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RESUMO

Endlicheria paniculata ¢ uma arvore frutifera da familia Lauraceae, nativa da Floresta
Amazonica, Mata Atlantica e Cerrado. Neste estudo foi realizada a identificacao e a composi¢ao
quimica de extratos hexanico e metanolico das folhas (EHF e EMF) e dos galhos (EHG e EMG)
desta espécie. Além disso, o potencial antioxidante e os teores de fenois totais, flavonoides e
proantocianidinas foi avaliado, tendo apresentado baixos valores para todos. As analises por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) mostraram a presenca de dois compostos
majoritarios nos EHF e EHG, que foram isolados e identificados como sendo o
O-metildesidrodieugenol B (I) e o desidrodieugenol B (II), duas neolignanas. Além destes,
outros compostos foram isolados e identificados: [-sitosterol (III) presente no EHG, o
estigmasterol (IV) presente no EHF, o canferol (V) presente no EMG e o acido palmitico (VI)
presente no EMF. Os compostos foram caracterizados por RMN de 'H e !*C e por cromatografia
gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG—EM) através dos indices de similaridade.
Através da andlise de CG—EM foi possivel identificar acidos graxos, €steres, neolignanas,
fenilpropanoides, sesquiterpenos e esteroides presentes nos EHF e EHG. As neolignanas I e 11
foram avaliadas quanto a atividade inibidora das enzimas a-glicosidase e lipase pancreatica, e
quanto a atividade inibidora de glicagdo , em todos os casos as neolignanas apresentaram baixa
inibicao. As neolignanas I e II também foram analisadas por docking molecular com as enzimas
ciclo-oxigenases 1 e 2 (Cox-1 e Cox-2) para avalia-las quanto ao potencial anti-inflamatério e
os resultados foram comparados aos obtidos para farmacos comerciais. Diante dos resultados
promissores, a atividade anti-inflamatoria in vivo (inflamagdo cronica induzida por implantes
de esponja em camundongos pretos - C57B1/6) de EHF, EHG, I e II foi avaliada nas dosagens
de 10, 100 e 1000 ng. O tratamento dos camundongos com o EHF teve efeitos anti-
inflamatorios, fibrogénicos e antiangiogénicos, enquanto o tratamento com o EHG teve efeitos
pro-inflamatorios, antiangiogénicos e antifibrogénico em todas as doses avaliadas. A
neolignana I apresentou efeitos antifibrogénico e antiangiogénico em todas as doses, anti-
inflamatorio na dose de 100 ng e pro-inflamatorio na dose de 1000 ng, enquanto que a
neolignana II apresentou efeitos anti-inflamatorios, antifibrogénico e antiangiogénicos em
todas as doses avaliadas. A analise in silico dos parametros farmacocinéticos de I e I suportam
o potencial delas como candidatos a farmacos, pois seguem todas as regras propostas por
Lipinski, Ghose, Veber e Egan.

PALAVRAS-CHAVE: Endlicheria paniculata, a-glicosidase, glicagdo, lipase pancredtica,

neolignanas, atividade anti-inflamatoria, docking molecular, parametros farmacocinéticos.



ABSTRACT

Endlicheria paniculata is a fruit tree in the Lauraceae family, native to Amazon Rainforest,
Atlantic Forest, and Cerrado. In this study, the identification of the chemical composition of the
hexane and methanolic extracts of leaves (EHF and EMF) and branches (EHG and EMG) of
this species were evaluated. In addition, the antioxidant potential and the levels of total phenols,
flavonoids, and proanthocyanidins were evaluated, showing low values for all. High-
performance liquid chromatography (CLAE) analyzes showed the presence of two major
compounds in EHF and EHG, which were isolated and identified as O-methyldehydrodieugenol
B (I) and dehydrodieugenol B (II), two neolignans. In addition, other compounds were isolated
and identified: B-sitosterol (IIT) present in EHG, stigmasterol (IV) present in EHF, kaempferol
(V) present in EMG, and palmitic acid (VI) present in EMF. The compounds were characterized
by 'H and '*C NMR and by gas chromatography coupled with mass spectroscopy (GC-MS)
through similarity indices. Through GC-MS analysis, it was possible to identify fatty acids,
esters, neolignans, phenylpropanoids, sesquiterpenes, and steroids present in EHF and EHG.
Neolignans I and II were evaluated for the inhibitory activity of a-glucosidase and pancreatic
lipase enzymes, and for glycation inhibitory activity, in all cases, the neolignans showed low
inhibition. Neolignans I and II were also analyzed by molecular docking with enzymes
cyclooxygenases 1 and 2 (Cox-1 and Cox-2) to assess their anti-inflammatory potential and the
results were compared to those obtained for commercial drugs. Given the promising results of
molecular docking, the in vivo anti-inflammatory activity (chronic inflammation induced by
sponge implants in black mice - C57Bl/6) of EHF, EHG, I, and II was evaluated at dosages of
10, 100, and 1000 ng. Treatment of mice with EHF had anti-inflammatory, fibrogenic, and anti-
angiogenic effects, while treatment with EHG had pro-inflammatory, anti-angiogenic, and anti-
fibrogenic effects at all doses evaluated. Neolignan I had antifibrogenic and antiangiogenic
effects at all doses, anti-inflammatory at a dose of 100 ng and pro-inflammatory at a dose of
1000 ng, while neolignan IT had anti-inflammatory, antifibrogenic and antiangiogenic effects
at all doses evaluated. The in silico analysis of the pharmacokinetic parameters of I and II
support their potential as drug candidates, as they follow all the rules proposed by Lipinski,
Ghose, Veber, and Egan.

KEYWORDS: Endlicheria paniculata, o-glycosidase, glycation, pancreatic lipase, neolignans,

anti-inflammatory activity, molecular docking, pharmacokinetic parameters.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os seres humanos tém usado produtos naturais (metabodlitos de plantas, animais,
microrganismos € organismos marinhos) como medicamentos para aliviar e tratar doengas
desde os tempos pré-historicos. Por exemplo, foram encontrados registros fosseis datados em
mais de 60 mil anos que evidenciam o uso de plantas como medicamentos (SOLECKI, 1975).
O uso de produtos naturais como remédios representava um enorme desafio para os primeiros
humanos, pois ao buscar alimentos frequentemente consumiam plantas venenosas que por sua
vez, causavam vOomitos, diarreias, coma ou outras reagdes toxicas, que podem ter levados até a
morte. Entretanto, ao longo dos anos os humanos foram capazes de desenvolver conhecimentos
sobre as plantas que permitiu o uso na alimentagdo ¢ como medicamentos (GAO et al., 2007
apud YUAN, MA, YE, PIAO, 2016). As plantas também tém sido utilizadas ha séculos no
tratamento de diversas doencas como hipertensdo, colesterol, eczema, diarreia, cancer, doencas
cardiovasculares, doencas degenerativas e infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (HOLETZ et al.,, 2002; LIU, 2003; ASRES, BUCAR, 2005; POTT, OSORIO,
VALLARINO, 2019). Na China, por exemplo, existem registros de cultivo de plantas utilizadas
no tratamento de doengas a mais de 5 mil anos (UNASUS, 2021).

Dentre os produtos naturais, as plantas sdo verdadeiros laboratérios bioquimicos que,
dentre varias substincias, sintetizam principios ativos naturais. Esses compostos bioativos sao
produzidos a partir do metabolismo vegetal, um conjunto de rea¢des quimicas que dao origem
a uma infinidade de compostos quimicos que sao produzidos a partir de duas vias metabolicas,
o metabolismo primdrio (central) e secundério (especializado) (FILHO, 2010; POTT, OSORIO,
VALLARINO, 2019). O metabolismo central produz compostos essenciais para o
funcionamento dos vegetais, bem como seu crescimento e desenvolvimento, sendo presente em
todas as plantas e sua formacao esta relacionada com processos fotossintéticos que produzem
acidos carboxilicos, aminoacidos, nucleotideos, agucares e lipidios (SIMOES, 2017). J& o
metabolismo especializado fornece compostos que sdo especificos das espécies e participam
das interacdes intra e intercelular do proprio organismo (ou células) ou com outros organismos,
além da interagdo com o ambiente. Esses compostos estdo frequentemente envolvidos na
protecao das plantas contra estresses bioticos ou abiodticos (FILHO, 2010; POTT, OSORIO,
VALLARINO, 2019). Alguns metabdlitos especializados produzidos por plantas sdo usados
pelos seres humanos na fabricagcdo de medicamentos, sabores, fragrancias, inseticidas e
corantes e possuem grande valor economico (TORSSELL, 1997; PAGARE, BHATIA,
TRIPATHI, BANSAL, 2015).
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Atualmente, hd um interesse crescente no uso de plantas como fontes naturais nas
industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética em todo o mundo. Os compostos bioativos de
plantas, tais como fendis, alcaloides, esteroides, terpenos, saponinas etc., sao utilizados nessas
industrias como medicamentos, suplementos dietéticos, alimentos e embalagens de alimentos,
etc.

Entre alguns dos primeiros sucessos no desenvolvimento de medicamentos a partir de
produtos naturais, pode-se mencionar os alcaloides antimalaricos da arvore da cinchona, os
analgésicos como a morfina, assim como a salicina que deu origem a aspirina (Figura 1). A
quinina, originalmente isolada das cascas das arvores cinchona, Cinchona succirubra, foi um
dos principais agentes antimaldricos utilizados na época (OLIVEIRA, SZCZERBOWSKI,
2009). A morfina (Figura 1), o principal alcaloide do Papaver somniferum, foi isolada pela
primeira vez entre 1803—1806 (BROOK, BENNETT, DESAI, 2017) e foi amplamente utilizada
para o alivio da dor no inicio de 1830, mas também foi reconhecida por causar dependéncia
quimica (SHARMA, PATNAIK, RAY, DEY, 2004). O 4cido acetilsalicilico foi sintetizado
inspirado na salicina (Figura 1), um glicosideo isolado das cascas do salgueiro branco, Salix
alba, entre 1825—1826. Inicialmente foi sintetizado o &cido salicilico que se mostrou potente
como antipirético e foi utilizado em todo o mundo. Porém, apresentou grave toxicidade
gastrointestinal e foi convertido em 4cido acetilsalicilico (Figura 1) por acetilacdo e comegou a
ser comercializado pela Bayer sob o nome comercial de aspirina a partir 1899 (SNEADER,
2000; MINER, HOFFHINES, 2007). Depois de quase 90 anos de uso clinico, a aspirina
continua sendo um dos medicamentos mais amplamente usados no mundo e ainda ¢
reconhecida como o agente analgésico/antipirético/anti-inflamatorio, padrdo pelo qual os
medicamentos mais novos sdo avaliados (CLISSOLD, 1986; DESBOROUGH, KEELING,
2017). A doxorrubina e o paclitaxel (agentes antitumorais), a ciclosporina A e o tacrolimus
(agentes imunossupressores) € a lovastatina (agente redutor do colesterol) (Figura 1) estdo entre
os medicamentos de origem natural mais conhecidos e amplamente utilizados (SIMPSON,
NOBLE, 2005; AGRAWAL, 2007; VALENTOVIC, 2007; SKYTTE et al., 2010; TEDESCO,
HARAGSIM, 2012; KHANNA, ROSENBERG, VAIL, 2015; NEWMAN, CRAGG, 2020).
Isso sugere claramente que os produtos naturais sdo fontes importantes para novos agentes

terapéuticos e tém contribuido significativamente no desenvolvimento de medicamentos.
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Figura 1 - Estrutura de alguns dos primeiros sucessos no desenvolvimento de medicamentos a

partir de produtos naturais.

Lovastatina
(0] OH
OYO
5 CH
OH \OH 3
Salicina Acido salicilico Acido acetilsalicilico

Fonte: o autor.

Com o surgimento de novas doengas € o com o aumento da resisténcia aos
medicamentos que muitas vezes apresentam efeitos colaterais, surge a necessidade de descobrir
novos compostos bioativos, sendo que aqueles de origem natural muitas vezes apresentam alvos
especificos e menores efeitos colaterais. Os produtos naturais t€ém sido a fonte mais bem-
sucedida de potenciais medicamentos. Um estudo realizado sobre todos os novos farmacos
langados entre 1981-2019, mostrou que cerca de 49% deles sdo inspirados em metabolitos
especializados (Figura 2), sendo que o fArmaco final ndo é necessariamente o composto quimico
isolado a partir da fonte natural, mas pode ser um derivado semissintético ou totalmente
sintético, baseado em um produto natural ou no estudo de algum composto de origem natural
(NEWMAN, CRAGG, 2020). O mesmo estudo mostrou que, da mesma forma mencionada
anteriormente, cerca de 66,7% dos farmacos de pequenas moléculas langados entre 1981-2019,
isto ¢, excluindo-se vacinas e moléculas bioldgicas (proteinas, glicosideos, peptideos, etc), sao

inspirados em produtos naturais (Figura 3) (NEWMAN, CRAGG, 2020).
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Figura 2 — Farmacos aprovados de janeiro de 1981 a setembro 2019.
S*NM—-11,0 V-175 B-184

S*_32 N-3.8
| NB-0,8
ND - 18.9

S-24,6
Nota: B — moléculas bioldgica; N — totalmente de produto natural; NB — fdrmaco botanico; ND — produto natural
semissintético; S — sintético; S*— sintético, mas seu grupo farmacoforico ¢ baseado em produto natural; NM —
compostos concebidos a partir do conhecimento adquirido do estudo de determinado produto natural, V — vacina.

