiente apenas para a realizacdo do ensaio enzimatico, sua
determinacdo estrutural foi feita por espectroscopia de RMN *H em mistura e por
espectrometria de massas.

O espectro de RMN *H do diacetato de metil-6-gingerdioila é similar ao
espectro de RMN 'H do diacetato de 6-gingerdioila, exceto pela presenca de mais
um grupo metoxila (6 3,84), ligado ao anel aromatico (FIGURA 4.36A). Isso é
suportado também pelo espectro de massas dessa substancia, através do ion-
molecular com m/z 394, que é exatamente 14 Da a mais que o ion-molecular do
diacetato de 6-gingerdioila (m/z 380) (FIGURA 4.36B).

CHs CHs CHg

) CHj /k
o/ o o \o . ‘ o” Mo
o o No 0 =
_—
| ™~
o (base)151 | °
164 <— 165 <
-H
(12) m/z 394 [M]” m/z 334 [M]"

FIGURA 4.37 - lons-fragmento majoritarios do EM da substancia 12.

Os principais ions-fragmento da substancia 12, podem ser observados
na FIGURA 4.37. O pico-base, m/z 151, confirma a presenca de duas metoxilas
ligadas ao anel aromatico dessa substancia (FIGURA 4.36B).

A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada estrutura da substancia (KIKUZAKI et al., 1992; JOLAD et
al., 2005)

Na FIGURA 4.38 pode ser observado o espectro de RMN 'H e de
massas da zingerona isolada da espécie Z. officinale.
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h) Zingerona
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(B)
FIGURA 4.38 - Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regido de
arométicos (A), e EM (IE: 70 eV) (B) da zingerona (13).

O espectro de RMN 'H apresenta um singleto em &y 2,14 integrando
para trés hidrogénios, referente aos hidrogénios metilicos (H-4) ligados ao carbono
a-carbonilico. Sinais em o6y 2,6-2,9 integrando para quatro hidrogénios sé&o
referentes aos hidrogénios benzilicos (H-1) e homobenzilicos (H-2). Um singleto
intenso em &y 3,87 integrando para trés hidrogénios é caracteristico de hidrogénios
de metoxila (-OCHs). Na regiao de hidrogénios arométicos ha um conjunto de sinais
(o4 6,6-6,9) integrando para trés hidrogénios. Esses sinais apresentam o padrdo

tipico de anel aromético 1,3,4-trisubstituido, como no 6-gingerol (FIGURA 4.38A).
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151 =

(base) 137

179 <
HO

(13) m/z 194 [M]*

FIGURA 4.39 - lons-fragmento majoritarios do EM da substancia 13.

Os principais ions-fragmento da substancia 13, podem ser observados
na FIGURA 4.39. O pico-base, m/z 137, caracteristico dessa classe de substancias
também pode ser observado (FIGURA 4.38B).

A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada a estrutura da substancia (CONNEL e SUTHERLAND,
1969; JOLAD et al., 2005).

Na FIGURA 4.40 pode ser observado o espectro de RMN 'H e de

massas da gingerona A isolada da espécie Z. officinale.
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i) Gingerenona A
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(B)
FIGURA 4.40 - Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz), com ampliacdo da regido de
arométicos (A), e EM (IE: 70 eV) (B) da gingerenona (1,7-bis-(4’-hidroxi-3'-
metoxifenil)-4-hepten-3-ona) (14).

o

Do espectro de RMN 'H (FIGURA 4.40A), um conjunto de sinais em &y
2,4-2,9 integrando para oito hidrogénios, é referente aos hidrogénios metilénicos H-
1, H-2, H-6 e H-7. Dois singletos bastante intensos em &4 3,86 e oy 3,87, integrando
para seis hidrogénios, sdo referentes aos hidrogénios de duas metoxilas (-OCHs)
ligadas cada uma a um anel aromatico. A proximidade dos deslocamentos quimicos
das metoxilas indica que elas estdo ligadas na mesma posicdo de cada anel
aromatico. O duplo tripleto em 8y 6,10 (J= 2 Hz e J= 16 Hz), que integrou para um
hidrogénio, é referente ao hidrogénio olefinico a-carbonilico, o qual acopla com H-5
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e com os hidrogénios H-6. A constante de acoplamento de 16 Hz é caracteristica de
hidrogénios em configuracdo trans. Na regido de hidrogénios aromaticos ha um
conjunto de sinais (64 6,6-6,9) integrando para sete hidrogénios. Um dos hidrogénios
desse conjunto de sinais é referente ao hidrogénio olefinico B-carbonilico (H-5).
Esses sinais sdo caracteristicos de dois anéis aroméaticos 1,3,4-trisubstituido e tem o
mesmo padréo de sinais como discutido para o 6-shogaol (FIGURA 4.40A).

151 = 177

(base) 137<j o

(14) miz 356 [M]*

FIGURA 4.41 - lons-fragmento majoritarios do EM da substancia 14.

Os principais ions-fragmento da substancia 14, podem ser observados
na FIGURA 4.41. O pico-base, m/z 137, caracteristico dessa classe de substancias
também pode ser observado (FIGURA 4.40B).

A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada a estrutura da substancia (MA et al., 2004; JOLAD et al.,
2005).

Na FIGURA 4.42 pode ser observado o espectro de RMN 'H e de
massas da galanolactona isolada da espécie Z. officinale.
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) Galanolactona
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FIGURA 4.42 - Espectros de RMN 'H (A) e *C (B) (MeOD, 400 MHz) da

galanolactona (15).

O espectro de RMN 'H apresenta trés singletos intensos em &4 0,90, 8y
0,93 e 64 0,94 integrando para nove hidrogénios (H-18, H-20 e H-19), referentes as
metilas. Sinais congestionados na regidao de oy 1,0-1,9, integrando para doze

hidrogénios séo referentes aos hidrogénios H-1, H-2, H-3, H-5, H-6, H-7 e H-9. Dois
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duplos dubletos coalescidos em 6y 2,10 (J = 5,2 Hz e J = 14 Hz) integrando para um
hidrogénio é referente a um dos hidrogénios metilénicos diastereotopicos y-
carboxilico (H-11a) e, um duplo dubleto coalescido em 6y 2,15 integrando para um
hidrogénio é referente ao hidrogénio metilénico diastereotopico (H-11b) geminal a
este. Dois dubletos, um em 6y 2,32 (J = 3,6 Hz) e outro em oy 2,51 (J = 3,6 Hz),
integrando para um hidrogénio cada um, sao referentes aos hidrogénios metilénicos
(H-17a e H-17b) diastereotdpicos do grupo epodxi. Dois tripletos, um em &y 2,87 (H-
14) e outro em oy 4,39 (H-15) integrando para dois hidrogénios cada um, séao
referentes aos hidrogénios metilénicos do anel lactdnico. Por fim, o tripleto distorcido
em dy 6,58 integrando para um hidrogénio (H-12) é referente ao hidrogénio -
carboxilico (FIGURA 4.42A).

A comparacdo dos dados de RMN *3C da literatura (NGO e BRONW,
1998) com os dados experimentais (FIGURA 4.42B) confirmam a identificagdo da
galanolactona, como pode ser observado pela TABELA 4.3.

TABELA 4.3 - Dados de RMN **C da galanolactona.

C [ 5c® | 8c(lit)? | C | 5@ | 8¢ (lit.)™
1394 393 |11] 228 | 228
2 [186] 186 [12]1428]| 1429
3 [42,0] 419 [13]126,8] 1248
4 [335] 335 [14]| 254 | 254
5 |552| 549 [15]| 653 | 654
6 |20,1] 200 [16][1714]| 1714
7 1359 358 [17] 491 | 491
8 |575| 576 |18]| 335 | 335
9 [525] 524 [19] 217 | 218
10[39,7] 396 [20] 146 | 146

() CDCl, 400 MHz; (b) CDCls, 300 MHz
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FIGURA 4.43 - Espectro de massas (IE: 70 eV) da galanolactona.

(base) 112

m/z 318 [M]*
(15)

FIGURA 4.44 - lon-fragmento majoritario do EM da substancia 15.

O pico-base (m/z 112) e picos referentes aos fragmentos da substancia
15 podem ser observados pelo espectro de massas na FIGURA 4.43. A FIGURA

4.44 ilustra a estrutura quimica da substancia 15 e a representacdo do fragmento

mais intenso, m/z 112.

Na FIGURA 4.45 pode ser observado o espectro de RMN 'H e de
massas do 3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis-(4'-hidroxi-3’-metoxifenil)-heptila isolado da

espécie Z. officinale.
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[) 3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis-(4’-hidroxi-3’-metoxifenil)-heptila
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FIGURA 4.45 - Espectro de RMN 'H (CD3COCDs, 200 MHz), com ampliacdo da
regido de aromaticos (A) e de EM, com ionizacao por elétron-spray ho modo positivo
(B) do 3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis-(4’-hidroxi-3’-metoxifenil)-heptila (17).

