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Introducao

Os vegetais sédo fontes de substancias com grande
variedade estrutural e com alto potencial
farmacologico. A busca racional por farmacos de
origem vegetal tem como uma de suas bases a
triagem onde se utiliza uma grande variedade de
espécies vegetais para testes em modelos
biolégicos especificos’.

As catepsinas sdo enzimas, que além do seu papel
fisiologico normal, estdo envolvidas em varios
processos patoldgicos. Estudos demonstraram que
a catepsina L esta relacionada a distlrbios
capilares, acantose e hiperproliferacao epidermal,
estando diretamente associada ao desenvolvimento
de carcinomas epiteliais. Ratos deficientes em
catepsina L mostraram alteragdes no coragao e sao
afetados por cardiomiopatia dilatada, Zprincipal
causa de infartos e transplantes do coragao®.
Assim, para a busca de inibidores da catepsina L,
investigaram-se varias espécies vegetais
pertencentes ao género Zanthoxylum.

Resultados e Discussao

Na triagem realizada foram utilizadas seis espécies
do género Zanthoxylum e a catepsina L como alvo
molecular. Os ensaios bioldgicos foram realizados
em um espectrofluorimetro de placa de ELISA (96
po¢os) monitorando a hidrolise do substrato
fluorogénico Z-FR-MCA.
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Gréfico 01. Porcentagem de inibi¢do dos extratos de Zanthoxylum a 250 pg por pogo

Os extratos que apresentaram inibicao da atividade
enzimatica acima de 70% foram analisados por
CLAE-DAD, sendo o perfil cromatografico
determinado por eluicdo gradiente exploratéria
utilizando o método desenvolvido por SNYDER e
DOLAN®,
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Os cromatogramas obtidos em eluicdo gradiente
com ACN demonstraram um perfil quimico distinto
para as diferentes espécies de Zanthoxylum, porém
ha a incidéncia de algumas bandas nas diferentes
espécies.

Dentre os extratos avaliados, destacam-se os extratos
das folhas de Z. acuminatum em CH,Cl, e MeOH, que
apresentaram 100% de inibicdo. Estes extratos foram
analisados detalhadamente por CLAE-DAD verificando
as similaridades de composi¢do quimica entre eles
(Figura 01 e 02).
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Figura 01. Cromatograma do extrato ZAFD de folhas
folha de Z. acuminatum (CHxClp)

Figura 02. Cromatograma do extrato ZAFM de
de Z. acuminatum (CHzOH)

Andlises de RMN de 'H 1D e 2D dos extratos das
folhas, indicaram sinais caracteristicos de anéis
cumarinicos com substituicdo em H-7. As analises
dos espectros de 2D apresentam correlacdes
caracteristicas de substituintes monoterpénicos.

Em seqliéncia empregou-se uma técnica de
extracdo em coluna C.;g baseado em SPE cartucho
para o extrato em diclorometano, obtendo-se 4
fracdes. As fragBes foram ensaiadas frente a
catepsina L e as mais ativas foram analisadas por
CLAE-DAD e RMN de 'H. Os resultados sugerem
que estas fracbes sdo extremamente enriquecidas
com cumarinas, substancias que apresentam alta
inibicdo conforme dados ja obtidos pelo grupo.

Conclusobes

Os resultados obtidos demonstraram que 0 uso
integrado das analises por CLAE-DAD com os
ensaios bioquimicos com a catepsina L fornece
uma boa e eficiente  metodologia no
biomonitoramento de atividade biolégica. Os
resultados indicam que o uso desta metodologia
levou a substancias que podem ser de grande
interesse na busca de protétipos para o
desenvolvimento de farmacos.
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