Fonte: adaptado de Newman, Cragg (2020).

Figura 3 — Farmacos de pequenas moléculas aprovados de janeiro de 1981 a setembro 2019.

S*/NM — 14,8 N;SJNBflO

"r ND - 27,5

LW

S/NM - 5,7

S—-333

Nota: N — totalmente de produto natural; NB — farmaco botanico; ND — produto natural semissintético; S —
sintético; S*— sintético, mas seu grupo farmacoforico ¢ baseado em produto natural; NM — compostos
concebidos a partir do conhecimento adquirido do estudo de determinado produto natural.

Fonte: adaptado de Newman, Cragg (2020).

Desta forma, os produtos naturais continuam a fornecer uma vasta diversidade estrutural
0 que ¢ muito importante para o desenvolvimento de novos compostos bioativos para o
tratamento de doengas. Uma vez que menos de 10% da biodiversidade mundial foi avaliada
quanto aos seus potenciais bioldgicos, e muitos compostos naturais aguardam a sua descoberta
(DIAS, URBAN, ROESSNER, 2012). Assim, este trabalho teve como proposta realizar o
estudo fitoquimico e atividades biologicas dos extratos hexanicos e metandlicos da Endlicheria

paniculata (Lauraceae), uma espécie de planta que ainda nao foi estudada até¢ o momento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 METABOLISMO SECUNDARIO

Ao modificar os precursores do metabolismo primario, o metabolismo secundério ¢é
capaz de cumprir funcdes-chave envolvidas na interagdo da planta com seu ambiente,
particularmente em relacdo ao seu entorno bidtico, o que resulta em uma variedade de
compostos organicos. Trés classes principais de metabolitos especializados sdo produzidos
pelas plantas: terpenoides/isoprenoides, compostos fendlicos e aqueles que contém
nitrogénio/enxofre, que sdo produzidos a partir do metabolismo central, como o ciclo do 4cido
tricarboxilico, glicolise, aminoacidos, pentose fosfato e via de chiquimato (AHARONI,
GALILI 2011). Os metabolitos destas trés classes sofrem reagdes catalisadas por enzimas, tais
como reagdes de ciclizag¢do, eliminagdo, rearranjo, reducdo, oxidagdo e metilagdo, dando
origem a uma série de metabdlitos com uma grande variedade e complexidade estrutural
(GUNATILAKA, 2012).

A fenilalanina, tirosina e o triptofano sdo sintetizados através da via do chiquimato,
sendo a primeira, o principal aminodcido aromético produzido. Na via do chiquimato (Figura
4) sdo produzidos fenilpropanoides, lignanas, ligninas, cumarinas e 4cidos fenolicos. Segundo
Rippert, Matringe (2002), aproximadamente 30% do carbono fixado pela fotossintese ¢
direcionado para produzir subunidades de fenilpropanoides. A partir da dimerizacdo de
fenilpropanoides, ocorre a formagdo de compostos pertencentes a classe das neolignanas
(TEPONNO, KUSARI, SPITELLER, 2016; ZALESAK, BON, POSPISIL, 2019), principal
classe de metabolitos especializados encontrados em E. paniculata objeto desse estudo e que

sera abordada com mais detalhes no topico 2.1.1.
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Figura 4 — Visdo geral da via do chiquimato.
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Nota: Principais classes de fenilpropanoides sdo mostrados em amarelo. As vias primdrias sdo indicadas

em azul, enquanto as vias secundarias estdo em vermelho. PEP — fosfoenolpiruvato, DHAPS — 3-

desoxiarabinoheptulosonato-7-fosfato sintase, PheA — pré-fenato desidratase, AADC — aminoacido aromatico

descarboxilase, ArAT — aminoacido aminotransferase aromatico, PAL — fenilalanina amoénia-liase, CoA —

coenzima A.

Fonte: adaptado de Pott, Osorio, Vallarino (2019).
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2.1.1 Neolignanas

Os compostos da classe das neolignanas receberam um tdpico especial nesse trabalho
por ser a principal classe de metabolitos encontrada nas folhas e galhos de E. paniculata.

As neolignanas representam uma classe de metabdlitos especializados

farmacologicamente ativos, de ocorréncia natural, que estdo amplamente difundidos no reino
vegetal e sdo derivados da via dos fenilpropanoides, e consequentemente da via biossintética
do 4cido chiquimico (Figura 5) (TEPONNO, KUSARI, SPITELLER, 2016; ZALESAK, BON,
POSPISIL, 2019).

Figura 5 — Biossintese de mondmeros de fenilpropanoides.
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O termo neolignanas foi concebido por Gottlieb em 1972 (GOTTLIEB, 1972 apud
SARTORELLI, 2000), para definir fenilpropanoides diméricos ligados por outras posi¢des
diferentes das B—p' (C8 e C8'), catalisada por reacdes enzimaticas (lacases e peroxidades) e com
o auxilio de uma proteina dirigente (DIR) (Figura 6). Por outo lado, os compostos que contém
dois mondmeros de fenilpropanoides ligados por uma ligagéo entre os carbonos f—3° (C8 e C8'")
sdo referidos como lignanas (TEPONNO, KUSARI, SPITELLER, 2016; ZALESAK, BON,
POSPISIL, 2019). Essas duas unidades de fenilpropanoides podem diferir no grau de oxidagio
de suas cadeias laterais (C7—C9) e na substituicdo do anel aroméatico (C1-C6). Para fins de
nomenclatura, os mondmeros de fenilpropanoides sao numerados de C1-C6 (anel aromatico) e
C7—C9 (cadeia propilica), onde os dtomos C1 e C7 fazem a coneccdo das duas unidades. De
forma idéntica, no segundo mondmero de fenilpropanoide, a numeragdo ¢ similar, porém com
0 uso de um sinal (") para diferenciar da primeira unidade (TEPONNO, KUSARI, SPITELLER,
2016; ZALESAK, BON, POSPISIL, 2019).

Figura 6 — Esquema geral da biossintese de neolignanas.
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As neolignanas se originam de derivados do 4cido cindmico que estao bioquimicamente
relacionados ao metabolismo da fenilalanina. O 4cido corismico € transformado em acido
fenolpiravico por meio de um rearranjo de Claisen, que transfere a cadeia lateral derivada do
fosfoenolpiruvato de modo que ela passa a ficar diretamente ligada ao carbociclo, e assim da
origem ao esqueleto de carbono da fenilalanina. A descarboxilagao do acido pré-fénico produz
o éacido fenolpirtivico, e a transaminacdo dependente de fosfato de piridoxal leva a
L-fenilalanina. A biossintese de alcoois coniferilicos ¢ iniciada com a desaminag¢dao da
fenilalanina pela fenilalanina amodnia-liase para formar o acido cindmico, que ¢ entdo
hidroxilado por uma enzima P450, o cinamato 4-hidroxilase, para formar o acido p-cumarico.
O élcool coniferilico ¢ derivado da reducao do acido cumadrico por meio do éster da coenzima

A a um aldeido, que ¢ posteriormente reduzido na presenga de uma molécula de fosfato de
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dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH). A formacao do éster de coenzima A (CoAS)
facilita a primeira etapa de redug¢do, introduzindo um grupo de saida melhor (CoAS) para a
reacao dependente de NADPH, levando a formagao do coniferaldeido (TEPONNO, KUSARI,
SPITELLER, 2016).

A partir de reacdes de biossintese que envolvem o alcool coniferilico e/ou alcool
sinapilico, podem ser formados 15 diferentes subtipos de neolignanas, designadas de NL-1 a
NL-15 (Figura 7). A dimerizagao de mondmeros (principalmente homodimerizagao) ocorre por
meio de um mecanismo radicalar e ¢ mediada por lacases e peroxidases, seguido de
transformagdes pos-dimeriza¢io (metilagdo e/ou hidroxilagdo sucessivas) (ZALESAK, BON,
POSPiSIL, 2019; YONEKURA-SAKAKIBARA et al, 2021). Asneolignanas
O-metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II) encontradas neste trabalho pertencem

ao subtipo NL-15 e suas propostas de biossinteses estdo esquematizadas na Figura 8.

Figura 7 — Subtipos de neolignanas (NL).
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Figura 8 — Biogeneses do O-metildesidrodieugenol B (I) e do desidrodieugenol B (II).
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Dentro dos metabolitos secundarios, a classe das neolignanas vem demonstrando
importancia bioldgica para diversas patologias, onde podemos destacar a bactericida, antiviral,
anticancerigena, anti-inflamatoria, antialérgica, além de diversas outras no tratamento de
doencgas como Alzheimer, Parkinson, osteoporose, obesidade, diabetes, cardiovasculares, entre
outras (ZALESAK, BON, POSPISIL, 2019). Antes da evolugio da medicina e dos antibioticos
e antimicrobianos, as mortes por doengas infecciosas eram comuns. Ao longo da historia,
doencas persistentes como a variola (uma pandemia que se espalhou pelo Império Romano no
século 11 d.C.), a peste bubénica (uma pandemia que atingiu a Europa, o norte da Africa e parte
da Asia, durante o século XIV, sendo responsavel pela morte de cerca de 50 milhdes de pessoas
entre 1347 e 1353) (SILVA, 2021) e mais recentemente, o virus da Covid-19 (uma pandemia
que matou até o momento mais de 2,4 milhdes de pessoas pelo mundo e ainda nao ha tratamento
eficaz) levaram a morte de milhdes de pessoas (OMS, 2021). Além disso, as cepas resistentes
estdo se tornando cada vez mais prevalentes e por isso a busca por novos compostos ativos ¢

uma necessidade atual. Uma fonte promissora ¢ a classe das neolignanas, algumas das quais
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tém mostrado atividade potente até mesmo contra microrganismos resistentes (ZALESAK,
BON, POSPISIL, 2019).

Viérias neolignanas sao descritas na literatura com atividade microbiana, por exemplo,
Nie e colaboradores (2016) mostraram que as trés neolignanas NLM-1, NLM-2 e NLM-3
(Figura 9) isoladas das raizes de Streblus asper apresentaram boa atividade contra cepas de
Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, com valores de CIM (concentracao inibitoria minima) variando de
0,0150 a 0,0940 uM. Park e colaboradores (2017) mostraram que as neolignanas mirislignano
(NLM-4), mirislignanometina E (NLM-5), maceneolignano H (NLM-6), licarina A (NLM-7),
licarina B (NLM-8) e 5'-metoxicarina B (NLM-9) isoladas das sementes de Myristica fragrans
(Figura 9), apresentaram atividade contra Streptococcus pneumoniae, um agente importante de
meningite e pneumonia, com valores de Clso (concentracao inibitéria média) de 1,5 pM a

294,5 uM para a neuraminidase A (NanA), uma das isoformas da Streptococcus pneumoniae.

Figura 9 — Neolignanas com atividade microbiana (NLM).
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Foi descoberto que varias neolignanas possuem atividade antiviral, por exemplo, Yang
e colaboradores (2016) mostraram que duas 8-O-4'-neolignanas (NLV-1 e NLV-2) isoladas
das cascas de Illicium difengpi mostraram atividades promissoras anti-HIV-1, com valores de
CEso (metade da concentracdo efetiva maxima ou ou concentracdo eficiente) de 2,26 e
2,16 mg mL™!, respectivamente. Sulaiman e colaboradores (2018) mostraram que a neolignana
pahangine A, (NLV-3) isolada das cascas de Beilschmiedia glabra Kosterm, apresentou baixa
atividade antiviral contra o virus da dengue, com inibicao de 28,6% a uma concentragao de

200 ppm.

Figura 10 — Neolignanas com atividade antiviral (NLV).
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Muitas neolignanas mostraram também atividade significativa contra varios tipos de
células cancerigenas in vitro e/ou in vivo. Oliveira e colaboradores (2016) mostraram que as
neolignanas egonol (NLC-1) e homoegonol (NLC-2), isoladas do extrato hidroalcéolico de
Styrax camporumforam, foram testadas contra linhagens de células tumorais (B16F10, MCF-7,
HeLa, HepG2 e MO59J) e os valores de Clso do egonol variaram de 11,2+ 0,4 a 180,9 = 1,9 uM
com atividade mais forte contra linhagens de hepatocarcinoma humano (HepG2), enquanto o
homoegonol variou 40,6 + 7,6 — 106,6 + 16,2 uM com atividade contra a linhagem de células
de cancer de mama MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7). Wang e colaboradores (2016)
mostraram que a neolignana lyciumnan (NLC-3), isolada das folhas de Lycium barbarum,
exibiu atividade citotoxica contra as linhagens celulares de cancer pulmonar, cervical e prostata
— A549 (ClIso = 37,1 + 3,3 uM), HeLa (Clso = 54,1 + 3,9 uM) e PC-3 (Clso = 51,7 = 3,6 uM),

respectivamente.