No espectro de RMN *H um conjunto de sinais em &y 1,6-1,8 (H-4, H-
6), on 1,8-1,95 (H-2), o4 2,5-2,9 (H-1, H-7) integrando para quatro, dois e quatro
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hidrogénios, respectivamente s&o referentes aos hidrogénios metilénicos. Um
singleto intenso em &y 2,00 integrando para trés hidrogénios € referente aos
hidrogénios metilicos (H-8) do grupo acetato. Outro singleto intenso em &y 3,82
integrando para seis hidrogénios é referente aos hidrogénios de duas metoxilas (-
OCHg) ligadas cada uma a um anel aromatico. O mesmo deslocamento quimico das
metoxilas indica que elas tém o mesmo ambiente quimico, ou seja, estédo ligadas em
posicBes semelhantes em cada anel aromatico. Os sinais em 64 3,59 e oy 5,10
integrando para um hidrogénio cada, sédo referentes aos hidrogénios oximetinicos
(H-5 e H-3). Na regido de hidrogénios aromaticos ha um conjunto de sinais (64 6,6-
6,9) integrando para seis hidrogénios caracteristicos de dois anéis aromaticos 1,3,4-
trisubstituido. O duplo dubleto em o4 6,63 (J=8,0 Hz) integrando para dois
hidrogénios € referente aos hidrogénios 6’ e 6”. O dubleto (84 6,72, J=7,8 Hz)
integrando para dois hidrogénios, séo referentes aos hidrogénios 5’ e 5”. O dubleto
distorcido (64 6,81, J=1,4 Hz) integrando para dois hidrogénios € referente aos
hidrogénio 2’ e 2” (FIGURA 4.45A).

Analisando o espectro de massas do 3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis-(4'-
hidroxi-3’-metoxifenil)-heptila (FIGURA 4.45B), observa-se o pico do ion quasi-
molecular [M+1]" m/z 419,2, o pico do aduto de potassio [M+39]" m/z 457,2, e o pico
do aduto de sédio [M+23]" m/z 441,2, como pico-base.

A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada a estrutura da substancia (MA et al., 2004; JOLAD et al.,
2005).

Na FIGURA 4.46 pode ser observado o espectro de RMN *H e *C da
hexaidrocurcumina isolada da espécie Z. officinale.
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m) Hexaidrocurcumina
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FIGURA 4.46 - Espectro de RMN *H (A), RMN *C, com ampliacdo da regi&o de
aromaticos (B) (CDsCOCD3, 400 MHz) da hexaidrocurcumina (18).

O espectro de RMN 'H apresenta um conjunto de sinais integrando

para dois hidrogénios em oy 1,6-1,8 (H-6) e para quatro hidrogénios em &y 2,5-2,6
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(H-2, H-4) e oy 2,6-2,8 (H-1, H-7), referentes aos hidrogénios metilénicos dessa
substancia. Dois singletos intensos (64 3,80 e 6y 3,81), integrando para seis
hidrogénios, sdo referentes aos hidrogénios de duas metoxilas (-OCHjs) ligadas cada
uma a um anel aromatico. A proximidade dos deslocamentos quimicos das
metoxilas indica que elas estdo ligadas em posi¢cdes semelhantes em cada anel
aromatico. Um quintupleto em 8y 4,04 integrando para um hidrogénio € referente ao
hidrogénio oximetinico (H-5). Na regido de hidrogénios aromaticos ha um conjunto
de sinais em &y 6,6-6,9, integrando para seis hidrogénios, que sado caracteristicos de
dois anéis aromaticos 1,3,4-trisubstituido. Dois duplos dubletos fundidos em &y 6,64
(J=2,0 Hz, J=8,0 Hz) integrando para dois hidrogénios, é referente aos hidrogénios
6’ e 6”. Dois dubletos (64 6,72, J=8,0 Hz e &4 6,72, J=8,0) integrando para dois
hidrogénios, séo referentes aos hidrogénios 5’ e 5”. O dubleto distorcido (64 6,81,
J=3,2 Hz) integrando para dois hidrogénios é referente aos hidrogénio 2’ e 2”
(FIGURA 4.46A).

Os sinais referentes aos carbonos metilénicos sdo: dc 29,8; 32,14;
40,29; 45,95; 50,92 e 56,24. O sinal referente ao carbono oximetinico é d¢c 67,80. Os
sinais dos carbonos na regido de aromaticos se apresentaram com uma pequena
diferenca de deslocamento entre os dois anéis: dc 112,80 e 112,87 (C-2’' e C-2"), &c
115,66 e 115,69 (C-5" e C-5"), 6c 121,48 e 121,58 (C-6" e C-6"), 6c 133,70 e 134,57
(C-1" e C-17"), 6c 145,48 e 145,65 (C-4' e C-4"), 6c 148,19 (C-3' e C-3”). O sinal da

carbonila tem deslocamento quimico caracteristico em 6c 210,14 (FIGURA 4.46B).
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FIGURA 4.47 - Espectro de massas da hexaidrocurcumina (18). lonizacdo por

elétron-spray no modo positivo.
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Pode ser observado na FIGURA 4.47 o espectro de massas da
hexaidrocurcumina, apresentando como pico-base o aduto de sodio [M+23]" m/z
397,2, indicando que a massa molar da substancia (374 g/mol) esta de acordo com
a substancia identificada.

A rotacdo Optica desta substancia foi determinada, e por comparacao
com dados da literatura, conclui-se que a substancia é (S)-hexaidrocurcumina. O
[a]n?* (CHCIs, ¢ 1,7) desta substancia foi +11,7, enquanto que, segundo KIKUZAKI et
al. (1991) o [a]p®® da (S)-hexaidrocurcumina auténtica é +9,0° (CHCls, ¢ 1,68). Ja
UEHARA et al. (1987), isolaram esta substancia como uma mistura racémica.
KIKUZAKI et al. (1991) determinaram a configuragéo absoluta da hexaidrocurcumina
através de comparacdes com dados espectrais da curcumina isolada de Curcuma
longa e de alguns de seus derivados obtidos por derivatizacao.

A partir dos dados obtidos e de sua comparacdo com dados da
literatura, foi confirmada a estrutura da substancia (KIKUZAKI et al.,1991; JOLAD et
al., 2005).

4.1.1.1.4 - Determinagéo dos valores de I1Cso de algumas substéncias isoladas

Como pode ser observado na TABELA 4.4, as dezoito substancias
isoladas da espécie Z. officinale foram ensaiadas quanto ao seu poder inibit6rio
frente a catepsina K, e aquelas que apresentaram inibicdo maior que 60%,
selecionadas para a determinacao de seus valores de I1Csp, que foram determinados
através de uma equacéo parabdlica quadrada, utilizando o “software” Microcal Origin
6.
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TABELA 4.4 - Substancias isoladas da fracao diclorometano do extrato dos rizomas

de Z. officinale, e suas atividades de inibigao frente a catepsina K, a 125 uM.

4-gingerol
| 0 OH
o I
HO

Inibicdo (%)= 7,76 + 1,15

6-gingerol
| 0 OH
o |
HO

Inibic&o (%)= 5,95 + 1,96

8-gingerol
(o] OH

HO
Inibic&o (%)= 25,31 + 0,98

10-gingerol

OH

HO
Inibic&o (%)= 75,52 + 0,13

6-shogaol
(o]

| i
HO:@/\/\/\/\/\

Inibic&o (%)= 26,78 + 0,22

8-shogaol

HO
Inibic&o (%)= 67,86 + 1,50

10-shogaol
| I

O:@/\/\/\/\/\/\/\
HO

Inibic&o (%)= 86,31 + 0,08

6-paradol
| I

Oj@/\/\/\/\/\
HO

Inibicdo (%)= 0

6-gingerdiol
OH OH

HO
Inibic&o (%)= 65,97 + 0,76

Diacetato de 6-gingerdioila

X

9] o) o) ()

HO

Inibic&o (%)= 86,75 + 0,06
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Continuacdo da TABELA 4.4.

Diacetato de metil-6-gingerdioila

o fo} o\o

Inibicdo (%)= 0

Zingerona

HO

Inibig&o (%)= 2,90 * 4,02

Metil-6-gingerol

(o] OH
O;@/\/“\W
\O

Inibic&o (%)= 49,76 + 2,52

Metil-6-shogaol
(o]

© =

Inibic&o (%)= 47,55 + 0,98

Galanolactona
(0]

0

Inibicio (%)= 13,54 + 2,43

Gingerenona A

Inibigéo (%)= 17,00 + 0,38

3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis-(4-hidroxi-3'-metoxifenil)-
heptila

o
O
o
T

Inibic&o (%)= 51,72 + 0,60

Hexaidrocurcumina

o o
HO l ! OH

Inibicao (%)= 7,19 + 16,94

Como pode ser observada na TABELA 4.4 a série homologa dos

gingerois (4, 6, 8 e 10-gingerol) apresentaram atividades de inibicdo cada vez

maiores, com 0 aumento da cadeia alquilica lateral, mostrando a importancia do

comprimento da cadeia lateral para a atividade de inibicédo frente a catepsina K. Da

mesma forma para a série homéloga dos shogaois (6, 8 e 10-shogaol), quanto maior

a cadeia lateral, maior é atividade destas substancias.

Comparando agora as substancias com o mesmo tamanho de cadeia

lateral, pode-se observar a importancia da ligacdo a,B-carbonila no 6-shogaol,
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guando comparado ao 6-gingerol. Esta insaturacdo contribui positivamente para o
aumento da atividade de inibicdo enzimatica. JA para o 6-paradol, a auséncia da
hidroxila na posicao 5, faz que com a atividade frente a catepsina K seja perdida.

