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Biological Activity of Some Diterpenics
Acids and its Semi-Synthetic Derivatives

Resumo

Neste trabalho estéo relatados os resultados complementares obtidos
de bioensaios realizados com os acidos diterpénicos naturais (-)-acido
6zico (1a), (-)-acido abiético (2a), (*+)-acido copélico (8a) e (+)-
acido hardwickiico (4a), e de seus derivados semi-sintéticos. O
composto 1a foi isolado do epicarpo de Hymenaea sp. (coletada em
Campinas, SP); o acido abiético (2a) foi isolado da resina comercial
de Pinus elliottii, e os demais da resina comercial de Copaifera sp. Em
uma primeira etapa foram realizados ensaios de letalidade com Artemia
salina e de bioautografia. Os compostos que apresentaram os melhores
resultados na primeira etapa foram bioensaiados em testes especificos
de inibicdo de crescimento de células carcinogénicas e do bacilo
Mycobacterium tuberculosis.

Abstract

This work presents bioassays complementary results obtained from some
natural diterpenes as (-)-ozic acid (1a), (-)-abietic acid (2a), (+)-
copalic acid (3a) and (+)-hardwickic acid (4a), and some of their
semi-synthetic derivatives Compound 1a was isolated from the epicarp
resin of Hymenaea sp. (collected in Campinas, SP); (-)-Abietic acid
(2a) was obtained from commercial resin of Pinus elliottii, and copalic
and hardwickic acids (3a and 4a) were isolated from commercial resin
of Copaifera sp. In a first approach, brine shrimp (Artemia salina)
mortality and bioautographic assays were carried out. The compounds,
which presented the better results in these former tests, were submitted
to assays for their inhibitory ability on carcinogenic cells and
Mycobacterium tuberculosis bacillus growth.

Introdugéao

Mesmo reconhecendo o inestiméavel valor da pesquisa fitoquimica per
si, que se caracteriza por isolar, identificar e divulgar novas substéncias
naturais, € sempre interessante associar estas informagoes a estudos
de investigagdo das atividades biolégicas através de bioensaios

Revista Fitosv* Vol.1 N°01 junho/2005



Artigo original/Original article

(McLAUGHLIN, 1995). Desde os primérdios da
histéria da humanidade hé relatos mostrando que o
homem sempre utilizou plantas na cura de doengas.
Entretanto, foi apenas no inicio do século XIX que
Serturnerse isolou a morfina do épio, sendo este
considerado o primeiro composto bioativo
(PARTINGTON, 1989). A partir deste fato, cresceu
consideravelmente o interesse no isolamento de
novos compostos naturais apresentando bioativida-
des e, nos ultimos anos, com o advento e a sofistica-
cao de técnicas analiticas como CLAE, RMN bidimen-
sional e outras, o isolamento e a elucidagéo estrutural
de novas substéncias, mesmo complexas, tornou-se
trivial.

Dentre as diversas classes de produtos naturais, os
terpenos oferecem uma diversidade muito grande
de metabdlitos secundarios com ampla variedade de
estruturas e bioatividades (HANSON, 1995 e 2001).
Por esta razao, constitui-se em uma classe de grande
interesse fitoquimico, o que motivou nosso
laboratério a investigar os 6leos resinosos de plantas
pertencentes a familia Leguminosae, como a
Copaiba (Copaifera sp.) e o Jatoba (Hymenaea sp.).
Estas plantas, da subfamilia Caesalpinoideae e tribo
Detarieae, estdo amplamente difundidas no territério
brasileiro, principalmente nas Regides Sudeste,
Norte e Nordeste (LANGENHEIM 1973 e 1975).
Estas resinas sao solugbes naturais de acidos diter-
pénicos em um dleo essencial constituido predominan-
temente por sesquiterpenos. Estas plantas ja foram
objetos de estudos de alguns grupos de pesquisa
(PINTO, 2002); entretanto, poucos resultados tém
sido divulgados com relagdo a bioatividade dos
compostos isolados.