41

Figura 11 — Neolignanas com atividade anticancer (NLC).
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Fonte: adaptado de Oliveira e colaboradores (2016) ¢ Wang e colaboradores (2016).

As doencas neurodegenerativas sdo um problema sério, especialmente no mundo
desenvolvido, onde o aumento do consumo de alimentos, dos padrdes de vida e da tecnologia
médica estenderam a expectativa de vida. Prestar cuidados a pessoas vitimas de doengas
neurodegenerativas ¢ um esfor¢o caro, sem mencionar as dificuldades para quem cuida.
Portanto, o desenvolvimento de farmacos anti-neurodegenerativas ¢ uma importante area de
pesquisa e varios trabalhos tém isolado e descrito a atividade de neolignanas com tais
propriedades. Kantham e colaboradores (2017) mostraram que o tratamento com a neolignana
honokiol (NLN-1) em Caenorhabditis elegans (espécie de nematddeo) revelou ter efeitos
protetores e protegeu contra a toxicidade induzida pela proteina B-amiloide 42 (APa42)
(constituinte das placas de amiloide observadas no cérebro de pacientes com doenga de
Alzheimer) e exibiu inibicdo modesta de colinesterases (acetilcolinesterase,
Clso= 87,0 £ 2,6 uM e butirilcolinesterase, Clso = 107,3 £ 0,1 uM). Da mesma forma, Zhou e
colaboradores (2018) mostraram que as neolignanas robussina A (NLN-2) e robussina B
(NLN-3) (cada uma encontrada como par de enantiomeros), isoladas das frutas de Rubus ideal,
apresentaram uma boa inibi¢do da agregagdo da proteina Af42. Os testes com os enantiomeros
foram realizados a uma concentracao de 20 uM, onde a (7S,8R)-rubussin A e (7R,8S)-rubussin
B foram mais ativas, com 81,6% e 83,4% de inibicdo, respectivamente, do que seus

enantiomeros.

Figura 12 — Neolignanas com atividade antineorodegenerativas (NLN).
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Os diversos estudos e atividades bioldgicas acima mencionados demonstram o enorme
potencial bioldgico apresentado pela classe das neolignanas, além do uso de extratos ricos
nestes compostos na medicina popular. Dessa forma, torna-se importante o estudo das folhas e
galhos de E. paniculata, para o conhecimento da sua composi¢ao quimica e avaliacao do seu

potencial bioldgico.

2.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O nome antioxidante ¢ aplicado a qualquer composto que atrasa ou impede
significativamente a oxidagdo de um substrato quando presente em baixa concentragdo,
incluindo todos os tipos de moléculas encontradas in vivo (HALLIWELL, 1990).
Os antioxidantes  naturais, tais como compostos de nitrogénio (alcaloides,
aminoacidos/peptideos e aminas), compostos fenolicos (flavonoides e demais compostos
fenolicos), 4cido ascorbico e derivados de carotenoides estdo associados a diversos beneficios
(LARSON, 1988; COOK, SAMMAN, 1996; SILVA, PORTARI, VANNUCCH]I, 2016). Por
exemplo, flavonoides podem prevenir lesdes causadas pelos radicais livres de varias maneiras,
como a eliminagdo direta de radicais livres ou oxidagdo, resultando em um radical mais estavel
e menos reativo. Em outras palavras, os flavonoides estabilizam as espécies reativas de oxigénio
reagindo com o radical (PANCHE, DIWAN, CHANDRA, 2016).

Para se proteger de espécies reativas de oxigénio, os organismos vivos desenvolveram
varios mecanismos eficazes compostos por enzimas (como superoxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase e heme oxigenase), peptideos (glutationa) e proteinas (tioredoxina), que
funcionam juntamente com compostos nutricionais (carotenoides, flavonoides, vitamina C,
vitamina E) fornecida por fontes alimentares. Juntos, esses sistemas protegem as estruturas
celulares contra os danos induzidos pelos radicais livres (PANCHE, DIWAN, CHANDRA,
2016; SILVA, PORTARI, VANNUCCHI, 2016).

O consumo de bebidas alcoodlicas, por exemplo, provoca uma elevagao da sintese de
EROs que pode comprometer o status antioxidante, resultando em estresse oxidativo celular.
Consequentemente, a capacidade das EROs de modificar a estrutura dos componentes celulares,
alterar a atividade da polimerase do acido desoxirribonucleico (DNA) e modular a expressao
génica, além da sintese de proteinas resulta em uma variedade de condigdes patologicas,
incluindo les@o hepética induzida pelo alcool (SILVA, PORTARI, VANNUCCHI, 2016).

Neste sentido, os compostos fenodlicos sdo uma classe importante para os estudos

relacionados as atividades antioxidantes. Estes compostos podem expressar sua atividade
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antioxidante em trés sistemas importantes: nas plantas, nos alimentos e nos seres humanos. As
propriedades antioxidantes desses compostos sdo de particular interesse para os alimentos
através da inibicao da oxidagao lipidica, enquanto a protecao contra o estresse oxidativo exerce
papel central na fisiologia vegetal e humana. Tais atributos enfatizam as propriedades redutoras
de compostos fenodlicos e sua capacidade de interagir com ions e metaloproteinas (CHEYNIER,
2005).

O estresse oxidativo ocorre quando o equilibrio entre radicais livres e antioxidantes ¢
interrompido pela produgdo excessiva de EROs e/ou defesas antioxidantes inadequadas
(DELEO et al., 1998). Normalmente, existe um equilibrio entre a quantidade de radicais livres
gerada no corpo e os sistemas de defesa antioxidante, que eliminam/saciam esses radicais livres
quando a quantidade nao esta dentro do nivel fisiologico normal, impedindo-os de causar efeitos
nocivos no corpo. Mas, quando esse equilibrio ¢ deslocado para mais radicais livres, leva-se ao
estresse oxidativo (FINKEL, HOLBROOK, 2000; NOSE, 2000).

Segundo Alfadda, Sallam (2012), o primeiro artigo publicado no Pubmed sobre EROs
¢ datado de 1945 e desde entdo, foram mais de 117.000 artigos escritos em inglés. A maioria
dos estudos vinculou as EROs a danos oxidativos as biomoléculas como lipidios, proteinas e
DNA (FARBER, 1994) e doengas como cancer, resisténcia a insulina, diabetes mellitus (DM),
doencas cardiovasculares, aterosclerose e envelhecimento, entre inimeras outras doencas
degenerativas em humanos (HALLIWELL, 1994; POULSEN, PRIEME, LOFT, 1998). No
entanto, varios artigos também vincularam a EROs a varios processos fisiologicos e
mecanismos de protecdo essenciais que 0s organismos vivos usam para sua sobrevivéncia,
como seu papel na defesa imune, acdo antibacteriana e tonus vascular. Além disso, a
possibilidade de que as EROs e radicais livres possam estar envolvidos na reproducdo humana
foi sugerida ha quase 60 anos (MACLEOD, 1943).

As EROs sdo geradas como resultado da reducdo parcial do oxigénio, o que leva a
formacdo de espécies radicalares de oxigénio, como peroxil (ROQO"), anion superoxido (O27),
oxido nitrico (NO"), radicais oxil (RO") e radical hidroxila (HO"), que sdo gerados durante a
peroxidacdo lipidica (QUIDEAU, DEFFIEUX, DOUAT-CASASSUS, POUYSEGU, 2011;
DANGLES, 2012). Outras espécies reativas, como 0zoénio (O3), peroxinitrito (ONOO™), acido
hipocloroso (HOCI), peroxido de hidrogénio (H20.), oxigénio singlete ('02) e 4cido
hipobromoso (HOBr), também sdo EROs que podem causar danos biolodgicos. Embora sejam
espécies ndo-radicais de oxigénio, sdo agentes oxidantes e/ou sdo facilmente convertidos em

radicais (HALLIWELL, 2006). Por exemplo, 0 H>2O> é um precursor da formagao de complexos
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de hidroxila e complexos de ferro hipervalentes na presenca de ions de metais de transi¢do com
baixo estado de oxidacdo ou proteinas (DANGLES, 2012).

Atualmente, inimeros estudos vém relacionando a atividade antioxidante ao estresse
oxidativo. Uma delas esta ligada ao envelhecimento, que causa perda progressiva da fungao de
orgios e tecidos ao longo do tempo. O termo “envelhecer” esta associado a degeneracao
cognitiva e bioldgica, como fragilidade fisica, comprometimento psicoldgico e declinio
cognitivo. O estresse oxidativo desempenha um papel crucial no desenvolvimento de doencgas
relacionadas a idade. Diversas pesquisas sugerem que compostos antioxidantes podem
controlar a auto-oxidacao interrompendo a propagacado de radicais livres ou inibindo a formagao
de radicais livres e, subsequentemente reduzindo o estresse oxidativo, melhorando a fun¢ao
imunologica e aumentando a longevidade (TAN, NORHAIZAN, LIEW, SULAIMAN
RAHMAN, 2018).

Doengas inflamatorias também estdo relacionadas a producdo de EROs. A ativacdo
induzida por EROs de fatores de transcri¢do e genes pro-inflamatorios levam ao aparecimento
de inflamacdao. A inflamacdao faz com que as células imunes secretem varias citocinas e
quimiocinas, a fim de recrutar varias outras células imunes para o local do estresse
oxidativo/infec¢cdo. Reflexivamente, uma producdo aumentada de EROs pelas células imunes
no local da inflamagao causa estresse oxidativo e lesao tecidual (CHATTERIJEE, 2016).

A progressao do diabetes tem sido associada ao estresse oxidativo através da produgao
de EROs, como causa subjacente ao desenvolvimento de resisténcia a insulina, disfun¢ao das
células B (responsaveis por sintetizar e secretar o hormonio insulina), intolerancia a glicose e
progressdo de complicagdes prolongadas do diabetes, incluindo disfungdo microvascular e
macrovascular. O excesso de nutricdo e um estilo de vida sedentario levam a sobrecarga de
glicose e acidos graxos, resultando na producao de EROs. Além disso, a reag@o da glicose com
proteinas plasmaticas forma produtos finais avangados de glicacdo, desencadeando a producao
de EROs, as quais iniciam uma reagao em cadeia que leva a reducao da disponibilidade de
oxido nitrico, aumento de marcadores de inflamagao e modificacdo quimica das lipoproteinas,
as quais podem aumentar o risco de aterogénese (WRIGHT, SCISM-BACON, GLASS, 2006).

Para combater as EROs, o sistema de defesa inibe e/ou reduz os danos causados por
meio de diferentes mecanismos de a¢cdo: impedindo a formagao dos radicais livres (sistemas de
prevencao), impedindo a agdo desses (sistemas varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo ¢ a
reconstituicdo das estruturas biologicas lesadas (sistemas de reparo). Esses mecanismos sao
divididos em enzimdtico (enddgeno) e nao-enzimdtico (exdgeno). O sistema de defesa

enzimatico inclui as enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Essas



45

enzimas agem por meio de mecanismos de prevencao, impedindo e/ou controlando a formagao
de radicais livres e espécies nao-radicais, envolvidos com a iniciagdo das rea¢des em cadeia
que culminam com propagagdao e amplificacdo do processo e, consequentemente, com a
ocorréncia de danos oxidativos. J4 o sistema de defesa ndo-enzimatico inclui, especialmente,
os compostos antioxidantes provindos da alimentagdo, entre os quais se destacam os
fitoquimicos (catequinas, quercetinas, etc.), vitaminas e compostos fenolicos tais como o 4cido
ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol e B-caroteno (precursores das vitaminas E e A,
respectivamente) além de minerais (zinco, cobre, selénio e magnésio) (BARBOSA et al., 2010;
DANGLES, 2012).

Os antioxidantes naturais podem ser encontrados na maioria dos alimentos (ANWAR,
HUSSAIN, MUSTAFA, 2018). Os flavonoides sao uma subclasse de polifenois presentes em
abundancia na maioria dos alimentos, como batatas, trigo, tomate, frutas vermelhas, péssegos
e améndoas (URQUIAGA, LEIGHTON, 2000). As antocianinas (potentes antioxidantes),
pertencem a classe dos flavonoides e estdo presentes em frutas e vinhos tinto (CARR, ZHU,
FREI, 2000). Os carotenoides sdo outra classe importante de antioxidantes encontrados
principalmente em vegetais, como batatas, cenouras, mamao e¢ damasco (URQUIAGA,
LEIGHTON, 2000). A vitamina C, também conhecida como acido ascorbico, ¢ um antioxidante
solivel em agua muito potente sendo comumente encontrado em frutas e vegetais citricos, como
laranjas, limdes e tomates (URQUIAGA, LEIGHTON, 2000; MCGHIE, WALTON, 2007).
Outra vitamina com propriedades antioxidantes ¢ a vitamina E, que esta relacionada a familia
de antioxidantes tocoferol, encontrada naturalmente em frutas e vegetais ricos em lipidios,
como azeitonas, girassol e nozes (URQUIAGA, LEIGHTON, 2000).