A presenca da metoxila adicional no metil-6-gingerol e no metil-6-
shogaol comparando com o 6-gingerol e 6-shogaol, respectivamente, faz com que a
atividade de inibicdo enzimatica seja aumentada, mostrando a importancia dessas
metoxilas nestas duas substéncias. J& para o diacetato de metil-6-gingerdioila o
grupo metoxila adicional, comparando-o com o0 acetato de 6-gingerdioila, reduziu
significativamente sua atividade frente a catepsina K.

Dentre os diarileptanoides, o 3-acetato de 5-hidroxi-1,7-bis-(4'-hidroxi-
3’-metoxifenil)-heptano, foi o que apresentou maior atividade, provavelmente por um

efeito adicional de interacdo com a catepsina K, exercido pelo grupo acetato.

TABELA 4.5 - Substancias mais ativas isoladas da fracdo de diclorometano do

extrato de rizomas Z. officinale, com seus respectivos valores de ICsy frente a

catepsina K.
10-gingerol
OH
! I
HO
1C50=10,38 + 0,18 M
8-shogaol 10-shogaol
| i | i
0:@/\/\/\/\/\/\ ° =
HO HO
1C50=21,07 + 2,39 uM IC50=5,84 + 0,35 uM
. . Diacetato de 6-gingerdioila
6-gingerdiol
OH OH
o o o] o o
(0]
HO
IC50=54,40 + 2,41 uM HO
%0 H ICoy=55,34 + 3,85 uM
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Podem ser observadas na TABELA 4.5, as substancias que
apresentaram maior atividade de inibicao frente a catepsina K com seus respectivos
valores de ICsp. Mais uma vez observa-se a importancia da ligacédo a,B-carbonila e
do maior comprimento da cadeia lateral para a atividade frente a catepsina K. Entre
o0 6-gingerdiol e o diacetato de 6-gingerdioila, ndo houve diferenca em suas
atividades, indicando a nao influéncia dos grupos acetatos para a atividade de
inibicdo enzimética, nestas moléculas. As substancias mais ativas foram: 10-gingerol
e 10-shogaol.

Vale ressaltar a importancia da pureza enantiomérica em ensaios
biolégicos, pois enzimas, receptores de membrana, ADN e transportadores de
farmacos dentre outras macromoléculas existentes em sistemas in vivo sdo capazes
de discriminar substancias que apresentam quiralidades diferentes, fazendo com
gue estes estereoisbmeros possam apresentar atividades completamente distintas,
pois suas propriedades bioquimicas e biofisicas podem diferir significativamente
(SMITH, 2009).

O 10-gingerol e o 6-shogaol foram as substancias isoladas de Z.
officinale selecionadas para os estudos mais aprofundados, que consistiu em:
determinar os parametros cinéticos de inibicdo frente a catepsina K, determinar a
concentracdo da substancia menos téxica para as células, determinar a inibicdo
frente a catepsina K e inibicdo da producédo de um importante mediador inflamatoério
(6xido nitrico), em células.

Apesar do 6-shogaol ter apresentado baixa atividade de inibicdo
enzimatica (IC5=154,94 + 1,71 uM), ele foi selecionado por sua facilidade de
obtencdo e por sua boa atividade anti-inflamatéria, em comparacdo aos outros
gingerois (DUGASANI et al., 2010).

4.1.1.2 - Estudo biomonitorado da fracdo n-hexanica dos rizomas de Z.

officinale

A fracdo n-hexanica teve uma excelente atividade de inibicdo (acima de
80%) frente a catepsina K, e por isso, um fracionamento desta fragéo foi realizado a
fim de se descobrir as substancias responsaveis por tal atividade inibitoria. Apos
este fracionamento, uma mistura de sesquiterpenos foi obtida. Esta mistura foi
ensaiada frente a catepsina K, resultando em uma excelente atividade de inibicdo

enzimatica.

107



Resultados e Discussao

4.1.1.2.1 - Identificacao estrutural dos componentes majoritarios da fracdo n-hexano
de Z. officinale

Na FIGURA 4.48 pode ser observado o cromatograma obtido por CG
da mistura de sesquiterpenos oriunda da particdo n-hexano. A mistura é constituida
de quatro isbmeros com massa molecular de 204 g/mol e um composto com massa
molecular 202 g/mol. A identificacao foi realizada por comparacao dos espectros de
massa utilizando bancos de dados, e através do indice de retencdo tabelados
(TABELA 4.6) (ADAMS, 2007).

TABELA 4.6 - indice de retencdo dos compostos majoritarios da fracdo n-hexanica
obtida do extrato bruto dos rizomas de Z. officinale.

Composto indice de retencéo (experimental) | indice de retencéo (literatura*)
a-curcumeno 1456 1479
a-Zingibereno 1470 1493
a-Farneseno 1487 1505
B-Bisaboleno 1496 1505

B-Sesquifelandreno 1522 1521

*ADAMS, 2007.

O composto majoritario foi identificado como, a-zingibereno. Os
espectros de massas e suas estruturas podem ser observados nas FIGURAS 4.49,
4.50, 4.51, 4.52 e 4.53.

I

21

24

FIGURA 4.48 - Cromatograma, obtido por CG, da mistura de sesquiterpenos isolada
e identificada da fracdo n-hexanica. Rampa de aquecimento: 100-5/2-150-0.
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Os tempos de retengbes (tg) do a-curcumeno, a-zingibereno, a-
farneseno, B-bisaboleno, B-sesquifelandreno foram: 21,3; 22,2; 22,8; 22,9; 23,7

minutos.
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FIGURA 4.49 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do a-curcumeno.
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FIGURA 4.50 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do a-zingibereno.
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FIGURA 4.51 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do (E,E)-a-farneseno.
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FIGURA 4.52 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do B-bisaboleno.
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FIGURA 4.53 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do B-sesquifelandreno.
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4.1.1.2.2 - Determinacédo do ICso da mistura de sesquiterpenos

Ensaios de inibicdo frente a catepsina K foram realizados com a
mistura de sesquiterpenos (FIGURA 4.54).

100

. _—
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FIGURA 4.54 - Curva de inibicéo frente a catepsina K, da mistura de sesquiterpenos,
utilizada para a determinacao do valor de 1Cso.

Como a mistura de sesquiterpenos obtida a partir da fracdo n-hexanica
apresentou uma boa atividade de inibicdo enziméatica (ICsp = 1,61 + 0,23 ug/mL),
achou-se conveniente fazer uma extracdo do 6leo essencial do gengibre e ensaia-lo
frente a catepsina K, esperando-se que ele tivesse uma poténcia inibitéria similar, ja
gue estes sesquiterpenos sdo encontrados em abundancia no 6leo essencial
(SINGH et al., 2008; ZANCAN et al., 2002).

4.1.1.3 - Obtencé&o do o0leo essencial dos rizomas de Z. officinale

Extracdo do dleo essencial dos rizomas de Z. officinale foi realizada
utilizando um aparato de destilagdo simples como descrito no Item 3.3.1, em
Material e Métodos.

4.1.1.3.1 - Identificacdo estrutural dos componentes majoritarios do 6leo essencial
dos rizomas de Z. officinale

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparagdo dos
espectros de massa (FIGURAS 4.56, 4.57, 4.58, 4.59, 4.60 e 4.61) utilizando bancos
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de dados, e atraves do indice de retencao tabelados (ADAMS, 2007) como pode ser
observado na TABELA 4.7.

TABELA 4.7 - indice de retencdo dos sesquiterpenos majoritarios do 6leo essencial
obtido dos rizomas de Z. officinale.

Composto indice de retencdo (experimental) | indice de retencao (literatura*)
a-curcumeno 1483 1479
a-Zingibereno 1487 1493
a-Farneseno 1499 1505

B-Sesquifelandreno 1514 1521
Neral 1229 1235
Geranial 1260 1264

*ADAMS, 2007

Além dos sesquiterpenos: a-curcumeno, a-zingibereno, a-farneseno e
B-sesquifelandreno, identificados na fracdo n-hexanica do extrato bruto de Z.
officinale, identificaram-se 0s monoterpenos neral e geranial.

Os tempos de retencdes (tr) do neral, geranial, a-curcumeno, a-
zingibereno, (E,E)-a-farneseno, B-sesquifelandreno foram: 25,4; 28,0; 45,3; 46,5;
47,5 e 48,6 minutos (FIGURA 4.55).
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FIGURA 4.55 - Cromatograma completo (A) e ampliacédo da regido dos constituintes

majoritarios(B), obtido por CG, do 6leo essencial dos rizomas de Z. officinale. Rampa
de aquecimento: 60-1/1,5-185-1/9-275-10.
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FIGURA 4.56 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do neral.
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FIGURA 4.57 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do geranial.
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FIGURA 4.58 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do a-curcumeno.
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FIGURA 4.59 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do a-zingibereno.
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FIGURA 4.60 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do (E,E)-a-farneseno.
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FIGURA 4.61 - Espectro de massas (IE: 70 eV) do B-sesquifelandreno.
4.1.1.3.1 - Determinacéo do ICs, do 6leo essencial

Ensaios de inibicdo frente a catepsina K do 6leo essencial dos rizomas
de Z. officinale também foram realizados. Como esperado, o valor de I1Csy do 6leo
essencial (6,07 + 0,98 pg/mL), ndo ficou tdo distante do valor encontrado para a
mistura de sesquiterpenos (1,61 + 0,23 ug/mL). Uma vez que, a concentracado dos
sesquiterpenos presentes na fracdo n-hexanica enriquecida é maior do que no 6leo
essencial, é plausivel que a atividade inibitéria do O6leo essencial tenha um
decréscimo, se considerarmos que 0s sesquiterpenos aqui identificados sdo os
principais constituintes responsaveis pela atividade de inibigdo frente a catepsina K.