Além da investigagdo de bioatividade de terpenos
naturais, a semi-sintese de substancias inéditas ou
mais raras pode ser um caminho para descobrir e
desenvolver potenciais farmacos, a partir de terpe-
nos que sejam abundantes, e que apresentem
caracteristicas estruturais e funcionais apropriadas.
Nesse aspecto, a ferramenta sintética aplicada a
pesquisa fitoquimica € uma associagao importante
para auxiliar a descoberta de novos farmacos. Em
muitas ocasides, os produtos naturais se mostram
inativos, muito toxicos ou ainda com bioatividades
indesejadas. Em alguns casos é possivel, através de
transformagdes quimicas, potencializar a atividade
farmacolodgica esperada e/ou reduzir outras que
estao relacionadas a toxicidade do composto
(HOSTETTMANN, 1993).
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Em sua imensa diversidade estrutural, alguns terpe-
nos de origem marinha (YAMADA, 1992; SHIN, 1997)
tém se tornado alvo sintético em nosso laboratério.
Este interesse foi motivado por trabalhos realizados
nas ultimas décadas, destacando estes compostos
como uma rica fonte de novos metabdlitos secunda-
rios, com diversas atividades bioldgicas, tais como:
antibidticas, antitumorais e antivirais (BHAKUNI,
1998). Outros fatores que tém estimulado a sintese
total destes compostos s&o a elucidacéo de configu-
racdes absolutas (CREWS, 1985) e a preparacao
de analogos, com a finalidade de avaliar a variacéo
da bioatividade, quando comparada ao do produto
natural (GIACOMINI, 2002).

QOutra classe de diterpenos que tem despertado o
nosso interesse apresenta a unidade hidroxibute-
nolida, e pertence a série clerodano (IMAMURA,
1999). Compostos com estas caracteristicas séo
encontrados com freqiiéncia em plantas do género
Polyalthia (RASHID, 1996), Acritopappus,
(BOHLMANN, 1980) Premna (HABTEMARIAM,
1992) e Cyathocalyx (WIJERATHNE, 1994); sendo
que muitas delas sdo amplamente utilizadas na
medicina popular como diuréticos (HASAN, 1995) e
antipiréticos (CHAKRABARTY, 1992). Além disso,
alguns clerodanos hidroxibutenolidos tém demons-
trado atividades bastante significativas, como antia-
limentares (PHADNIS, 1988) antimicrobianas (HAO,
1995) e citotoxicas (McLAUGHLIN, 1991). Durante
varios anos de trabalho, diversos &cidos diterpénicos
foram isolados de plantas da Familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinoideae e tribo Detarieae. Em
muitos casos, plantas desta classe boténica sdo gran-
des produtoras de resinas ricas em sesqui- e diterpe-
nos, constituindo-se em uma fonte importante de
matéria-prima de interesse comercial
(LANGENHEIM, 1975).

Os compostos foram obtidos, na sua maioria, na
forma de ésteres metilicos (Figura 1) como o ozato
(1b), isoozato (5), kolavenato (6), os isdbmeros 7, 8
e 9, zanzibarato (10), copalato (3b), isocopalato
(11), hardwickato (4b), etc., (NOGUEIRA, 1999;
GIACOMINI, 2002, LUNARDI, 2002). O (-)-acido
ozico (1a) (do género Hymenaea sp.), os acidos
hardwickiico (4a) e copalico (3a) (do género
Copaifera sp.) foram encontrados abundantemente
nestas espécies e, por esta razdo, foram utilizados
como fonte de matéria-prima para sintetizar outros
compostos inéditos ou raros. O &cido abiético (2a),
encontrado como composto majoritario na resina de
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P elliottii (Familia Pinaceae) também foi utilizado
como material de partida em sinteses (SANTOS,
2001). Alguns dos compostos sintetizados tém
origem marinha como o sesterterpeno hyrtiosal (5)
(LUNARDI, 2002) e analogos a um norsesquiterpeno
diacetilado isolado de esponja marinha (SHIN, 1997).
Além destes, também foram sintetizados clerodanos

Atividade Biolégica de Alguns Acidos Diterpénicos
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contendo unidades hidroxibutenolida que mostraram
ser muito ativos no teste de letalidade contra Artemia
salina (IDE, 2003). Véarios outros compostos com
estruturas inéditas e interessantes foram também
obtidos a partir do 4cido abiético (2) (SANTOS,
2001; SORIANO, 2004).

Figura 1 — Estruturas dos compostos isolados da Hymenaea sp., Copaifera sp. e Pinus
elliottii.

COOR
laR=H
1b R = CH,

R CO,CH;
4aR = COOH
4b R = COOCHj 5
4c R =CHs

HyCO,C
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Materiais e Métodos

Todos os compostos isolados e sintetizados foram
submetidos a bioensaios simples, como a medida de
letalidade com Artemia salina e a bioautografia. Al-
guns, que se mostraram bastante ativos e que fo-
ram preparados em quantidade, foram encaminha-
dos para a realizacéo de testes in vitro contra a M.
tuberculosis e testes de inibicdo de crescimento
(IC50) e de letalidade (LC50), contra diversas li-
nhagens de células tumorais (SANTOS 2001,
LUNARDI 2002).

Teste de letalidade contra Artemia salina. O método
utiliza camardo de dgua salgada para determinar
LC50 (g/mL). Valores de LC50 1000 séo considera-
dos ativos para extratos e 30 muito ativos para
substancias puras. O protocolo foi descrito por
McLaughlin e colaboradores (1982).