Embora as EROs sejam classicamente conhecidas por seus efeitos prejudiciais,
acumulam-se evidéncias crescentes de seu uso na regulacdo e manutencao de processos normais
em organismos vivos. Existem diversas estudos dos papéis desempenhados pelas EROs em
varios processos fisioldgicos, como a manuten¢do do didmetro vascular e da fun¢do celular
vascular normal, participando do FIH (fator induzivel por hipoxia) na deteccdo da
disponibilidade de oxigénio e iniciando respostas adequadas para a sobrevivéncia celular,
montando assim uma resposta imune eficaz, agindo como possivel sinalizagdo de moléculas na
regulagdo da captacdo de glicose no musculo esquelético e na regulagdo da estabilidade e
transcricdo de genes, afetando a estabilidade da cromatina (ALFADDA, SALLAM, 2012).

Quanto as reagdes de formagdo das EROs, podem ocorrer dois processos: o de

transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH) e a transferéncia de elétrons que sdo os principais
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mecanismos pelos quais os fendis expressam sua agdo antioxidante baseada na eliminagdo de
radicais livres.

No método TAH (Figura 13), um antioxidante do fenol doa um dtomo de H a um radical
livre instavel (R") com formacdo do radical fenoxila correspondente, que ¢ estabilizado pela
deslocalizagdo do elétron ndo emparelhado em todo o anel aromatico. Na transferéncia de
elétrons, o radical fenoxila ¢ produzido pela oxidagdo de um elétron do antioxidante fenol,
seguida pela rapida desprotonagdo do cation radical resultante (Figura 13) (QUIDEAU,
DEFFIEUX, DOUAT-CASASSUS, POUYSEGU, 2011).

Figura 13 — Mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH) e de transferéncia de

elétrons (TE) na atividade antioxidante de compostos fendlicos.
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Fonte: adaptado de Quideau e colaboradores (2011).

Os compostos fendlicos também manifestam atividade redutora na regeneragdo de
outros antioxidantes. A interacdo entre eles e os tocoferdis € o exemplo mais relevante de
sinergismo entre os antioxidantes. O a-tocoferol, tnico isdmero relacionado as necessidades
nutricionais da vitamina E, é considerado um dos melhores antioxidantes biologicos, devido a
protecao oferecida a membrana plasmatica e as lipoproteinas de baixa densidade contra reagdes
de oxidagio e peroxidacio lipidica (SANCHEZ-PEREZ, DELGADO-ZAMARRENO,
BUSTAMANTE-RANGEL, HERNANDEZ-MENDEZ, 2000). Quando o a-tocoferol (a-TOH)
doa hidrogénio aos radicais, esse mecanismo leva a formacao do radical a-tocoferoxil. Por fim,
os compostos fenolicos regeneram o a-tocoferol, reduzindo o radical a-tocoferoxil (Figura 14)

(DANGLES, 2012).
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Figura 14 — Reagéo do a-tocoferol para producdo do radical fenoxila.

a-TOH + RR —» @-TO + RH

OH
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Fonte: o autor.

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS
2.3.1 Atividades antidiabética

A glicose ¢ um composto quimico que consiste em seis carbonos e possui duas formas
isoméricas, aciclica e ciclica (Figura 15). A glicose ¢ a principal fonte de energia para o corpo
humano e desempenha um papel fundamental na manutengdo da saude. As moléculas de
trifosfato de adenosina (ATP) sd3o um combustivel para quase todos os processos celulares, que
se formam como resultado do metabolismo das moléculas de glicose na maioria das células,
sendo necessario um nivel constante de glicose para que as células funcionem (OSUNDIJI,

EVANS, 2011).

Figura 15 — Estruturas quimicas da glicose.
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Fonte: o autor.

A alta estabilidade da glicose esta relacionada a sua estrutura em anel e isso a torna
menos reativa aos residuos de proteinas das aminas. Por outro lado, a presenca de residuos de
carbonila livres na configuracdo aberta da glicose ¢ responsavel pela forma mais reativa. Além
da glicose, existem outros agucares redutores intracelulares, como galactose, glicose-6-fosfato,

frutose-6-fosfato, frutose, ribose e seus derivados, que sdo mais reativos e contribuem mais para
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a formacao de produtos de glicacdo avangada (AGEs) que a glicose. Além disso, a galactose,
frutose, desoxiglicose e ribose sdo mais reativas com aminas que a glicose (5 vezes, 8 vezes,
25 vezes e 100 vezes, respectivamente). Por outro lado, o corpo regula os niveis de glicose no
sangue em uma faixa baixa de concentragdes (3—6 mM). No entanto, a concentracdo sanguinea
de outros aglcares mais reativos, como frutose, ribose e metilglioxal sdo mantidas em
concentragdes muito mais baixas (uM) (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009). Portanto, a glicose
¢ o tipo mais abundante de actcar redutor no sangue e seu aumento pode levar a hiperglicemia
e consequentemente, ao diabetes mellitus (DM), além da formagao de AGE:s.

A hiperglicemia ¢ definida como um estado que ocorre quando o nivel de glicose estd
acima do normal, devido a secre¢@o inadequada ou insuficiéncia de insulina. A hiperglicemia
leva a niveis aumentados de aglcares intracelulares, como glicose, frutose, frutose-3-fosfato
(F-3-P), glicose-6-fosfato (G-6-P) e o acimulo de moléculas de dicarbonil altamente reativas,
por exemplo, metilglioxal e glioxal. Os AGEs se formam como resultado de reagdes nao
enzimaticas entre esses agucares e seus derivados com outros tipos de moléculas (SINGH,
BARDEN, MORI, BEILIN, 2001; COX et al., 2005) provocando complicacdes
microvasculares e macrovasculares associadas ao DM, como neuropatia, nefropatia e
retinopatia, que se desenvolvem em pacientes diabéticos por um periodo de 10 a 15 anos
(NATHAN et al., 2005). Além disso, desenvolvem permeabilidade vascular elevada, condigdes
pré-trombdticas, espessamento do membro basal, fluxo sanguineo reduzido (ELOSTA,
GHOUS, AHMED, 2012), disfuncao endotelial, rigidez elevada da parede arterial e diminuicao
da complacéncia do sistema vascular (VERZELLONI et al., 2011).

O DM ¢ um dos distarbios metabodlicos causado pelo excesso de glicose caracterizado
por hiperglicemia a longo prazo. Quando nao tratada, pode causar condi¢cdes médicas graves,
como hiperglicemia cronica e distirbios no metabolismo de proteinas, gorduras e carboidratos
(ELOSTA, GHOUS, AHMED, 2012). Nos ultimos anos, a incidéncia de DM aumentou
consideravelmente. Dados recentes estimam que 629 milhdes de pessoas sofrerdo de DM até o
ano 2049 (ENGLISH, LENTERS-WESTRA, 2018). Geralmente, o DM pode ser classificado
em trés tipos: tipo I e tipo II que sdo baseados na dependéncia de insulina e tipo III, conhecido
como DM gestacional, que ocorre durante a gravidez, onde a paciente apresenta qualquer grau
de intolerancia a glicose. Os tipos I ¢ II do DM estéo associados a complicagdes graves a longo
prazo, como neuropatia, retinopatia, nefropatia, angiopatia (atraso na cicatrizagdo), doencas
vasculares e insuficiéncias digestivas (NAKATA et al., 2013; TAN et al., 2019).

O DM ocorre devido a uma falta na producgdo de insulina ou na sensibilidade a insulina.

As células betas pancreaticas (células B) sdo responsaveis por produzir o hormonio insulina
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(facilita a absorc¢do de glicose nas células) a fim de fornecer energia, além de estar envolvido
em varias outras fungdes. O DM tipo I estd tipicamente associado a falha na producdo de
insulina, resultante da destrui¢do das células f pancreaticas pela autoimunidade mediada por
células T. Por outro lado, 0 DM tipo II ¢ caracterizado pela resisténcia a insulina e redugao da
producdo de insulina (TAN et al., 2019).

Em 1912, Louis Camille Maillard foi o primeiro cientista a descrever uma reacdo de
escurecimento nao enzimatica que podia ser observada quando agtiicares € aminoacidos eram
aquecidos. Esta reacao foi denominada reacao de Maillard de acordo com seu descobridor e foi
denominada como uma reagdo de glicosilagdo ndo enzimatica (MAILLARD, 1912).
Atualmente, essa reacdo ¢ chamada glicagdo (Figura 16) e os produtos de escurecimento
visiveis sdo chamados produtos finais de glicagdo avangada (AGEs). A Figura 17 apresenta
uma lista de diferentes tipos de AGEs que podem ser formados a partir da glicose
(SALAHUDDIN, RABBANI, KHAN, 2014). O DM foi uma das primeiras situacdes em que
se observou a relevancia do aumento da glicagdo. Esse processo teria uma taxa de producdo
mais alta na presenca de hiperglicemia e estresse oxidativo. As moléculas modificadas pelos
AGEs circulam por todo o corpo e exercem sua acdao de duas maneiras principais: interagindo
com os receptores e diretamente pela ligacdo covalente as proteinas, modificando sua estrutura

e fun¢do, como ocorre no dano glomerular em pacientes diabéticos (TAN et al., 2019).

Figura 16 — Esquema de formacao dos produtos de glicacdo avancada a partir da glicose.
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Fonte: adaptado de Salahuddin, Rabbani, Khan (2014).
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Figura 17 — Estruturas dos diferentes tipos de AGEs formados a partir da glicagao.
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Fonte: adaptado de Salahuddin, Rabbani, Khan (2014).

Na etapa inicial da glicacdo, o grupo carbonila da glicose se liga a proteina para formar
um intermedidrio conhecido como base de Schiff (contém uma ligacdo dupla carbono-
nitrogénio), que sdo instaveis e reversiveis. A quantidade de bases de Schiff pode ser
diretamente correlacionada com a concentracdo de glicose disponivel no sistema de reagao,
logo, em situagdes hiperglicEémicas, ocorre um aumento na formagao de bases de Schiff. Em
seguida, a base de Schiff, é convertida em produtos de Amadori, mais estaveis. Finalmente, os
produtos de Amadori formam um intermedidrio dicarbonil (1,4 desoxiglucosona ligada a
proteina) e produzem os AGEs, que sdo estaveis e irreversiveis (PEYROUX, STERNBERG,
2006; KHANGHOLI et al., 2016).

Além dos agucares, compostos dicarbonilicos reativos como metilglioxal, glioxal ou
3-desoxiglucosona também podem levar a glicacdo. Estes compostos sdo gerados durante o
rearranjo do produto Amadori, & medida que as proteinas sdo glicadas pela glicose
(THORNALLEY, LANGBORG, MINHAS, 1999). Uma visao geral esquematica da reacao de
glicacdo ¢ mostrada na Figura 16.

Como consequéncia do estado hiperglicémico e consequente formacao do AGEs, hé o
surgimento de varias doengas. Os AGEs levam a formag¢do de doengas neurodegenerativas
(Parkinson e Alzheimer) (SRIKANTH et al,, 2011; SHARMA et al.,, 2020), doenca
cardiovascular (SIMM et al., 2007), acidente vascular cerebral (ZIMMERMAN et al., 1995),
obesidade, DM (YAN, D'AGATI, SCHMIDT, RAMASAMY, 2007), cataratas (GUL,
RAHMAN, HASNAIN, 2009), entre outras.



51

Um dos mecanismos pelo qual os AGEs induzem danos ¢ através de um processo
chamado reticula¢do, que causa danos intracelulares e apoptose (SHAIKH, NICHOLSON,
2008). Nesse processo formam-se fotossensibilizadores na lente cristalina, que tem implicagdes
no desenvolvimento de cataratas (SHAIKH, NICHOLSON, 2008; GUL, RAHMAN,
HASNAIN, 2009). Pesquisas recentes associam AGEs a formas familiares, de inicio precoce e
esporadicas da doenca de Parkinson e a proteinas ligadas a doenca de Alzheimer. Em um
estudo, as placas extraidas (pos-morte) dos cérebros de pacientes com Alzheimer, mostram um
aumento de 3 vezes no conteudo de AGEs, em comparacao com individuos da mesma idade
que morreram por outras causas (SRIKANTH et al., 2011).

Atualmente existem trés abordagens terapéuticas para o tratamento dos AGEs: impedir
a formacao de AGEs, interromper as ligagdes cruzadas depois que elas sao formadas e impedir
seus efeitos negativos (MOHMMAD ABDUL, BUTTERFIELD, 2007; ELOSTA, GHOUS,
AHMED, 2012; CHAUDHURI et al., 2016).