Na FIGURA 4.62 pode ser observado o grafico com a curva hiperbélica

guadrada, utilizada na determinacgéo do valor de ICsy.
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FIGURA 4.62 - Curva de inibicdo frente a catepsina K, da mistura de sesquiterpenos,
utilizada para a determinacao do valor de 1Csp.

4.2 - Modificag&o quimica do 6-gingerol

Foram realizadas algumas modificacdes quimicas, baseadas em
algumas metodologias reacionais simples e na disponibilidade de reagentes do
laboratdrio, com o objetivo de se investigar a atividade de inibicdo dos derivados do
6-gingerol frente a catepsina K. Além da simplicidade da derivatizacdo do 6-gingerol
com hidroxilamina e hidrazinas, as preparagfes da oxima e algumas hidrazonas
foram fundamentada em relatos da literatura de atividades bioldgicas que estas duas
classes de compostos possuem (SHROT et al., 2009; ROLLAS e KUCUKGUZEL,
2007). A oxima e as hidrazonas obtidas neste trabalho estdo sendo relatadas pela
primeira vez na literatura e, portanto sdo substancias inéditas.

As reacdes apresentaram baixo rendimento (em torno de 40%), no
entanto, a quantidade das substancias obtida foi suficiente para a realizacdo da sua
determinacao estrutural e realizacao dos ensaios de inibicdo frente a catepsina K. A
reacdo onde se conseguiu um maior rendimento (45 %) foi a que teve como produto

uma das hidrazonas (substancia SSi6).

4.2.1 - Determinacao estrutural dos produtos das reacgoes

Todas as modificacdes estruturais do 6-gingerol foram realizadas em

pontos da molécula passiveis de reacdo em uma etapa reacional. Dessas reacdes
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obtiveram-se sete substancias, as quais foram identificadas por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas, e ensaiadas frente a catepsina K.

Nas FIGURAS 4.63, 4.64, 4.65, 4.66, 4.67, 4.68, 4.69 e 4.70 estao
ilustrados os espectros de RMN 'H e de massas para cada um dos produtos (SSi1,
SSi2, SSi3, SSi4, SSi5, SSi6 e SSi6ll) obtidos nas reacdes quimicas.

4.2.1.1 - Substancia semi-sintética 1 (SSil)
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FIGURA 4.63 - Espectro de RMN *H (CDsCOCDs, 400 MHz) (A) e de EM (B) da
substancia SSil. lonizagao por impacto eletrénico: 70 eV.
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O espectro de RMN *H apresenta um tripleto em &y 0,89 integrando
para trés hidrogénios referentes aos hidrogénios da metila terminal da cadeia
alifatica (H-10). Os sinais em &y 1,2-1,6 integrando para oito hidrogénios sdo
referentes aos hidrogénios metilénicos H-6, H-7, H-8 e H-9. Um singleto intenso em
dn 2,21 integrando para trés hidrogénios é referente aos hidrogénios metilicos (H-11)
do grupo acetato. Um multipleto (64 2,8-3,0), integrando para quatro hidrogénios, séo
referentes aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-1) e homobenzilicos (H-2). Um
singleto intenso em &y 3,80 integrando para trés hidrogénios é caracteristico de
hidrogénios de metoxila (-OCHs). O duplo tripleto em 6y 6,11 (J= 1,6 Hz e J= 16 Hz),
que integrou para um hidrogénio, é referente ao hidrogénio olefinico (H-4) a-
carbonilico. Na regido de hidrogénios aromaticos h4 um conjunto de sinais (dy 6,7-
7,1) integrando para quatro hidrogénios, tipico de anel aromatico 1,3,4-trisubstituido,
dos shogaois. O duplo dubleto em &4 6,80 (J= 2,0 Hz e J= 8 Hz) é referente ao
hidrogénio 6’. O dubleto em &4 6,92 (J= 8 Hz) é referente ao hidrogénio 5’. O dubleto
em oy 7,0 (J= 2,0 Hz) é referente ao hidrogénio 2'. O dublo tripleto em 6y 6,90 (J=
7,2 Hz e J= 16 Hz) é referente ao hidrogénio olefinico S-carbonilico.

O pico do ion-molecular (m/z 318) e o padrao de fragmentacdo
observados no espectro de massas confirmam a estrutura da substancia, como a
apresentada na FIGURA 4.63B.
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4.2.1.2 - Substancia semi-sintética 2 (SSi2)
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FIGURA 4.64 - Espectro de RMN *H (CDsCl, 200 MHz) (A) e EM (B) da substancia
SSi2. lonizagéo por impacto eletronico: 70 eV.

Como observado no espectro de RMN 'H, na FIGURA 4.64A, o tripleto
em dy 0,87 integrando para trés hidrogénios é referente aos hidrogénios da metila
terminal da cadeia alifatica (H-10). Os sinais em dy 1,2-1,6 integrando para oito
hidrogénios séo referentes aos hidrogénios metilénicos H-6, H-7, H-8 e H-9. Dois
singletos intensos (o 1,99 e &y 2,30), integrando para trés hidrogénios cada um, sao
referentes aos hidrogénios metilicos dos grupos acetatos (H-12 e H-11). Um
conjunto de sinais em oy 2,5-3,0 integrando para seis hidrogénios séo referentes aos
quatro hidrogénios metilénicos benzilicos (H-1) e homobenzilicos (H-2) e aos dois
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hidrogénios metilénicos a-carbonilicos (H-4). Um singleto intenso em &y 3,81
integrando para trés hidrogénios é caracteristico de hidrogénios de metoxila (-
OCHgs). O quintupleto em 64 5,22 integrando para um hidrogénio € referente ao
hidrogénio oximetinico (H-5). Na regido de hidrogénios aromaticos ha um conjunto
de sinais (64 6,7-7,1) integrando para trés hidrogénios, tipico de anel aromatico
1,3,4-trisubstituido, dos gingerois. O duplo dubleto em oy 6,74 (J= 2,0 Hz e J= 8 Hz),
€ referente ao hidrogénio 6. O dubleto em &4 6,78 (J= 2,0 Hz) é referente ao
hidrogénio 2'. O dubleto em 64 6,92 (J= 8 Hz) é referente ao hidrogénio 5'.

O pico do ion-molecular (m/z 378) e o padrdo de fragmentacao
observados no espectro de massas confirmam a estrutura da substancia, como a
apresentada na FIGURA 4.64B.

4.2.1.3 - Substancia semi-sintética 3 (SSi3)

3.80
2.85

1.27

(A)
FIGURA 4.65 - Espectro de RMN 'H (CDsCOCDs;, 400 MHz) (A) e EM (B) da
substancia SSi3. lonizagdo por elétron-spray no modo positivo.
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FIGURA 4.65 (continuacao) - Espectro de RMN *H (CD3;COCD3, 400 MHz) (A) e EM
(B) da substancia SSi3. lonizacéo por elétron-spray no modo positivo.

O espectro de RMN 'H (FIGURA 4.65A) apresenta um tripleto em
oy 0,85 integrando para trés hidrogénios referente aos hidrogénios da metila terminal
da cadeia alifatica (H-10). Os sinais em 6y 1,2-1,5 integrando para oito hidrogénios
sédo referentes aos hidrogénios metilénicos H-6, H-7, H-8 e H-9. O sinal em 6y 1,71 é
referente ao hidrogénio da hidroxila que forma uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular com o &tomo de nitrogénio hidrazénico, indicando que a configuracdo
desta hidrazona é trans. Um conjunto de sinais em 64 2,5-3,1, integrando para seis
hidrogénios, sdo referentes aos quatro hidrogénios metilénicos benzilicos (H-1) e
homobenzilicos (H-2) e aos dois hidrogénios metilénicos (H-4) a-hidrazénicos. Um
singleto intenso em &y 3,80 integrando para trés hidrogénios é caracteristico de
hidrogénios de metoxila (-OCH;) ligada ao anel aroméatico. O quintupleto em &y 4,15
integrando para um hidrogénio é referente ao hidrogénio oximetinico (H-5). O
conjunto de sinais (64 6,6-7,4) com integral total para oito hidrogénios sao referentes
aos hidrogénios dos anéis aromaticos. O tripleto em &y 6,67 integrando para um
hidrogénio é referente ao hidrogénio 4”. O dubleto em 6y 7,16 (J= 8,0 Hz) integrando
para dois hidrogénios é referente aos hidrogénios 3”. Os outros sinais ndo atribuidos

devido a sobreposicéo de sinais, sao referentes aos hidrogénios 2”7, 2’, 5’ e 6'.
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Com a analise do espectro de massas pode-se confirmar a estrutura da
substancia, como a ilustrada na FIGURA 4.65B. Os principais picos sdo: ion-
fragmento m/z 367,2 que representa a perda de 18 Da (H,O) do ion quasi-molecular
(m/z 385) que ndo aparece no espectro, e do pico m/z 389,2, como sendo o aduto

de sédio do ion-fragmento m/z 367,2.