Teste de atividade bactericida e fungicida (bioauto-
grafia). Este método utiliza placas cromatogréficas
para investigar a atividade antimicrobiana de extra-
tos vegetais e de substancias puras (SAXENA,
1995). Nas placas cromatograficas a serem inocula-
das, foram aplicados 2 L do antibiético ou do antiftin-
gico, conforme o caso, e 10 L do composto a ser
avaliado Apds a eluicdo dos compostos sob avalia-
¢ao sobre uma placa cromatogréfica, esta foi colo-
cada dentro de uma placa de Petri e sobre ela foi
adicionado um meio de cultura adequado. Apds a
solidificagdo do meio de cultura, foram inoculados
bactérias e fungos na forma de suspensédo (100 a
200 L), contendo aproximadamente 106 células/
mL. O antibiético de controle utilizado foi o cloran-
fenicol (5 mg/mL) e o fungicida utilizado foi o ciclopi-
roxolamina (10 mg/mL). As amostras foram prepa-
radas na concentracao de 2 mg/mL, e as placas fo-
ram incubadas na temperatura e tempo adequado
para cada microorganismo (24h a 37 C para bacté-
rias e 7 dias a 28 C para fungos). A atividade biolo-
gica apresenta resultado positivo quando se obser-
va na placa cromatografica um halo de inibicdo de
crescimento do microorganismo sobre a substéncia
investigada. Os microorganismos e os meios de cul-
tura foram fornecidos pela Colegéo de Culturas Tro-
picais (CCT) da Fundacao Tropical de Pesquisa e
Tecnologia André Tosello. As bactérias utilizadas fo-
ram: Bacillus subtilis (CCT 0089, Gram positiva),
Staphilococcus aureus (CCT 4295, Gram positiva),
Salmonella tiphymurum (CCT 1978, Gram negati-
va), Rodococcus equi (CCT 0541, Gram positiva) e
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Escherichia coli (CCT 1457, Gram negativa). Os fun-
gos utilizados foram: Aspergillus niger (CCT 1435),
Penicillium funiculosum (CCT 0490), Fusarium
oxysporium (CCT 3244), Rhizopus orizae (CCT
4964), Aspergillus fumigatus (CCT 1277), Alternaria
alternata (CCT 1250) e Cladosporium cladosporioides
(CCT 5039).

Teste in vitro de atividade antiproliferativa (antitu-
moral). Os ensaios foram realizados com diversas
linhagens de células tumorais humanas, como: leuce-
mia (K-562), melanoma (UACC-62), pulméo (NCI-
460), célon (HT-29), rim (786), ovario (OVCAR),
mama (MCF-7), mama resistente (NCI ADR) e pros-
tata (PC-03). Os bioensaios foram realizados no Ins-
tituto Nacional de Cancer (NCI, EUA) e no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e
Agricolas (CPQBA, Campinas, SP), utilizando o pro-
tocolo e as linhagens de células cedidas pelo NCI
(LUNARDI 2002; SANTOS, 2001).

Teste in vitro contra o bacilo Mycobacterium tubercu-
losis. Este teste foi realizado segundo protocolo do
TAACF (Tuberculosis Antimicrobial Acquisition &
Coordinating Facility - Southern Research Institute)
(SANTOS, 2001).

Resultados e Discusséao

Do extrato hexanico do epicarpo de H. courbaril var.
altissima, foram isolados, apds tratamento com diazo-
metano, quatro ésteres diterpénicos conhecidos 1b, 5,
6 e 10. Dentre estes foi identificado o kolavenato de
metila (6) contendo esqueleto clerodano e que apre-
sentou valor de [at] -58 (c 0,7, CHCI3) (HARA et. al.,
1995). Os demais compostos apresentaram esqueleto
do tipo labdano e foram caracterizados como ozato de
metila (1b), [a], -30,6 (¢ 2,5, CHCI3), (STIPANOVIC,
1979), isoozato de metila (5) [l -23 (¢ 1,2, CHCI3),