Estudos demonstram que varios compostos, muitos deles provenientes de fontes
naturais, inibem a forma¢ao de AGE, como a vitamina C, piridoxamina (uma das formas da
vitamina B6) (MOHMMAD ABDUL, BUTTERFIELD, 2007; CHAUDHURI et al., 2016),
aspirina (URIOS, GRIGOROVA-BORSOS, STERNBERG, 2007), alcaloides isolados de
Ocotea paranapiacabensis (FREITAS et al., 2020), a quercetina isolada do tomilho
(MORIMITSU, YOSHIDA, ESAKI, HIROTA, 1995) e a curcumina isolada da Curcuma longa
(acafrao) (HEWLINGS, KALMAN, 2017). Fortes efeitos inibitorios da glicagcao por compostos
soluveis em agua da pasta de tomate também foram relatados. Extratos de cravo, pimenta da
Jamaica moida e canela, entre outras especiarias, foram inibidores eficazes da glicagdo. Ha
também estudos do efeito de compostos como o resveratrol (3,4,5-trihidroxiestilbeno), um
fitoesterogénio natural encontrado nas uvas, como inibidores potentes da formac¢ao de AGEs
(ELOSTA, GHOUS, AHMED, 2012).

Outra abordagem para o tratamento dos AGEs ¢ interromper as ligagdes cruzadas depois
que elas sao formadas. Foi demonstrado que a ativacao do receptor TRPA-1 (receptor potencial
transiente ankiryn 1) pelo 4cido lipoico ou pelo acido podocarpico, reduz os niveis de AGES,
melhorando a desintoxicagdo do metilglioxal, um precursor principal de vérias AGEs
(CHAUDHURI et al., 2016). Por fim, estudos em ratos e camundongos evidenciaram que fendis
naturais, como resveratrol e curcumina, podem impedir os efeitos negativos dos AGEs
(MIZUTANI, IKEDA, YAMORI, 2000; TANG, CHEN, 2014).

Uma outra via de tratamento do DM ¢ o controle da hiperglicemia através da utilizagao

de inibidores da a-glicosidase, presente na mucosa do intestino delgado, responsavel pela
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clivagem da ligacao glicosidica de oligossacarideos produzindo unidades monossacarideos de
glicose. Os inibidores da a-glicosidase agem predominantemente atrasando a absor¢do pos-
prandial de carboidratos do trato gastrointestinal, inibindo assim, os picos de glicemia e
consequentemente reduzindo os niveis de glicose no sangue e insulina. Atualmente, trés tipos
de inibidores da a-glicosidase (acarbose, miglitol e voglibose) estdo disponiveis para o

tratamento de DM tipo II (Figura 18) (JOSHI et al., 2015).

Figura 18 — Estrutura molecular dos inibidores de a-glicosidase.
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Fonte: adaptado de Joshi e colaboradores (2015).

A acarbose ¢ o AGI mais utilizado no tratamento da hiperglicemia ha mais de 20 anos.
A acarbose ¢ um pseudotetrassacarideo com nitrogénio ligado entre a primeira e a segunda
molécula de glicose, derivadas do processo de fermentacao de Actinoplanes utahensis. Esta
modificacdo confere a sua estrutura, estabilidade e alta afinidade pelos centros ativos da
a-glicosidase, enzima responsavel pela decomposi¢ao de carboidratos complexos. O miglitol ¢
um derivado da 1-desoxinojirimicina e a voglibose ¢ produzido por alquilagdo redutiva da
valiolamina, um composto derivado do antibiotico validamicina C (JOSHI et al., 2015).

Por mais que a acarbose seja o fdrmaco mais utilizado como AGI, ela apresenta efeitos
colaterais como flatuléncia (em 78% dos pacientes) e diarreia (em 14% dos pacientes)
(DINICOLANTONIO, BHUTANI, O'KEEFE, 2015). Assim, inumeros estudos com
compostos de diversas classes inibidores da a-glicosidase isolados de plantas medicinais, tém
sido realizados ao longo dos anos. Por exemplo, sessenta e um terpenoides isolados de plantas,

como Fagara tessmannii (Rutaceae) e Luculia pinceana Hook, apresentaram atividade
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inibidora da a-glicosidase. A investigacao fitoquimica do extrato dos rizomas de Hedychium
spicatum levou ao isolamento de diterpenos com atividade AGI. Duas novas
fenilpropanoilamidas, as chaplupirrolidonas A e B, isoladas do extrato das folhas de Piper
sarmentosum, apresentaram forte atividade inibidora da a-glicosidase. Seis alcaloides obtidos
a partir da polpa das frutas de Murraya koenigii apresentaram atividade inibidora da
a-glicosidase moderada (YIN et al., 2014).

Tendo em vista essa perspectiva, este trabalho teve como uma das vertentes avaliar o
efeito inibitério de compostos isolados de E. paniculata frente aos produtos finais de glicagao

avancada e a enzima a-glicosidase.

2.3.2 Lipase pancreatica

Outra vertente de estudo deste trabalho ¢ a obesidade. A obesidade ¢ agora reconhecida
como a principal desordem do estilo de vida, especialmente nos paises desenvolvidos,
aumentando a uma velocidade alarmante no mundo como um todo, devido a ingestao de fast
food, industrializacao e reducao da atividade fisica (CAIRNS, 2005). A OMS define obesidade
como aciimulo excessivo de gordura, que pode prejudicar satide e ¢ diagnosticado com Indice
de Massa Corporea IMC > 30 kg.m™ (WHITLOCK et al., 2009).

Segundo a OMS, 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos com 18 anos ou mais estavam
acima do peso, entre os quais quase 375 milhdes de mulheres e mais de 275 milhdes de homens
eram obesos. Nos Estados Unidos, por exemplo, cerca de um ter¢o da populacao adulta ¢ obesa,
sendo considerada uma causa significativa de mortes (MOKDAD, MARKS, STROUP,
GERBERDING, 2004). Na Malasia, cerca de 44% dos homens adultos com 20 anos ou mais
estavam acima do peso e, cerca de 12% eram obesos (NG et al., 2014). De modo geral, a
obesidade ¢ considerada um problema de saude extremamente oneroso, que nos paises
desenvolvidos, ¢ responsavel por 2 a 6% do total dos custos com saide (SEYEDAN et al.,
2015).

Virias estratégias foram aplicadas para o desenvolvimento de agentes antiobesidade,
incluindo aumento do gasto energético (bloqueando a adipogénese ou induzindo a lipolise
seguida pela oxidacdao da gordura) e redu¢ao do consumo de energia (suprimindo o apetite e
retardando ou inibindo a absorc¢ao da nutricdo). No entanto, apesar da progressao aparentemente
inevitavel dessa doenca e dos resultados promissores de alguns medicamentos para redu¢ao do

peso corporal e alteragdo de varios fatores cardiometabolicos, nos tltimos anos, a maioria dos
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medicamentos antiobesidade aprovados e comercializados foram retirados do mercado devido
a efeitos colaterais graves (SEYEDAN et al., 2015).

Umas das vias de tratamento da obesidade, ¢ através da inibicao da absorc¢ao de gordura.
Como a gordura contribui mais do que proteinas ou carboidratos para a deposicao indesejada
de calorias, a inibi¢do da absor¢ao de gordura pode ser considerada o alvo mais comum para
diminuir a ingestdo de energia. Entre os tratamentos existentes para a obesidade, o
desenvolvimento de inibidores da digestdo e absor¢ao de nutrientes ¢ considerado uma
estratégia importante no esforco de diminuir a ingestdo de energia por mecanismos
gastrointestinais (BIRARI, BHUTANI, 2007).

A inibicdo da digestdo e absorcao de lipidios da dieta, por meio de uma agao inibidora
da lipase pancreatica, pode ser direcionada para o desenvolvimento de agentes antiobesidade.
A lipase pancreatica (triacilglicerol acil-hidrolase) ¢ uma enzima lipolitica sintetizada e
secretada pelo pancreas que desempenha um papel significativo na absor¢do dietética de
triacilglicerol, hidrolisando triacilgliceréis em monoacilglicerdis e acidos graxos (LOWE,
2002) (Figura 19), sendo responsavel pela hidrolise de 50 a 70% do total de gorduras
alimentares (BIRARI, BHUTANI, 2007). Assim, a interferéncia na hidrélise de gordura leva a
diminuicao da utilizag¢do de lipidios ingeridos, e portanto, a inibi¢ao da lipase reduz a absor¢do

de gordura (SEYEDAN et al., 2015).

Figura 19 — Esquema de reacao da clivagem de triglicerideos pela lipase pancreatica.

Fonte: adaptado de Eck (2013).
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Ao longo dos anos, varios medicamentos foram testados como agentes inibidores da
lipase pancreatica, porém muitos deles foram retirados do mercado devido aos graves efeitos
colaterais. Por exemplo, o rimonabanto, um medicamento supressor do apetite que estava
disponivel em 56 paises a partir de 2006, teve seu uso suspenso em 2008 pela EMA (Agéncia
Europeia de Medicamentos), devido a um risco aumentado de efeitos colaterais psiquiatricos,
como ansiedade, ideagdo suicida, disturbios do sono e depressdo (CHRISTENSEN et al., 2007).
Em 1997, a sibutramina, que ¢ um inibidor anorético ou do apetite, um inibidor seletivo da
recaptacdo de noradrenalina/serotonina, foi amplamente utilizada apds a aprovagdao da
Administragdo de Alimentos e Medicamentos (FDA). Em outubro de 2010, a FDA retirou-o do
mercado devido a associagdo com maior risco de eventos cardiovasculares ndo fatais graves,
como acidente vascular cerebral e infarto do miocardio. Posteriormente, em 2010, a EMA
também sugeriu a suspensao do uso de sibutramina. Os efeitos colaterais comuns da sibutramina
sdo devidos a ativagdo do sistema nervoso, como insonia, boca seca, constipagao, anorexia, dor
de cabeca, palpitagdes e hipertensdo (NISOLI, CARRUBA, 2003; JAMES et al., 2010).

Atualmente, apenas o orlistat estd disponivel para o tratamento a longo prazo da
obesidade. O orlistat ¢ um inibidor das lipases gastrointestinais e pancreaticas, capaz de impedir
a absor¢do de aproximadamente 30% da gordura da dieta (I'YEPXIOAINI, 1997). Apesar do
orlistat ser utilizado no tratamento da obesidade, ele esta associado a certos efeitos colaterais
gastrointestinais como flatuléncia, fezes liquidas, diarreia, manchas oleosas, incontinéncia ou
urgéncia fecal e colicas abdominais (CHAPUT, ST-PIERRE, TREMBLAY, 2007). Devido aos
efeitos adversos do orlistat, ele pode ndo ser bem tolerado. Por isso, ¢ crucial descobrir novos
inibidores, derivados de fontes naturais, particularmente plantas que ndo estdo associadas a
esses efeitos colaterais graves.

Uma variedade de produtos naturais, incluindo extratos brutos e compostos isolados de
plantas, tém sido amplamente utilizados tradicionalmente no tratamento da obesidade. Neste
sentido, o potencial de produtos naturais para o tratamento da obesidade pode ser uma excelente
estratégia para o desenvolvimento de farmacos antiobesidade seguros e eficazes (BIRARI,
BHUTANI, 2007; SOUZA, PEREIRA, SOUZA, SANTOS, 2011). Por exemplo, o extrato da
semente de uva foi utilizado como tratamento para limitar absor¢do de gordura e acimulo de
gordura no tecido adiposo (MORENO et al., 2003). Um estudo realizado por Moreno e
colaboradores (2006) mostrou que o extrato etanolico de casca de amendoim (Arachis hypogaea
L.) inibiu a atividade da lipase. Além disso, as folhas de Baccharis trimera sao usadas

popularmente na reducdo de peso (SOUZA, PEREIRA, SOUZA, SANTOS, 2011) e os frutos
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de Garcinia cambogia, fonte de acido hidroxitrico, demonstrou ser eficaz como inibidor do
apetite (Shara et al., 2004).
Tendo em vista essa perspectiva, este trabalho teve como uma das vertentes avaliar o

efeito inibitério de compostos isolados de E. paniculata frente a enzima lipase pancreatica.

2.3.3 Atividade anti-inflamatoria

A inflamagdo ¢ o mecanismo de defesa natural do corpo para remover agentes
agressores, patogénicos, irritantes e células danificadas, e em seguida, iniciar o processo de
cura. Em geral, a inflamacao ¢ classificada como inflamacao aguda ou cronica (Figura 20). A
inflamac¢ao aguda € um processo benéfico que ajuda a imobilizar a regido lesada e permite que
o resto do sistema imunologico promova a cura da lesio (WARD, 2003). J4 a inflamagao
cronica, por outro lado, se transforma em um problema e ndo em uma solu¢do aos ferimentos.
Os tecidos cronicamente inflamados normalmente evocam células imunologicas da corrente
sanguinea para amplificar a resposta inflamatdria, e assim, podem destruir tecidos saudaveis
em uma tentativa mal direcionada de iniciar o processo de cura (LEE, WALSER, DUBINETT,
2009). Estimulos inflamatdrios persistentes ou desregulagdo dos mecanismos da fase de
resolugdo, resultam em inflamacao cronica, reconhecida como um fator fundamental subjacente
na progressdo de uma série de doencas, incluindo aterosclerose, artrite e doengas

neurodegenerativas cronicas, como Alzheimer (LIBBY, 2007).