4.2.1.4 - Substancia semi-sintética 4 (SSi4)

2.86

3.82

>—7.32

(A)
FIGURA 4.66 - Espectro de RMN 'H (CDsCOCDs;, 400 MHz) (A) e EM (B) da

substancia SSi4. lonizagdo por elétron-spray no modo positivo.
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FIGURA 4.66 (continuacao) - Espectro de RMN *H (CD3;COCD3, 400 MHz) (A) e EM

(B) da substancia SSi4. lonizacao por elétron-spray no modo positivo.

O espectro de RMN 'H (FIGURA 4.67A) da substancia semi-sintética
SSi4, é similar ao espectro do 6-gingerol, pois como pode ser observado, a estrutura
guimica o produto da reacdo consiste de duas moléculas de 6-gingerol interligadas
por uma molécula de hidrazina.

Com a analise do espectro de massas pode-se confirmar a estrutura da
substancia como a ilustrada na FIGURA 4.67B. O ion quasi-molecular gerado [M+1]"
€ 0 m/z 585,3. Um aduto de sédio [M+23]" m/z 607,3 foi gerado, como sendo o ion
mais estavel. Um dimero da substancia, como aduto de sédio (m/z 1191,6), também

pode ser observado no espectro de massas (FIGURA 4.66B)
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4.2.1.5 - Substancia semi-sintética 5 (SSi5)
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FIGURA 4.67 - Espectro de RMN *H (CDsCl, 200 MHz) (A) e EM (B) da substancia

SSi5. lonizagao por elétron-spray no modo positivo.
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O espectro de RMN *H (FIGURA 4.67A) do SSi5 é similar ao espectro
do 6-gingerol. A Unica diferenca é o sinal referente ao hidrogénio oximetinico (H-5)
gue aqui se encontra sobreposto pelo singleto em o6y 3,88, enquanto que na
molécula de gingerol o deslocamento quimico deste hidrogénio é &4 4,02.

Com a analise do espectro de massas pode-se confirmar a estrutura da
substancia como a ilustrada na FIGURA 4.67B. O ion quasi-molecular [M+1]" é m/z
310,1. O aduto de sédio (m/z 332,1) foi gerado, como sendo o ion mais estavel
(FIGURA 4.68B).

4.2.1.6 - Substancia semi-sintética 6 (SSi6)

A anélise dos espectros de RMN *H dos isdmeros SSi6 e SSi6ll é muito
similar, portanto sera discutido apenas o espectro do isébmero SSi6.

™S

3.88
1.56

(A)
FIGURA 4.68 - Espectros de RMN *H (CDsCl, 400 MHz) das substancias SSi6 (A) e
SSi6ll (B).
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FIGURA 4.68 (continuacdo) - Espectros de RMN 'H (CDsCl, 400 MHz) das
substancias SSi6 (A) e SSi6ll (B).
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FIGURA 4.69 - Ampliacdes do espectro de RMN *H (CDsCl, 400 MHz)da substancia
SSi6 (regido aromatica).

O tripleto em 6y 0,91 integrando para trés hidrogénios é referente aos
hidrogénios da metila terminal da cadeia alifatica (H-10). Os sinais em &4 1,3-1,6
integrando para oito hidrogénios sao referentes aos hidrogénios metilénicos H-6, H-
7, H-8 e H-9. O dubleto em 84 1,92 (J = 3 Hz) é referente ao hidrogénio da hidroxila
que estd formando uma ligacdo de hidrogénio intramolecular com o atomo de
nitrogénio hidrazoénico. Esta ligacdo de hidrogénio indica que a configuracdo desta

hidrazona é trans. Um conjunto de sinais em oy 2,5-2,9 integrando para seis

hidrogénios sdo referentes aos quatro hidrogénios metilénicos benzilicos (H-1) e
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homobenzilicos (H-2), e aos dois hidrogénios metilénicos (H-4) a-hidrazbnicos. Um
singleto intenso em &y 3,90 integrando para trés hidrogénios é caracteristico de
hidrogénios de metoxila (-OCHgz). O quintupleto em &y 3,99 integrando para um
hidrogénio € referente ao hidrogénio oximetinico (H-5). Na regido de hidrogénios
arométicos hd um conjunto de sinais (34 6,7-6,9) integrando para trés hidrogénios.
Esses sinais apresentam o padréo tipico de anel aroméatico 1,3,4-trisubstituido. Um
duplo dubleto (84 6,73, J=2,0 Hz), sobreposto pelo singleto em &y 6,74, é referente
ao hidrogénio 6. O singleto em &y 6,74 pode ser atribuido ao hidrogénio 2'. O
dubleto em &4 6,85 (J=8,0 Hz) é referente ao hidrogénio 5’. O dubleto em &y 7,82
(J=9,6 Hz) que integra para um hidrogénio é referente ao hidrogénio 6”. O duplo
dupleto em &4 8,25 (J=2,4 Hz, J=9,6 Hz) que integra para um hidrogénio é referente
ao hidrogénio 5”. O dubleto em &4 9,12 (J=2,4 Hz) integrando também para um
hidrogénio é referente ao hidrogénio 3” (FIGURA 4.68A e FIGURA 4.69).

O espectro de RMN *H do isdmero SSi6 (FIGURA 4.68A) e 0 espectro
de RMN *H do isémero SSi6ll (FIGURA 4.68B) apresentam sinais de hidrogénios
aminicos quelados em oy 11,77 e 6y 11,17. O hidrogénio mais desblindado
apresenta-se mais fortemente quelado com um oxigénio do grupo 2-nitro favorecido
pela configuracao trans da hidrazona.

Com a analise do espectro de massas pode-se confirmar a estrutura da
substancia como a ilustrada na FIGURA 4.70, através do ion-molecular [M+1]" m/z
475.
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FIGURA 4.70 - Espectro de massas da substancia SSi6. lonizacdo por elétron-spray

no modo positivo.

4.2.2 - Determinacéo dos ICsy das substancias semi-sintéticas

Na TABELA 4.8 observam-se os valores de inibicdo das substancias

obtidas apoés as transformacgdes realizadas com o 6-gingerol.
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TABELA 4.8 - Substancias semi-sintéticas obtidas a partir do 6-gingerol com suas
respectivas atividades de inibicdo frente a catepsina K e os valores de 1Cso dos mais
ativos. A concentracao inicial das substancias ensaiadas foi 125 pM.

/K | i
(@] O

o——

T PN

Inibic&o (%) = 13,23 + 2,33 Inibigdo (%) = 51,74 + 2,47

HN
\N OH |
o:©/\)\)\/\/\ °
HO HO
Inibigao (%) = 98,55 + 0,14
Inibigdo (%) = 73,11 ICso= 6,22 + 0,15 M

ICs=11,88 + 0,54 uM

NO»

OH
Nw OH
o O,N
NH
N/ OH
HO

|n|b|g§.0 (%) =0 HO
Inibic&o (%) = 72,79 + 1,60
ICs0= 23,86 + 0,30 uM

NO,

N OH

Inibic&o (%) = 71,69 + 0,64
ICso= 17,01 £ 1,95 uM
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Observando a TABELA 4.8, dos sete produtos obtidos apds as
modificac6es quimicas, apenas um ndo apresentou atividade de inibicdo frente a
catepsina K na concentracdo do ensaio (a oxima SSi5). Este resultado indica a
contribuicdo negativa na atividade de inibicdo enzimatica desta oxima. Os outros
produtos apresentaram atividade de inibicdo maior que o 6-gingerol (Inibicdo (%) =
5,95 + 1,96), como foi 0 nosso objetivo. No entanto, desses seis, 0s mais ativos
foram selecionados para a determinacdo do ICso. Foram eles: SSi3 (ICs = 11,88 +
0,54 uM), SSi4 (ICso = 6,22 + 0,15 uM), SSi6 (ICsp = 17,01 + 1,95 uM) e SSi6ll (ICso
= 23,86 + 0,30 uM).

Analisando as hidrazonas nota-se que o0 anel aromatico contribui
positivamente para o aumento de atividade frente a catepsina K, no entanto quando
neste anel estdo presentes dois grupos nitros nas posicoes 2 e 4, esta atividade
sofre uma reducdo. Quando, o grupo adicionado a molécula de 6-gingerol foi outra
molécula de 6-gingerol, através de uma ligagdo cruzada com a hidrazina, houve um

grande aumento em atividade quando comparado ao composto de partida.

4.3 - Determinacédo da seletividade (catepsinas K, V, L e S) e do modo

de inibicdo de alguns substancias mais promissores

Visto que as catepsinas V, L e S apresentam 60% de identidade com a
catepsina K e que sdo perfeitamente sobreponiveis, determinou-se a atividade de
inibicdo de algumas das substancias mais ativas frente a estas enzimas, para avaliar
a seletividade destas, frente a catepsina K (TABELA 4.9).