(KHOO, 1973), e o zanzibarato de metila (10) [, -
37,5(c 2,0, CHCI3), (OURISSON, 1965 e GIACOMINI,
2004). O extrato de acetato de etila da casca do tron-
co forneceu, entre outros compostos conhecidos, apos
esterificacdo com diazometano, um novo diterpeno con-
tendo esqueleto clerodano (7), que apresentou valor
de rotagéo optica especifica [O], -54,0 (c 0,6, CHCI3)
(IMAMURA, 2002a). Do extrato obtido com acetato
de etila do epicarpo de H. courbaril var. stilbocarpa
foram isolados, além do ozato, isoozato e kolavenato
de metila, dois novos clerodanos isdmeros do &cido
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kolavénico, 8 e 9. O &acido 8 foi obtido na forma de
cristal com rotagéo 6ptica especifica [0, -61,0 (c 0,4,
CHCI,) e 0 composto 9, como na maioria dos casos, foi
obtido como o derivado éster metilico, apresentando
[, -65(c 1,1, CHCI) IMAMURA, 2001). Da resina
comercial de Copaifera sp. foram isolados, na forma de
ésteres metilicos, trés diterpenos: o copalato de metila
(3b) {[au], -37.5 (c 2,0, CHCI3)}, contendo o esquele-
to labdano, o isocopalato de metila (11) {[al], -37.5 (c
2,0, CHCI3)}; e o terceiro o hardwikcato de metila (4b),
com esqueleto clerodano e [0l], -37,5 (¢ 2,0, CHCI3)
(LUNARDI, 2002; IDE, 2003). O abietato de metila (2b)
com esqueleto abietano [0(], -37.,5 (c 2,0, CHCI3) foi
obtido da resina comercial de P. elliottii (IKAN, 1991;
SANTOS, 2000). Os resultados dos ensaios com Artemia
salina e bioautografia com bactérias para estes com-
postos que se apresentaram ativos (Figura 1) estéo des-
critos na Tabela 1. Todos os compostos se mostraram
inativos contra fungos.

Tabela 1 - Resultados dos ensaios de letalidade
contra Artemia salina e bioautografia com
bactérias com os produtos naturais isolados

Artemia salina Bacillus Staphylococcus Rodococcus

Composto (IC,, - mg/mL) subtilis aureus equi
1b _ + + +
3b _ + + +
4b 41,0 _ _ _
6 n.r. qr qr ar
7 n.r. + _ +
8 n.r. + + +
9 n.r. + + +

n.r. = Teste nao realizado; (+) = ativo; (-) = inativo

Os ésteres (-)-ozato de metila (1b), ()-copalato de
metila (2b), (+)-hardwickato de metila (4b) e (-)-abietato
de metila (2b) foram utilizados para a sintese de diver-
sos produtos naturais, anélogos e derivados (Figura 2)
de acordo com a descrigéo nos respectivos protocolos
sintéticos. A partir do copalato de metila foram
obtidos o hyrtiosal (12), o enantidmero (13) e o
composto 14 (IMAMURA, 2002b); e a partir do
ozato de metila (1b) foram obtidos trés anélogos
(15, 16 e 17) ao norsesquiterpeno marinho com
esqueleto do tipo drimano (GIACOMINI, 2002). O
hardwickato de metila (4b) forneceu dois compostos
com esqueletos do tipo clerodano 18 e 19 e outros
derivados sintéticos 20-22 (IDE, 2003). Através do
abietato de metila (2b) foi possivel obter os
compostos 23-26 (SANTOS, 2001; SORIANO 2004).
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Os resultados dos ensaios preliminares com os
produtos sintetizados que se apresentaram ativos
estao mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados dos ensaios de letalidade

contra Artemia salina e bioautografia com os
produtos sintetizados.

Artemia salina

Composto (IC,, - mg/mL) Bactérias Fungos
14 24,7 _ _
15 18,5 _ _
16 21,5 _ _
17 16,7 _ _
20 < 0,3 n.r. n.r.
21 0,6 n.r. n.r.
22 1,1 n.r. n.r.
23 21,4 _ Aspergillus

fumigatus
Rhizopus orizae
24 7,2 Bacillus Aspergillus
subtilis fumigatus
25 9,7 _ _
26 25,8 n.r. n.r.

n.r. = Teste nado realizado; (-) = inativo

Nos ensaios in vitro de atividade anticancerigena,
os compostos 12, 13 e 23 mostraram atividade anti-
proliferativa significativa contra células tumorais,
como melanoma (UACC-62), pulmao (NCI-460), rim
(786), ovario (OVCAR), mama (MCF-7), mama
resistente (NCI ADR), prostata (PC-03) e leucemia
(K-562), exceto este ultimo para 23, na concentra-
cadode LC, = 25 mg/mL; e atividade apenas mode-
rada de inibicéo (IC,, = 250 ug/mL) contra células
tumorais do célon (HT-29). O composto 24 mostrou
atividade apenas moderada contra todas as linhagens
de células cancerigenas.

Finalmente, o teste in vitro contra o bacilo M. tuber-
culosis realizado com os compostos 23 e 24, apenas
o primeiro produziu inibicdo de 21% em relagdo aos
controles do TAACF, valor este insuficiente para que
pudesse dar continuidade aos ensaios subseqientes.
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Figura 2 - Estruturas dos compostos 12-26 sintetizados a partir dos acidos diterpénicos
isolados de Hymenaea sp., Copaifera sp. e Pinus elliottii.

CHO

15-R = OAc 17
16 - R=OH
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