Figura 20 — Resultados da inflamacao aguda: resolucdo, cicatrizagdo por fibrose ou

inflamacao cronica.
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Fonte: KUMAR, ABBAS, ASTER, 2013.

De modo geral, quando um micro-organismo penetra no tecido ou o tecido ¢ lesado, a
presenga de infec¢do ou lesdo € percebida por células residentes, principalmente macréfagos,
mas também por células dendriticas, mastocitos e outros tipos celulares. Essas células secretam
moléculas (citocinas e outros mediadores) que induzem e regulam a resposta inflamatéria. Os
mediadores inflamatorios também sao produzidos a partir das proteinas plasmaticas que reagem
com 0s micro-organismos ou com os tecidos lesados. Alguns desses mediadores agem nos
pequenos vasos sanguineos nas vizinhangas e promovem a saida do plasma e o recrutamento
dos leucocitos circulantes para o local onde o agente lesivo esta localizado. Assim, os leucocitos
recrutados sdo ativados e tentam remover o agente lesivo, por fagocitose. Porém, um efeito
colateral da ativagdo dos leucocitos pode ser a lesao a tecidos normais do hospedeiro (KUMAR,
ABBAS, ASTER, 2013).

O neutréfilo € o primeiro tipo celular a responder frente um estimulo nocivo, chegando
rapidamente ao local da injuria. Possui um periodo de vida relativamente curto, entre
24-48 horas em sua forma ativa. Sob condig¢des fisiologicas, os neutrofilos agem por meio da
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) que, por sua vez, levam a destrui¢ao dos
patogenos invasores. A formagdo de EROs ¢ catalisada por meio da enzima mieloperoxidase

(MPO), presente em grande quantidade neste tipo celular. Apos desempenharem o seu papel,
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os neutrofilos entram em processo de apoptose, secretando mediadores que inibem o
recrutamento de novos neutrofilos, como a anexina-1 (Anx-Al) e a lactoferrina (FERREIRA,
2016).

Os macrofagos, as células dominantes da inflamagdo cronica, sdo células teciduais
derivadas dos mondcitos do sangue circulante, apds sua emigracdo da corrente sanguinea
(KUMAR, ABBAS, ASTER, 2013). Sao agrupados nas subpopulagdes M1 e M2, segundo o
conjunto de acdes que estas comumente desempenham. Os macrofagos M1, atuam
principalmente nos processos de defesa, eliminando agentes lesivos através da sintese em altas
concentragdes da enzima lisossomal N-Acetil-B-D-glucosaminidase (NAG). Ja os macrofagos
M2, estdo mais envolvidos com a fase resolutiva da inflamacao, fagocitando os neutréfilos
apoptoticos, diminuindo a sintese e liberacao de citocinas inflamatorias € aumentando a sintese
de mediadores importantes no remodelamento tecidual, na angiogénese, € no reparo tecidual
(FERREIRA, 2016).

A angiogénese (processo de formag¢do de novos vasos sanguineos a partir da vasculatura
preexistente) € um processo chave em algumas condicdes fisiologicas, como a cicatrizagdo de
feridas em processos inflamatorios. A resposta angiogénica € capaz de estimular e intensificar o
processo inflamatdrio, fornecendo nutrientes e oxigénio para os sitios da inflamag@o. Além disso,
a perturbacdo dos mecanismos da angiogénese fisiologica, tem um papel na patogénese de
algumas doencas na forma de superprolifera¢do de vasos sanguineos, como cancer, psoriase,
artrite, retinopatias, obesidade, asma e aterosclerose, ou a ndo angiogénese, que participa de
doencas como isquemia cerebral, neurodegeneracdo, hipertensdo, osteoporose, dificuldade
respiratdria, entre outras (TAHERGORABI, KHAZAEI, 2012; FERREIRA, 2016).

Por fim, no ultimo estagio do processo inflamatdrio, na matriz extracelular da cicatriz
(composta por colageno, fibras elésticas, proteoglicanos, glicosaminoglicanos e glicoproteinas
presentes no tecido conjuntivo) ocorre a deposicdo do colageno, essencial para o
desenvolvimento da resisténcia no local da cura da ferida (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2013;
MAQUART, MONBOISSE, 2014). Com a maturagdo da cicatriz, ocorre uma regressao
vascular progressiva que, finalmente, transforma o tecido de granulagdo, altamente
vascularizado, em uma cicatriz amplamente avascular e palida (KUMAR, ABBAS, ASTER,
2013).

O nao tratamento de uma inflamagdo pode levar a progressao de uma série de doencas,
como aterosclerose, artrite e doencas neurodegenerativas cronicas, como Alzheimer, tendinites,
lesdes musculoesqueléticas, neuralgia pds-herpética, periodontite, tlceras aftosas e ceratoses

actinicas (LIBBY, 2007; JOSE, 2014). As ciclo-oxigenases (Coxs) tem papel fundamental no
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processo inflamatorio. A acdo dos medicamentos consiste na inibi¢cdo destas enzimas, com
consequente diminuicdo da producdo de prostaglandinas (HILARIO, TERRERI, LEN, 2006;
KUMAR, ABBAS, ASTER, 2013). As prostaglandinas estdo envolvidas em diferentes
processos fisiologicos e patologicos, incluindo vasodilatagao ou vasoconstri¢cao, contracao ou
relaxamento da musculatura bronquica ou uterina, hipotensdo, ovulacdo, metabolismo 6sseo,
aumento do fluxo sanguineo renal (resultando em diurese, natriurese, caliurese e estimulo de
secrecdo de renina), inibicdo da secrecdo gastrica de acido, resposta imunologica, hiperalgesia,
regulagao da atividade quimiotatica celular, resposta endocrina e angiogénese, entre outros.
Quando sua produ¢do ¢ aumentada, ocorre maior sensibilidade a dor e a febre e incremento da
resposta inflamatoéria. Portanto, para o tratamento da inflamacao ¢ necessaria a diminui¢do da
producao de prostaglandinas, que passa pela inibi¢ao das Coxs, responsaveis por sua producao
(HILARIO, TERRERI, LEN, 2006).

A Cox-1 e a Cox-2 sdo proteinas integrais que se localizam dentro do folheto interno da
bicamada lipidica de fosfolipidios da membrana (CARVALHO, CARVALHO, RIOS-
SANTOS, 2004). A Cox 1 esta presente em quase todos os tecidos (vasos sanguineos, plaquetas,
estdmago, intestino, rins) e €, por isso, denominada de enzima constitutiva. A Cox 1 esta
associada a producdo de prostaglandinas e resulta em diversos efeitos fisioldgicos, como
protecdo gastrica, agregacdo plaquetaria, homeostase vascular e manuten¢do do fluxo
sanguineo renal. A Cox-2, em contraste, estd presente nos locais de inflamacdo, mas esta
ausente da maioria dos tecidos normais, sendo por isso, denominada de enzima indutiva, e tem
papel essencial na mediacao central da dor e da febre. Ela ¢ expressa primariamente por células
envolvidas no processo inflamatério, como macréfagos, mondcitos e sinoviocitos (HILARIO,
TERRERI, LEN, 2006; KUMAR, ABBAS, ASTER, 2013). Diversos efeitos adversos
gastrointestinais estdo associados a supressdo da expressdo constitutiva da Cox-1, resultando
em lesdo gastrica, hemorragia e ulceracdo (CARVALHO, CARVALHO, RIOS-SANTOS,
2004). Portanto, os inibidores da Cox-2 foram desenvolvidos com a expectativa de que eles
inibissem a inflamacdo prejudicial, mas nao bloqueassem os efeitos protetores das
prostaglandinas produzidas constitutivamente (HILARIO, TERRERI, LEN, 2006; KUMAR,
ABBAS, ASTER, 2013). Entretanto, essa seletividade pode desencadear uma série de
complicagdes cardiovasculares, como o infarto (MENDES et al., 2012).

Atualmente, os principais medicamentos usados em doencas inflamatorias sao os anti-
inflamatorios esteroides (por exemplo, betametasona, prednisolona e dexametasona) e os nao
esteroides (por exemplo, aspirina, diclofenaco, ibuprofeno, indometacina, naproxeno,

nimesulida e celecoxibe) (Tabela 1). No entanto, o uso prolongado estd associado a varios
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efeitos colaterais, como por exemplo, esteroides podem causar atrofia adrenal, osteoporose,
supressao da resposta a infecg@o ou lesdo, euforia, entre outras. J4 medicamentos ndo esteroides
podem causar ulceras e broncoespasmo devido ao bloqueio das prostaglandinas fisiologicas e
inflamatoérias, e producao simultanea de leucotrienos. Assim, levando em consideracao os
efeitos adversos e o alto custo de medicamentos esteroidais ou ndo esteroidais, a busca por
novos agentes anti-inflamatorios de origem vegetal est4 se tornando popular, com o objetivo de
obter maior seguranca, melhor eficacia e uma forma mais econdmica de tratar a inflamagao
(CARVALHO, CARVALHO, RIOS-SANTOS, 2004; HILARIO, TERRERI, LEN, 2006;
ABDULKHALEQ et al., 2018).

Tabela 1 — Especificidade dos anti-inflamatorios ndo-esteroidais utilizados no tratamento de

doengas inflamatorias.

Inibidores nao Especificos da Cox-2 Inibidores Especificos da Cox-2
Aspirina Celecoxibe
Acido mefenamico Cetorolaco
Cetoprofeno Etodalaco
Diclofenaco sodico Etoricoxibe
Flurbiprofeno Meloxicam
Ibuprofeno Nimesulide
Indometacina Parecoxibe
Naproxeno Rofecoxibe
Piroxicam Valdecoxibe

Fonte: CARVALHO, CARVALHO, RIOS-SANTOS, 2004; ABDULKHALEQ e colaboradores (2018).

Em virtude dos problemas que os anti-inflamatdrios disponiveis atualmente no mercado
podem causar, a busca de novos medicamentos com menos efeitos colaterais ¢ uma alternativa.
Deste modo, a busca por novos metabolitos especializados oriundos de plantas se torna um
alternativa muito viavel, visto que cerca de 66,7% dos fairmacos de pequenas moléculas sdo
inspirados em produtos naturais (Figura 3) (NEWMAN, CRAGG, 2020) e conforme relatado
pela OMS, aproximadamente 75% da popula¢do mundial depende de medicamentos de origem
natural (LI et al., 2014).

A atividade anti-inflamatoria de varios extratos de plantas e compostos isolados ja foi

cientificamente demonstrada. Por exemplo, o extrato de gengibre (Zingiber zerumbet) e seu
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principal composto ativo, o 3-O-metilcanferol, apresentam atividade anti-inflamatoria (CHIEN
et al., 2008). A Curcuma longa e seu principal composto ativo, a curcumina, tem sido
tradicionalmente utilizada nos paises asidticos como erva medicinal devido a sua propriedade
anti-inflamatéria ~ (HEWLINGS, KALMAN, 2017). A  espécie  Cissampelos
sympodialis (Menispermaceae), encontrada no nordeste e sudeste do Brasil, ¢ utilizada
largamente na medicina popular e indigena para o tratamento de desordens inflamatdrias. A
glaucina, um alcaloide isolado de Glaucium flavum, a triptantrina, outro alcaloide extraido da
espécie Isatis tinctori, os flavonoides genisteina, canferol, quercetina e daidzeina encontrados
em diversas plantas, também apresentam atividade anti-inflamatéria (GARCIA-
MEDIAVILLA et al., 2007; HAMALAINEN et al., 2007; CORREA, MELO, COSTA, 2008).

Tendo em vista essa perspectiva, este trabalho teve como uma das vertentes avaliar o
efeito inflamatério dos extratos em hexano das folhas e galhos e de compostos isolados de

E. paniculata.

24 DOCKING MOLECULAR

O Docking Molecular ¢ um método computacional que busca, por meio das energias
livres de ligagdes, avaliar as orientagdes do ligante no sitio ativo do receptor para tornar o
complexo estavel. O receptor pode ser o DNA, o acido ribonucleico (RNA), proteinas, enzimas,
entre outros. A orientacdo preferida ¢ determinada para prever a for¢a da ligagao ou afinidade
de ligacdo entre o ligante e receptor utilizando sistemas de pontuagdo, scoring. A Figura 21

ilustra um fluxograma do processo de docking molecular (CHAUDHARY, MISHRA, 2016).