Baseado nos resultados obtidos de inibi¢éo frente as catepsinas K, L, S
e V, determinaram-se os valores de ICsy de algumas das substancias, e sua
respectiva seletividade com relacdo a catepsina K. Apenas as substancias com
inibicdo maior que 60% foram selecionadas para a determinagdo do 1Cs,. Uma
excecao a essa regra foi dada ao 6-shogaol, molécula selecionada para ensaios
posteriores devido a sua importante atividade anti-inflamatéria. Para determinar seu
modo de inibicdo frente a catepsina K foi necessario saber as concentracdes de

inibicdo mais altas e, utilizando-se destes dados calculou-se o ICsy desta substancia.
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TABELA 4.9 - Inibicdo de algumas substancias frente as catepsinas K, L, Se V

Inibicdo enzimética (%), 125 uM

Substancias CatKk | CatvV | CatL | CatS

10-gingerol 75,5 48,1 88,6 26
6-shogaol 26,8 6,80 0 24,2
8-shogaol 67,9 64,0 | 91,2 | 40,2
10-shogaol 86,3 83,0 95 59,9

6-gingerdiol 66 38,1 0 27
Diacetato de 6-gingerdioila | 86,8 53,2 925 | 31,7
SSi6 71,7 97,9 100 94,7

Todas as substancias naturais apresentaram uma maior seletividade

para a catepsina K. A substancia semi-sintética SSi6 foi pouco seletiva com relagao

a todas as catepsinas ensaiadas, no entanto foi mais seletiva para as catepsinas V,
L e S do que para a catepsina K (TABELAS 4.9 e 4.10).

TABELA 4.10 - ICs € seletividade de algumas substancias frente as catepsinas K, L,

SeV
ICs0 (LM) Seletividade
Substancias CatKk | CatV | CatL | CatS | CatV/CatK | CatL/CatK | CatS/CatK
10-gingerol 10,4 nd 46,9 nd nd 4,5 nd
6-shogaol 154,9 | 239,1 | 217,7 | 185,5 15 1,4 1,2
8-shogaol 21,1 nd |103,8| nd nd 4,9 nd
10-shogaol 58 | 96,5 | 9,7 nd 16,6 1,7 nd
6-gingerdiol 54,4 nd nd nd nd nd nd
Diacetato de 6- | 55,3 nd |118,8| nd nd 2,1 nd
gingerdioila
SSi6 17 11,2 7 10,7 0,7 0,4 0,6

nd = ndo determinado

Com relagéo a catepsina V, os substancias naturais apresentaram um

alto grau de seletividade, com excecao do 6-shogaol, que foi apenas 1,5 vezes mais

seletivo. Com relacédo a catepsina L, houve uma maior seletividade para a catepsina

K, no entanto, com baixo grau de seletividade. A maioria das substancias naturais foi
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bastante seletiva a catepsina K, quando comparado com a catepsina S, com a
menor seletividade para o 6-shogaol (1,2 vezes). Enquanto que, o 6-shogaol
apresentou uma atividade de inibicao frente as catepsinas com poténcia semelhante,
porém ainda seletivo a catepsina K, o 6-gingerdiol foi 0 mais seletivo a catepsina K
sobre as outras catepsinas (TABELAS 4.9 e 4.10).

Como mencionado anteriormente, as trés substancias selecionadas
para a determinacdo do modo de inibicdo frente a catepsina K foram: o 10-gingerol,
0 6-shogaol e o SSi6.

Para a determinacdo do mecanismo de inibicdo, foram construidos
graficos utilizando os modelos de Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf e Dixon.
Analisando esses graficos conjuntamente foi possivel determinar o tipo de inibidor
enzimatico de maneira mais confiavel. Poderia ter sido utilizado apenas um modelo,
no entanto, para evitar erros na determinacdo grafica dos modos de inibicdo, devido
a desvios de linearidade intrinsecos de alguns modelos, achou-se mais conveniente
utilizar mais de um modelo. Outra razdo em se utilizar modelos como Hanes-Woolf e
Dixon foi demonstrar a vantagem em se trabalhar com estes dois modelos. Por
exemplo, a equacao de linearizacdo de Hanes-Woolf se ajusta melhor aos dados
experimentais do que no modelo de Lineweaver-Burk, apesar de este modelo ser
pouco relatado na literatura, quando comparado ao de Lineweaver-Burk. Para o
modelo de Dixon, a vantagem é obter de maneira mais pratica se a inibicéo é do tipo
completa ou parcial, através dos gréficos gerados com os dados experimentais
(LESKOVAC, 2004; BISSWANGER et al., 2008).

Nas FIGURAS 4.71, 4.72 e 4.73 podem-se observar os graficos
gerados com os dados experimentais obtidos com o inibidor 6-shogaol.

A linearizagdo de Lineweaver-Burk (FIGURA 4.71) gerou retas
paralelas, o que nos da a informacdo de que o inibidor é do tipo acompetitivo
completo.
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FIGURA 4.71 - Linearizagdo de Lineweaver-Burk, com o inibidor 6-shogaol, nas

respectivas concentragdes: 250 uM (m), 225 yM (A ), 200 pM (x) e sem inibidor ().

Analisando o gréafico gerado com a linearizacdo de Hanes-Woolf
(FIGURA 4.72), tem-se a confirmacdo de que o inibidor é do tipo acompetitivo
completo, pois as retas interceptaram-se no eixo das ordenadas, uma caracteristica

tipica para este tipo de inibidor.
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FIGURA 4.72 - Linearizacdo de Hanes-Woolf, mostrando ampliacdo da

interceptacédo das retas, com o inibidor 6-shogaol, nas respectivas concentragoes:

250 pM (m), 225 pM (A ), 200 uM (x) e sem inibidor (—).

O paralelismo das retas, observado quando o grafico de Dixon foi
gerado (FIGURA 4.73), indica também que o inibidor € do tipo acompetitivo completo
(BISSWANGER et al., 2008).
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FIGURA 4.73 - Ajuste dos dados utilizando o modelo de Dixon, com o inibidor 6-

shogaol. As concentracdes de substrato utilizadas foram as seguintes: 4,0 uM (m),

5,0 UM (A), 7,5 UM (x) € 25,0 M (—).

Portanto, a analise dos resultados obtidos graficamente com os trés
modelos utilizados (Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf e Dixon), assegura que 0 6-
shogaol é um inibidor do tipo acompetitivo completo.

Para o 10-gingerol, iniciando com a analise do grafico de Hanes-Woolf,
pode-se observar pela FIGURA 4.74, que as retas interceptaram antes do eixo das
ordenadas. Este tipo de gréfico indica que a inibicdo € do modo acompetitiva parcial
(KIM et al., 2006).
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FIGURA 4.74 - Linearizacdo de Hanes-Woolf, com o inibidor 10-gingerol nas

respectivas concentragdes: 125 (¢), 75 uM (m), 25 uM ( A),e sem inibidor (—).

Um gréfico gerado com os coeficientes angulares e coeficientes

lineares dessas retas versus concentracdo de inibidor (FIGURA 4.75) indicara se o
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modo de inibicdo é parcial ou completa. Como ocorreu neste caso, quando 0s
pontos experimentais se ajustarem a uma hipérbole, o tipo de inibidor é dito parcial
(LESKOVAC, 2004). Pelo perfil dessas curvas também se tem a informagéo de que

se trata de uma inibicdo do tipo acompetitivo parcial (BISSWANGER et al., 2008).
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FIGURA 4.75 - Ajuste dos dados experimentais utilizando o modelo de Hanes-Woolf,
com o inibidor 10-gingerol. O eixo da ordenada (y) representa os coeficientes

lineares (¢), e angulares (m) das linearizagbes de Hanes-Woolf.

Na FIGURA 4.76 pode-se observar o gréfico de Lineweaver-Burk.
Estas retas com pequenas diferencas em seus coeficientes angulares e que se
cruzarao em um ponto distante, a direita do eixo das ordenadas é caracteristico de
inibidores do tipo acompetitivo parcial (BISSWANGER et al., 2008).
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FIGURA 4.76 - Linearizacdo de Lineweaver-Burk, com o inibidor 10-gingerol nas

respectivas concentragdes: 75,0 uM (m), 12,5 uM (), e sem inibidor (—).
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Através das curvas geradas pelo modelo de Dixon (FIGURA 4.77) se
confirma que o 10-gingerol € um inibidor do tipo acompetitivo parcial (BISSWANGER
et al., 2008).

1/v

-15 5 25 45 65 85 105 125
(1
FIGURA 4.77 - Ajuste dos dados experimentais utilizando o modelo de Dixon, com o

inibidor 10-gingerol. As concentragbes de substrato utilizadas foram as seguintes:

1,0 (+), 2,0 uM (m), 4,0 UM (A), € 20 pM ().

Portanto, a analise dos resultados obtidos graficamente com os trés
modelos utilizados (Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf e Dixon), assegura que o 10-
gingerol é um inibidor do tipo acompetitivo parcial.

Para a substancia SSi6, pode ser observado pelo gréafico de Hanes-
Woolf (FIGURA 4.78), que as retas interceptaram depois do eixo das ordenadas,

sendo esse tipo de gréfico caracteristico de uma inibigdo do tipo mista.
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FIGURA 4.78 - Linearizacdo de Hanes-Woolf, mostrando ampliagdo da

interceptagdo das retas, com o inibidor SSi6, nas respectivas concentragdes:

125 (+), 31,25 pM (A ), 7,8 uM (m), 4,0 pM (#) e sem inibidor (—).