Figura 21 — Fluxograma de docking molecular.
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Apds o acoplamento molecular ter sido realizado, o software executa uma pesquisa
sistematica no algoritmo, na qual a conformacao do ligante ¢ abordada de forma recorrente, até
que a conformacdo de menor energia seja identificada. O scoring fornece um modo para
classificar o posicionamento de ligantes proporcionais aos outros. Idealmente, o scoring deve
corresponder diretamente a afinidade de ligacdo do ligante com o receptor, ou seja, o melhor
scoring ¢ o melhor ligante. Assim, o resultado final terd um valor negativo de variagdo de
energia livre de Gibbs (em kcal mol™).

Para executar os célculos de docking, inicialmente ¢ definido o sitio ativo do receptor,
a parte rigida da molécula, a qual permanece imovel durante os célculos, e a parte flexivel, que
se movimenta juntamente com o ligante para determinar a melhor conformagao do sistema. Em
seguida, o ligante ¢ colocado em uma grade tridimensional para restringir as interagdes com o

alvo especifico do receptor (Figura 22).

Figura 22 — Esquema de um mapa de grid.
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Fonte: adaptado de Chaudhary, Mishra (2016).

O docking ¢ frequentemente aplicado para antecipar a orientagdo de candidatos a
medicamentos contra alvos especificos, a fim de prever a afinidade e atividade do fdrmaco.
Portanto, o docking desempenha um papel central no processo de concep¢ao e descoberta de
medicamentos. O principal objetivo do docking ¢ simular computacionalmente o processo de
identificacdo e, realizar uma conformacao otimizada para que a energia livre do sistema geral
seja minimizada. Algumas das principais vantagens de se utilizar uma simulag¢do computacional
incluem (CHAUDHARY, MISHRA, 2016):

a) Identificar informagdes quimicas e bioldgicas sobre ligantes e/ou alvos para

descobrir e otimizar novos medicamentos;
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b) Selecionar os candidatos mais promissores;

c) Predizer a constante de inibi¢ao (Ki);

d) Identificar novos alvos de medicamentos ja disponiveis.

Assim, o docking permite que diversos compostos sejam testados a fim de obter um
screening virtual, no qual aqueles que se apresentarem como mais promissoras, passam para as
etapas de sintese e avaliacao de suas atividades bioldgicas, para o desenvolvimento de um novo
farmaco e, como consequéncia, 0os compostos que ndo sao promissores, nao sao sintetizados,
evitando assim, gastos e trabalho desnecessario de sintese e avaliagdo biologica.

Um estudo realizado por Kawano e colaboradores (2006) mostrou que de cada 30.000
moléculas estudadas, 20.000 (66,7%) entram na fase de estudos pré-clinicos, 200 (0,67%)
passam para a fase I de estudos clinicos, 40 (0,13%) entram na fase I, 12 (0,04%) seguem para
a fase III, 09 (0,027%) sdo aprovadas pelos o6rgdos regulatorios, e apenas 1 (0,003%) satisfaz o
mercado, trazendo retorno para a industria que a desenvolveu. Esses dados demonstram o
quanto ¢ importante a realizagdo de estudos prévios, como o docking molecular, que minimizem
escolhas que podem nao ter resultados promissores e elevar cada vez mais os gastos na busca

de medicamentos.

2.5 ASPECTOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DA FAMILIA DAS LAURACEAE

A familia Lauraceae ¢ composta por 52 géneros e aproximadamente 2850 espécies de
arvores e arbustos que sao amplamente distribuidos em regides temperadas e tropicais, €
principalmente distribuidos no Sudeste Asiatico e na América do Sul. No Brasil existem cerca
de 400 espécies distribuidas em 25 géneros, sendo que a maioria das espécies apresenta um
odor semelhante ao de terpenos, e muitas tém sido usadas para tratar doencas do aparelho
circulatorio (SILVA, DA TRINDADE, MAIA, SETZER, 2016; JO et al., 2019).

Os 25 géneros encontrados no Brasil sdo: Aiouea, Anaueria, Aniba, Beilschmiedia,
Cassytha, Cinnamomum, Cryptocaria, Dicypellium, Endlicheria, Kubitzkia, Licaria,
Mezilaurus, Misanteca, Nectandra, Ocotea, Paraia, Persea, Phoebe, Phyllostemonodaphne,
Pleurothyrium, Rhodostemonodaphne, Sextonia, Systemonodaphne, Urbanodendron e
Williamdendron (SOUZA, LORENZI, 2019).

A quimiossistematica da familia Lauraceae destaca a ocorréncia de alcaloides,
fenilpropanoides, lignanas, cumarinas, esteroides, nitro derivados, ésteres benzoicos, 2-pironas,

flavonoides, benzofenonas, acidos graxos e pares terminais alceno-alcino, além de mono e
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sesquiterpenos (GOTTLIEB, 1972; BATISTA, YOSHIDA, GARCEZ, GARCEZ, 2015;
FILHO, FERNANDES, ASSIS, 2015; WANG et al., 2020).

Diversos estudos mostraram que algumas espécies da familia Lauraceae exibiram uma
vasta gama de atividades biologicas, como atividades antiespasmodica, antipirética,
antitumoral, anticonvulsivante, antibacteriana, fungicida, citotoxica e inibitéria da cruzaina e
antiviral (FILHO, FERNANDES, ASSIS, 2015). Além disso, as espécies de Lauraceae
destacam-se entre as demais familias pela sua importancia econdomica. Algumas espécies sao
utilizadas na culinaria, na marcenaria, na constru¢ao civil, na fabricacdo de papel, na induastria
de perfumaria, na industria quimica e medicina popular, porém, a maioria das espécies tem seu
uso restrito as comunidades tradicionais, que detém o conhecimento empirico da utilizacao
dessas plantas. Por exemplo, Ocotea porosa e Ocotea odorifera sao utilizadas na fabricacao de
diversos produtos com grande valor econdmico na industria de alimentos e madeira. O 6leo
essencial rico em linalool encontrados na espécie Aniba rosaeodor, ¢ usado como perfume e
possui alto valor econdmico no mercado internacional (CUSTODIO, JUNIOR, 2014; JO et al.,
2019).

Estudos envolvendo o género Beilschmiedia Nees da familia Lauraceae, mostrou que
este género produz alcaloides, derivados do acido endiandrico, acidos graxos, lignanas,
epoxifuranoides, flavanoides e terpenoides, onde muitos destes compostos apresentam
atividades antioxidantes, antibacterianas, antimalaricas ¢ antituberculose (CHEN et al., 2007;
CHOUNA et al., 2010). Comumente, algumas espécies deste género sdo utilizadas na medicina
tradicional para o tratamento de doencas. Como por exemplo a Beilschmiedia anacardioides,
que ¢ usada no continente africano, mais especificamente em Camardes, no tratamento de
tumores uterinos, rubéola, reumatismos, infec¢des de origem bacteriana e fingica (PEPIN,
2012). No caso da Beilschmiedia madang, encontrada na Malasia e Indonésia, foi isolado um
alcaloide o qual apresentou atividade antimalarica (KITAGAWA et al., 1993). Estudos recentes
mostraram as composi¢oes quimicas e atividades bioldgicas provindas dos 6leos das folhas e
cascas da B. madang. O 6leo obtido das cascas apresentou atividades antioxidante, usando os
sistemas acido B-caroteno/acido linoléico e o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), e
forte propriedade antifiungica contra Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus. O 6leo obtido a
partir das folhas, também apresentou inibicao significativa das atividades de acetilcolinesterase,
butirilcolinesterase e antitirosinase (SALLEH, FAREDIAH, KHONG, 2015).

A Persea americana, popularmente conhecida como abacate, ¢ uma arvore frutifera
nativa tropical, originaria da América. O abacate ¢ um alimento popular e uma boa fonte de

potassio, vitamina D, acidos graxos, vitaminas, carotenoides e outros fitoquimicos. Os frutos,
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folhas e sementes sdo usados para formular remédios. Por exemplo, para reduzir os niveis de
colesterol e aumentar o desejo sexual, além de despertar o fluxo menstrual. Além disso, os 6leos
de abacate sdo usados para tratar a osteoartrite ¢ podem ser usados como um suplemento
dietético alternativo. Os abacates sdo fontes de gorduras monoinsaturadas saudaveis e t€m
niveis naturalmente baixos de agucar e so6dio, sendo uma importante fonte alimentar do grupo
da vitamina B. De modo geral, o abacate pode ajudar a controlar o colesterol alto, baixos niveis
de LDL, controle de peso, saude ocular, diminuir o nivel de glicose no sangue e ser usado no
tratamento da DM tipo 2 (HASAN et al., 2016).

As cascas de Cinnamomum zeylanicum, popularmente conhecida como canela, ¢ uma
arvore nativa do Sri Lanka e do sul da India. A casca é removida e seca para formar lascas ou
moida para fazer pd. Milhares de toneladas sao produzidas anualmente, principalmente do Sri
Lanka, Madagascar e Seychelles. As atividades bioldgicas dos seus principais compostos, tais
como cinamaldeido, acetato de cinamila, eugenol, linalol e canfora, entre outros, permitem a
sua aplica¢do na industria alimentar como antioxidante, bactericida, antifingico e intensificador
de sabor e aroma. Além de seus usos culinarios e na medicina popular, a canela ¢ considerada
um remédio para doencas respiratorias, digestivas e ginecologicas (RANASINGHE et al., 2013;
CARDOSO-UGARTE, LOPEZ-MALO, SOSA-MORALES, 2016; DORRI,
HASHEMITABAR, HOSSEINZADEH, 2018).

A canfora ¢ derivada de Cinnamomum camphora, originaria da China, Taiwan e Japao.
A canfora ¢ obtida por destilacdo a vapor de aparas de madeira. O 6leo pode ser redestilado
para produzir outros compostos, como o safrol, que ¢ usado em perfumes e aromatizantes. Além
disso, existem muitas aplicagdes farmacéuticas para a canfora, como analgésico topico,
antisséptico, antiespasmoédico, anti-inflamatério, anti-infeccioso, contraceptivo, expectorante
leve, descongestionante nasal, supressor de tosse, etc. (HAMIDPOUR, HAMIDPOUR,
HAMIDPOUR, SHAHLARI, 2013). Na Tabela 2 estdo descritas algumas espécies de

Lauraceae e seus respectivos usos medicinais.
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Tabela 2 — Espécies de Lauraceae e seu o uso na medicina popular. (continua)

Espécies de

Lauraceae

Uso na medicina popular

Referéncia

Acacia edgeworthii
Acrodiclidium
elaeophorum
Aniba canelilla

Aniba
puchuryminor

Aniba riparia

Cassytha filiformis

Lawsonia inermis

Licaria

puchurymajor

Mespilodaphne

pretiosa

Nectandra pichurin
Nectandra rodiaei

Ocotea aciphylla
Ocotea quixos

Ocotea lancifolia

Tratamento de feridas causadas por
vermes que penetram na pele e
impoténcia sexual.
Dermatoses ou parasitoses do
couro cabeludo.

Acdo antiespasmaodica e

estimulante digestivo.
Leucorreia.

Antibacteriano.
Vermicida, conjuntivite, gonorreia,
diurético, malaria, ancilostomiase,

queimaduras de terceiro grau.
Abortivo, dismenorreia, ictericia,
dor de cabeca, doencas pds-parto e

hepatite.
Leucorreia.

Debilidade do sistema nervoso,
diminui¢cdo de memoria, edema
dos pés por causa de resfriamento,
catarro cronico, hidropisia, gota,
sifilis.

Colicas e problemas gastricos.
Anticéptico e tonico.
Antirreumatico e depurativo.
Desinfetante, anestésico local e

antidiarreico.

Antiparasitario.

SAMUELSSON et al., 1992.

FENNER, BETTI, MENTZ,
RATES, 2006.
FILHO, FERNANDES,
ASSIS, 2015.
FENNER, BETTI, MENTZ,
RATES, 2006.
MARQUES, 2001.
SAMUELSSON et al., 1992;
FILHO, FERNANDES,
ASSIS, 2015.

SAMUELSSON et al., 1992.

FENNER, BETTI, MENTZ,
RATES, 2006.

OLIVEIRA, 1854.

MARQUES, 2001.
MARQUES, 2001.
ALMEIDA et al., 2018.

BALLABENI et al., 2007.

FOURNET et al., 2007.
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Tabela 2 — Espécies de Lauraceae e seu o uso na medicina popular. (conclusio)

Espécies de . .
Uso na medicina popular Referéncia
Lauraceae

Colesterol alto, baixo nivel de
LDL, controle de peso, satde
Persea americana o ] HASAN et al., 2016.
ocular, diminui o nivel de glicose
no sangue, diabetes tipo 2.
Persea cordata Antibacteriano. MARQUES, 2001.
Persea gratissima Ac¢a0 antitumoral. MARQUES, 2001.
Tratamento de furtinculo, sarna na
cabeca, salivagao abundante em
animais, sangramento ao redor dos
Psoralea corylifolia _ SAMUELSSON et al., 1992.
dentes (em humanos), feridas,
rigidez de membros na epilepsia e

perda de memoria.