Um gréafico gerado com os coeficientes angulares e coeficientes
lineares dessas retas versus concentracdo de inibidor (FIGURA 4.79) indicara se o
modo de inibicdo é parcial ou completa. Como ocorreu neste caso, quando 0s
pontos experimentais se ajustarem a uma hipérbole, o tipo de inibidor é dito parcial
(LESKOVAC, 2004). Pelo perfil dessas curvas também se tem a informagéo de que
se trata de uma inibi¢cao do tipo ndo-competitiva parcial (BISSWANGER et al., 2008).

Coeficiente

0 25 50 75 100 125

[

FIGURA 4.79 - Ajuste dos dados experimentais utilizando o modelo de Hanes-Woolf,

com o inibidor SSi6.

Na FIGURA 4.80 pode-se observar o gréfico de Lineweaver-Burk.

Estas retas com pequenas diferencas em seus coeficientes angulares e que se
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cruzardo em um ponto distante, a esquerda do eixo das ordenadas é caracteristico
de inibidores do tipo ndo-competitivo parcial (BISSWANGER et al., 2008).
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FIGURA 4.80 - Linearizacdo de Lineweaver-Burk, com o inibidor SSi6 nas
respectivas concentragbes: 125 (¢), 62,5 uyM (¢), 7,8 uM (m), 4,0 pM () e sem
inibidor (—).

O gréfico de Dixon (FIGURA 4.81) vem a confirmar que o SSi6 € um
inibidor do tipo ndo-competitivo parcial (BISSWANGER et al., 2008).
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FIGURA 4.81 - Ajuste dos dados experimentais utilizando o modelo de Dixon, com o
inibidor 6-shogaol. As concentracdes de substrato utilizadas foram as seguintes: 1,0

UM () 2,0 uM (m), 5,0 pM (x), 15 uM (+) e 20 pM (—).

Portanto, a analise dos resultados obtidos graficamente, com os trés
modelos utilizados (Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf e Dixon) assegura que o SSi6 é
um inibidor do tipo ndo-competitivo parcial.
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Através dos coeficientes angulares e lineares obtidos com a
linearizacdo de Hanes-Woolf, a constante de Michaelis-Menten para a catepsina K
pode ser determinada, como se observa na TABELA 4.11. A reacédo de hidrélise do
substrato Z-Phe-Arg-MCA teve como Vnax 1,70 £ 0,25 RFU/min.

TABELA 4.11 - Constante de Michaelis-Menten (Ky) da catepsina K humana, com o
substrato Z-Phe-Arg-MCA.

Enzima | Ky (uM) exp | Ky (uM) literatura® | Ky (M) literatura®
Catepsina K 6,5 8,2 7,5
SEVERINO, R. P., 2008; BROMME et al., 1996

Com os valores de Ky € Vmax, € as equacdes de Hanes-Woolf para
cada tipo de inibicdo enzimatica determinada, foram obtidos os parametros cinéticos
para as trés substancias, como pode ser observado na TABELA 4.12.

TABELA 4.12 - Parametros cinéticos de inibicdo do 6-shogaol, 10-gingerol e SSi6

frente a catepsina K

Substancias Modo de inibigao a.Ki (UM) | Ki (UM)

6-shogaol | Acompetitiva completa | 16,65 -
10-gingerol | Acompetitiva parcial 10,77 -
SSi6 N&o-competitiva parcial | 0,75 | 10,47

Estes resultados reforcam a moderada atividade inibitéria desses
inibidores frente a catepsina K, por apresentarem valores baixos de constante de
inibicdo (K, a.K;) na ordem de micromolar.

Como a substancia SSi6 é um inibidor do tipo ndo-competitivo, existem
duas rotas para a formacdo do complexo ternario ESI, e por isso ele apresenta dois
valores de constante de inibicdo enzimatica (a.Ki e Kj), como ilustrado na FIGURA
1.12, Item 1.6.1.6. da Introducéo. Como o a.K; (Ki") tem um valor mais baixo que o K;,
a velocidade da reacdo é maior na rota em que o inibidor se liga ao complexo ES
(ES+I—ESI) do que na rota em que o inibidor se liga a enzima livre (E+I—El)
formando em seguida o complexo ESI. Isso indica que o inibidor tem uma maior

afinidade pelo complexo ES do que pela enzima livre.
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4.4 - Ensaios em culturas de células

4.4.1 - Ensaios de viabilidade celular frente a células ATDCS5,

condrécitos e sinoviécitos humanos

Os proximos ensaios com as substancias, 6-shogaol, 10-gingerol e
SSi6, serdo os realizados em meio celular, que sdo ensaios que apresentam uma
maior complexidade, pois, cada vez mais se aproxima do sistema in vivo.
Inicialmente, ensaios de citotoxicidade foram realizados para determinar as
concentracgOes ideais das substancias que serdo utilizadas nos ensaios posteriores.

Um ensaio inicial de viabilidade celular foi realizado de modo que a
morte celular pode ser visualizada por microscopia (FIGURA 4.82).

FIGURA 4.82 - Microfotografias dos condrécitos mostrando as células viaveis,
(imagem esquerda), como controle, e células em apoptose, (imagem direita),
representando a morte celular causada pelas substancias teste na concentracéo de
50 uM.

As células utlizadas foram os condrocitos humanos, e as
concentragbes de cada substancia foram: 0,5; 5,0; 50 e 500 pM. A partir da
concentracdo de 50 pM, as trés substancias foram tdxicas, como pode ser
observado pela microfotografia das células na FIGURA 4.82. Uma perda da forma e
de aderéncia das células observadas na placa caracteriza a morte celular.

A partir dos resultados iniciais de viabilidade celular, outras
concentracbes de cada composto foram preparadas para realizar o ensaio de
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citotoxicidade utilizando o método do MTT, como descrito em Material e Métodos no
Item 3.3.6.3. Estes resultados estao ilustrados através dos gréaficos nas FIGURAS
4.83 e 4.84.
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FIGURA 4.83 - Citotoxicidade das substancias (SSi6, 10-gingerol, 6-shogaol) frente
a linhagem celular ATDCS.
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FIGURA 4.84 - Citotoxicidade das substancias (SSi6, 10-gingerol, 6-shogaol) frente

a sinoviécitos humanos.
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Como pode ser observado nas FIGURAS 4.83 e 4.84, com o ensaio do
MTT, em linhagem celular de rato pré-condrocitaria (ATDC5), e em sinoviécitos
humanos, o composto que apresentou maior toxicidade celular foi o 10-gingerol,
tendo menor toxicidade nas concentracdes de 1,0 e 0,5 uM. No caso do composto
SSi6, a concentracdo mais téxica foi 5,0 uM, com uma toxicidade maior para as
células ATDC5 do que para os sinoviécitos humanos. Portanto, a concentragdo mais
alta que poderia ser selecionada para o SSi6 seria 2,5 uM. Para o 6-shogaol todas
as concentragcfes utilizadas ndo causaram morte celular consideravel, portanto as

maiores concentragdes neste caso poderiam ser utilizadas (2,5 uM e 5,0 uM).

4.4.2 - Ensaios de inibicdo da catepsina K em condrécitos humanos

Condrdcitos séo células do tecido cartilaginoso, que produzem enzimas
proteoliticas, como a catepsina K, capazes de causar erosdo da cartilagem de
pacientes com doencas osteoarticulares (VINARDELL et al., 2009)

Em cultivos celulares, a atividade da catepsina K pode ser visualizada
por microscopia de fluorescéncia utilizando-se o substrato fluorogénico Z-Gly-Pro-
Arg-4MBNA, e nitrosalicilaldeido (NSA), como esta descrito em Material e Métodos,
no item 3.3.6.4. O resultado final é a formacdo de um precipitado fluorescente
localizado no interior das células (FIGURA 4.85). Quanto menor a fluorescéncia
gerada pela rea¢do enzimatica, mais ativo sera o inibidor.

Uma excelente atividade de inibicdo, para as trés substancias testadas,
frente a catepsina K pode ser observada pela diminuicdo quase total da
fluorescéncia (FIGURA 4.85). Tomando como base a relagcédo seguranca/efetividade,
as substancias que se apresentaram com resultados melhores foram: SSi6 e 6-
shogaol. A menor atividade do 10-gingerol provavelmente foi obtida devido a menor
concentragcdo ensaiada (1 pM) para esta substancia, limitada pelo maior
citotoxicidade da mesma sobre células humanas e de ratos, em concentracdes

maiores.
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sem inibidor® a Inibidor E64

10-gingerol

FIGURA 4.85 - Inibicdo da atividade da catepsina K em condrécitos humanos com
os inibidores reversiveis SSi6, 10-gingerol, 6-shogaol e o inibidor irreversivel E64,
como controle positivo. O controle negativo foi realizado nas mesmas condi¢des

reacionais, mas sem inibidor.

Mesmo apresentando valores de ICso (10-gingerol: 10,38 pM, 6-
shogaol: 154,9 yM; SSi6: 17,0 uM) acima das concentracdes testadas nos ensaios
em células, obtiveram-se 6timos resultados de inibicdo enzimética. Isso pode ser
explicado, pois, as condicdes nas quais a catepsina K se encontra no ensaio
bioguimico (enzima isolada) e no ensaio biolégico (enzima dentro da célula) sdo
diferentes. Mudangas conformacionais da enzima existem, dependendo do meio em
gue ela se encontra e, portanto, a afinidade da mesma com um determinado ligante

(inibidor ou substrato) poder4d mudar. O meio celular, esta mais proximo das
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condi¢bes in vivo, e isso vem a comprovar o efeito real desses inibidores frente a

catepsina K, como bons prototipos a farmacos.

4.4.3 - Ensaios de inibicdo da producdo de oOxido nitrico em células

ATDC5 e condrécitos humanos

O oOxido nitrico € um importante mediador da inflamacédo e, a sua
determinacdo em meios biolégicos pode ser utilizada para a busca de inibidores de
enzimas que participam da sua biossintese, principalmente a éxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), como esta ilustrada na FIGURA 4.86.

ARGININO

SUCCINASE
SINTASE SUCCINATO DE ARGININA
ARGININA
SUCCINASE
CITRULINA iNOS
\ iNOS
ARGININA ::>
ORNITINA
CARBOMOIL
TRANSFERASE ORNITINA ARGINASE

FIGURA 4.86 - Via de producao do NO com as enzimas envolvidas neste processo.

UREIA

Os resultados da inibicdo da producéo de 6xido nitrico celular podem
ser determinados pela medida de nitritos do sobrenadante (meio de cultura) do
cultivo celular.

Existem varios agentes proé-inflamatorios que podem induzir a producéo
de NO em meio celular, como: lipopolissacarideo bacteriano, IL1, fator de necrose
tumoral e interferon-y (SOUTHAN e SZABO, 1996). Neste trabalho para estimular a
producao de 6xido nitrico pelas células, foi utilizado IL1. Houve um estimulo de cerca
de 80% na producéo de 6xido nitrico. O efeito das substancias teste na producao de
oxido nitrico pelas células pode ser observado nos gréaficos das FIGURAS 4.87 e
4.88.
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FIGURA 4.87 - Inibicdo da producdo de nitritos em condrdcitos humanos, com as
substancias SSi6, 10-gingerol e 6-shogaol.
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FIGURA 4.88 - Inibicdo da producdo de nitritos em células ATDC5, com as
substancias SSi6 e 6-shogaol.

O 10-gingerol ndao apresentou efeito sob a producao de éxido nitrico,
em condrdcitos humanos, e 0 SSi6 em ambas as células (ATDC5 e condrdcitos
humanos), no entanto, o 6-shogaol inibiu a producdo de 6xido nitrico em torno de
30%, na concentracao de 5 uM, para os dois tipos celulares. Na concentracao de 2,5
UM houve uma inibicdo de 20% em condrécitos humanos, indicando um efeito dose-

145



Resultados e Discussao

dependente, sobre essas células (FIGURA 4.87 e 4.88). Os resultados positivos com
0 6-shogaol ja eram esperados, pois ele jA havia apresentado um bom efeito
inibitério na producdo de NO em macrofagos, estimuladas com lipopolissacarideo
bacteriano, na concentracéo de 6 uM (DUGASANI et al., 2010).
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A selecdo da espécie Z. officinale, dentre dez plantas utilizadas no
tratamento de doencas osteoarticulares permitiu a descoberta de algumas
substancias com moderada poténcia de inibi¢do frente a catepsina K. A metodologia
empregada, isolamento de substancias através de biomonitoramento, facilitou a
busca das substancias responsaveis pela atividade enzimética presentes nos
extratos vegetais.

Das dezoito substancias isoladas, cinco apresentaram consideravel
efeito inibitério frente a catepsina K. Foram elas: 10-gingerol (10,38 + 0,18 pM), 8-
shogaol (21,07 = 2,39 uM), 10-shogaol (5,84 + 0,35 yM), 6-gingerdiol (54,40 + 2,41
MM) e diacetato de 6-gingerdioila (55,34 + 3,85 uM). Vale ressaltar que algumas
caracteristicas estruturais foram importantes para a maior atividade apresentada,
como a ligacao a,B-insaturada na cadeia lateral presente nos shogaois, e 0 maior
comprimento desta cadeia alquilica. Ensaios inibitorios de seletividade frente as
catepsinas L, S e V, foram realizados, obtendo-se em geral, uma maior seletividade
dessas substancias a catepsina K, com o 6-gingerdiol sendo a substancia mais
seletiva.

Pela grande quantidade dos gingerois, uma classe de substancias com
diversas atividades bioldgicas, que esta espécie produz, realizou-se um estudo de
sobrecarga de coluna cromatografica em CLAE, com o intuito de se isolar grandes
guantidades dos principais gingerois. Em uma injecao cromatografica no modo semi-
preparativo, a partir de 170 mg de amostra, e 30 min de tempo de corrida, isolou-se
93 mg de 6-gingerol, 22 mg de 8-gingerol e 17 mg de 10-gingerol, com grau de
pureza consideravel (>96 %), obtido através da analise elementar, de cada um
deles. Este resultado tem carater inovador ja que € o primeiro relato na literatura (até
a publicacéo desta tese, em 2011) de isolamento em escala semi-preparativa do 6, 8
e 10-gingerol por CLAE, no modo reverso de elui¢ao.

Com as modificacbes quimicas do o 6-gingerol, obtiveram-se sete
substancias, das quais quatro apresentaram boas atividades de inibicdo frente a
catepsina K. Foram elas: SSi3 (ICsp = 11,88 + 0,54 uM), SSi4 (6,22 = 0,15 uM), SSi6
(ICs0 = 17,01 £ 1,95 pM), SSi6l (23,86 = 0,30 yM). O maior rendimento reacional
(45%) foi obtido para o SSi6, embora experimentos de otimiza¢cdo nao tenham sido
realizados. As substancias SSi3, SSi4, SSi5, SSi6 e SSi6ll sdo inéditas e, agregado

147



Conclusao

a isto, suas boas atividades de inibicdo frente a catepsina K as tornam muito
importantes para a quimica medicinal, promovendo um avanco em termo de
estrutura/atividade para esta classe de compostos. A partir do 6-gingerol também foi
obtido de maneira simples o 6-shogaol. Este, por apresentar um efeito anti-
inflamatério frente a células, agregado a uma atividade de inibicdo da catepsina K,
foi utilizado para ensaios posteriores.

Uma andlise mais detalhada dos efeitos bioquimicos/biolégicos de trés
substancias selecionadas foi realizada. Iniciou-se com a determinagcdo dos modos
de inibicdo frente a catepsina K para o 6-shogaol (Ki = 16,65), 10-gingerol (Ki =
10,77 pM) e SSi6 (K = 0,75 e K; = 10,47). Foram eles: acompetitiva, acompetitiva
parcial e ndo-competitiva parcial, respectivamente. Esta é a primeira vez que
inibidores acompetitivos e ndo-competitivos da catepsina K séo identificados. Este
resultado vem a contribuir para o progresso na area de inibicdo enzimatica em
bioquimica, ja que pouco de conhece sobre os mecanismos de inibicdo acompetitiva
e ndo-competitiva, quando comparados ao mecanismo de inibicdo competitivo.

A inibicdo da catepsina K em meio celular foi visualmente maior (por
reducdo da fluorescéncia), comparado aos resultados obtidos com a catepsina K
isolada, pois se utilizando concentragées menores (6-shogaol: 2,5 puM; 10-gingerol:
1,0 uM e SSi6: 2,5 pM) que seus valores de ICsy (6-shogaol: 154,9 uM,10-gingerol:
10,4 uM, SSi6: 17,0 uM) podem-se observar seu excelente resultado sobre a
atividade enzimética. Estes resultados demonstram o real efeito destes inibidores
frente a catepsina K, ja que ensaios celulares estdo bem mais proximos do ambiente
in vivo do que ensaios realizados com a enzima isolada.

Os ensaios de citotoxicidade para as trés substancias selecionadas
foram realizados em sinoviocitos humanos, e pode-se observar uma baixa toxicidade
tanto para o 6-shogaol quanto para o SSi6 em todas as concentragdes testadas (0,5;
1,0; 2,5 e 5,0 uM). Felizmente, as melhores atividades de inibi¢&o frente a catepsina
K foram observadas para as substancias menos téxicas (6-shogaol e SSi6). Na
inibicdo da producdo de Oxido nitrico em condrdcitos humanos observou-se uma
efichcia em torno de 30% para o 6-shogaol, na concentragdo de 5,0 pM. Um
excelente resultado, visto que a concentracdo de 6-shogaol no ensaio celular foi
baixa. Concentracdes maiores que 5 UM poderia apresentar inibicbes na producao

de NO maiores, ja que se observa um efeito dose-dependente para esta substancia.
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Por ter apresentado uma boa atividade de inibicao frente a catepsina K,
e inibicdo da producdo de NO em condrécitos humanos, o 6-shogaol se apresenta
como uma substancia com grande potencial a se tornar um agente terapéutico eficaz
no tratamento de doencas que se caracterizam por perda de matriz extracelular e
inflamag&o, como a artrose, e a artrite.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que,
a espécie Z. officinale, utilizada ha milhares de anos no tratamento da artrose e
artrite, apresentou fortes indicios de atividade terapéutica, observado através da
inibicdo da atividade da catepsina K, enzima diretamente envolvida na destruicdo de
tecido 6sseo e cartilaginoso, e da inibicédo, pelo 6-shogaol, da producdo de NO, um
importante mediador da inflamacdo em articulagdes. Este resultado vem a contribuir
para 0 seu uUso como agente terapéutico, no entanto, ensaios in vivo ainda devem

ser realizados a fim de se aumentar a seguranca de seu uso.
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