Dentre os varios géneros da familia das laurdceas, Endlicheria ¢ um género neotropical
centrado na América do Sul, encontrado desde a Costa Rica na América Central, Guadalupe
nas ilhas do Caribe até o extremo sul nas florestas costeiras do Atlantico Sudeste do Brasil
(Figura 23). Este género ¢ composto por aproximadamente 60 espécies, sendo a maioria
constituida por arvores de tamanho médio, as vezes até 40 metros de altura, mas algumas
espécies sdo arbustos (CHANDERBALLI 2004).

As espécies de Endlicheria ocorrem em habitats de floresta umida em elevacdes em
torno do nivel do mar até 2500 m nas terras altas dos Andes e¢ das Guianas. As limitagdes
impostas pela baixa disponibilidade hidrica sdo evidentes na auséncia de Endlicheria na
vegetacao de caatinga do leste do Brasil e da regido do Chaco no sul da América do Sul. A
diversidade de espécies ¢ maior no sopé dos Andes orientais, onde as terras baixas e os
elementos montanhosos inferiores se misturam. A Amazonia Central e as Guianas nio sdo tao
ricas em diversidade, e nas florestas costeiras atlanticas do sudeste do Brasil, apenas duas
espécies sdo encontradas, a E. glomerata e E. paniculata. A E. paniculata é umas das espécies
mais abundantes do género e sua distribuicdo no continente é quase igual a distribui¢do do
género (faltando apenas no nordeste da América do Sul e nas ilhas do Caribe), mas todas as

outras espécies sao encontradas em poucos lugares (CHANDERBALI, 2004).



Figura 23 — Distribui¢ao geografica do género Endlicheria.
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Figura 24 — Distribuicao geografica de E. paniculata.
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Na literatura existem poucos estudos sobre a composicdo quimica e atividades
biolodgicas das espécies de Endlicheria (SILVA, DA TRINDADE, MAIA, SETZER, 2016).
JIN, LEE, KWON, KIM, 2013 relataram as atividades anti-oxidativa, anti-inflamatorias e
antimelanogénicas do extrato metanolico da Endlicheria anomala, ¢ os resultados foram
promissores para todas estas atividades. Em um outro estudo com esta mesma espécie, os
autores prepararam os extratos aquosos e etandlicos de doze espécies de diferentes géneros e
familias. Os resultados das atividades antidiabética e antirradicalar apresentados pela espécie
E. anomala em todos os testes foram piores do que os dos controles positivos utilizados
(RODRIGUEZ ¢ colaboradores, 2008).

Ma, Kozlowski, Mclaughlin (1991) relataram o isolamento e identificacdo de quatro
neolignanas presentes no extrato etanolico da espécie Endlicheria dysodantha. Neste estudo,
todas as quatro neolignanas mostraram atividades no teste de letalidade de artémia; trés delas
também inibiram o crescimento de tumores de galha em discos de batata e foram citotoxicos
para cé¢lulas tumorais humanas em cultura.

No estudo realizado por Yamaguchi e colaboradores (2013) foram avaliadas as
atividades hemolitica e citotoxica dos Oleos essenciais obtidos das folhas e galhos
de Endlicheria citriodora. Neste estudo, o 6leo essencial dos galhos apresentou uma boa
inibi¢do da enzima tirosinase e foi observado baixa citotoxicidade dos 6leos essenciais das
folhas e galhos em todas as linhagens celulares estudadas (NHI3T3 - linhagem celular de
fibroblastos embrionarios de camundongo, B16F10 - linhagem celular de melanoma murino e
ACPO02 - adenocacirnoma gastrico humano). Além disso, o 6leo essencial dos galhos apresentou
capacidade antioxidante frente ao radical livie DPPH. A Tabela 3 apresenta alguns dos testes
de atividades encontradas na literatura para os extratos das folhas, galhos e 6leos essenciais das
folhas de espécies de Endlicheria.

No que concerne a fitoquimica do género Endlicheria, foi descrita & ocorréncia de
diterpenos, esteroides, lignanas, neolignanas, alcaloides, além de diversos derivados fendlicos
(SUAREZ, BONILLA, DE DIAZ, ACHENBACH, 1983; MA, KOZLOWSKI,
MCLAUGHLIN, 1991; YAMAGUCHI et al., 2013). A Tabela 4 apresenta alguns compostos
isolados dos extratos das folhas, galhos e de 6leos essenciais das folhas de espécies de

Endlicheria.
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Tabela 3 — Espécies de Endlicheria e as respectivas atividades bioldgicas investigadas dos

extratos e/ou compostos isolados.

Espécie de
Atividade bioldgica Referéncia
Endlicheria
Atividades anti-oxidativa, anti- ,
RODRIGUEZ et al., 2008; JIN,
E. anomala inflamatoérias, antimelanogénicas,
LEE, KWON, KIM, 2013.
antidiabética e antirradicalar
Atividades antioxidantes e SILVA, DA TRINDADE,
E. arenosa
antimicrobianas MAIA, SETZER, 2016.
E. bracteolata Atividade antileishmania ROTTINI et al., 2019.
Atividade hemolitica,
E. citriodora inibi¢ao da enzima tirosinase e YAMAGUCHI et al., 2013.

citotoxicidade

Atividades de letalidade de artémia,
MA, KOZLOWSKI,

E. dysodantha inibicao do crescimento de tumores e
MCLAUGHLIN, 1991.

citotoxicidade para células tumorais

Atividades antifungica, danos ao
LOPES et al., 2008; SOUZA et

E. paniculata DNA, anticolinesterasica e anti-
al., 2020.

inflamatoria

Tabela 4 — Compostos isolados das folhas, galhos e/ou raizes de espécies de Endlicheria.

(continua)
Espécie de
Compostos isolados Referéncia
Endlicheria
Oxido de cariofileno; 1,5-epoxisalvial-
4(14)-eno; 4(15)-eudesmene-1b,6a- ALBARRACIN,
E. oreocola diol; O-metilmoschatolina; acido DELGADO, CUCA,
palmitico; B-sitosterol; 22,23- AVILA, 2017.

desidrobrassicasterol; estigmasterol

Linalol; geranato de metila; acido
E. citriodora ) YAMAGUCHI et al., 2013.
geranico; B-cariofileno
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Tabela 4 — Compostos isolados das folhas, galhos e/ou raizes de espécies de Endlicheria.

(conclusao)

Espécie de

Compostos isolados
Endlicheria

Referéncia

a-pineno; B-pineno; mirceno; a-terpineno; p-
cimeno; limoneno; y-terpineol; terpinoleno;
linalool; terpinen-4-ol; a-terpineol; 6-elemeno; a-
copaeno; -cubebeno; B-elemeno; B-cariofileno;
2,5-dimetoxi-p-cymeno; a-umuleno; trans-cadina-
1(6),4-dieno; germacreno D; cloveno; tridecan-2-
E. arenosa ono; biciclogermacreno; a-muuroleno; 3-
bisaboleno; y-cadineno; 7-epi-a-selineno; d-
cadineno, a-calacoreno; 1-epicubenol; murola-
4,10(14)-dien-1-B-ol; epi-a-cadinol (t-cadinol); epi-
a-murolol (t-murolol); a-murolol (torreiol);
cubenol; a-cadinol; selin-11-en-4a-ol; germacra-
4(15),5,10(14)-trien-1a-ol
Disodantina A; disodantina B; acetato de
E. megafone; [(2R,3S5,3aS)-3a-alil-metoxi-2-(3-
dysodantha metoxi-4,5-metilenodioxifenil)-3-metil-2,3,3a,6-
tetrahidro-6-oxobenzofurano]
y-eudesmol; a-eudesmol; a-cadinol; bulnesol, o-
tujeno; a-pineno; B-pineno; mirceno; a-felandreno;
p-cimeno; limoneno; a-copaeno; B-elemeno; (E)-
£ cariofileno; B-gurjuneno; y-elemeno; a-guaieno;
bracteolata
aromadendreno;; a-bulneseno; d-cadineno; selina-
3,7(11)-dieno; rosifoliol; elemol; occidentalol;

germacreno B; guaiol; 10-epi-y-eudesmol

SILVA, DA
TRINDADE, MAIA,
SETZER, 2016.

MA, KOZLOWSKI,
MCLAUGHLIN, 1991.

ROTTINI et al., 2019.

Dentre as vdrias espécies do género Endlicheria, a espécie Endlicheria paniculata

(Figura 25) foi escolhida para ser estudada neste trabalho, sendo que a mesma possui 19

sindnimos encontrados na literatura (Tabela 5). Popularmente ¢ conhecida como canela frade e

canela garuva, ¢ nativa no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina, que possuem climas tropical
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umido e invernos mais rigorosos, sujeitos a geadas. Também ¢ encontrada na Mata Atlantica e
na Floresta amazonica e em boa parte da América tropical, em restinga, mata ciliar, cerrado e
manguezal (Figura 26). E. paniculata ¢ uma arvore coberta de folhas podendo atingir de 5-7 m
de altura com tronco robusto. As folhas possuem forma peninervadas eliptica com tamanho de
8,5-27 x 3,5-8 cm. Os frutos possuem coloracdo externa arroxeada, tamanho de 18 x 10 mm,
elipticos, parcialmente envolvido pela ciipula de 8 x 6 mm (CHANDERBALI, 2004; ELTINK,
TORRES, RAMOS, 2008; BROTTO, SANTOS, BAITELLO, 2009; GIEHL, 2020).

Figura 25 — Endlicheria paniculata.

Fonte: GIEHL, 2020.

Tabela 5 — Sindnimos de E. paniculata encontrados na literatura.

Aniba hirsuta (Schott) Pax ex Sampaio Goeppertia cantagallana Meisn
Citrosma dimidiata Sello ex A. DC. Goeppertia hirsuta (Schott) Nees
Citrosma paniculata Spreng Goeppertia hirsuta var. hirsutior Meisn
Cryptocarya hirsuta Schott Goeppertia longifolia Nees
Endlicheria boliviensis Kosterm Goeppertia panicularis Nees
Endlicheria hirsuta (Schott) Nees Nectandra lucida (Schott) Nees
Endlicheria longifolia Mez Ocotea lucida Mart. ex Nees
Endlicheria panicularis (Nees) Mez Ocotea turbacensis Poepp. ex Nees
Endlicheria poeppigii Kosterm Siparuna paniculata (Spreng.) A. DC.

Endlicheria racemosa Lasser

Fonte: HASSLER, 2020.
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Figura 26 — Distribui¢ao geografica da espécie E. paniculata.
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Fonte: CHANDERBALL, 2004.

Em relacdo aos estudos quimicos e bioldgicos de E. paniculata, consta na literatura um
estudo realizado por Lopes e colaboradores (2008), em que foi avaliada a atividade antifingica
com os fungos Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides, a atividade
da acetilcolinesterase e ensaio de danos ao DNA do extrato etandlico das folhas e galhos. Todos
os resultados foram negativos para essas atividades, com excecao a atividade antifingica contra
C. sphaerospermum, que sO foi observada nos galhos. Com relagdo a atividade da
acetilcolinesterase, foi relatado um efeito inibitério de 37% e 41% para as folhas e galhos,
respectivamente.

Neste sentido, torna-se importante os estudos quimicos das folhas e galhos de
E. paniculata, uma vez que nao existem estudos da sua composi¢do quimica na literatura e
pouco espécies do género foram estudadas. Além disso, o género também ¢ muito promissor
devido as diversas classes de compostos que ja foram isoladas e identificadas em espécies de
Endlicheria.

O arsenal terapéutico atual para o tratamento de varias doengas, como diabetes e
patologias inflamatorias, ¢ bem limitado e em muitos casos, longe do satisfatorio devido a
elevada toxicidade. Desta forma, ¢ importante a busca por novos compostos que possam ser
utilizados na terapéutica dessas doencas, sendo que estes podem ser obtidos através de extratos

e/ou compostos isolados das plantas. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo
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realizar a identificacdo dos constituintes quimicos dos extratos hexanico e metanolico das folhas
(EHF e EMF) e galhos (EHG e EMG) da E. paniculata, bem como explorar potenciais
atividades dos extratos e de compostos isolados dos mesmos, tais como testes de atividade anti-
inflamatoéria (realizadas in vivo, em camundongos da linhagem C57), analises de atividade
antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH e avaliacdo dos teores de fendis,
flavonoides e proantocianidinas, além de ensaios de inibi¢des da a-glicosidase, glicagado e lipase

pancreatica.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo realizar o estudo quimico dos extratos obtidos da
extracdo em hexano e metanol das folhas e galhos da espécie Endlicheria paniculata
(Lauraceae) e avaliar as atividades anti-inflamatéria, antioxidante, inibicdo enzimadtica e

antiglicacdo dos extratos e compostos isolados.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar os extratos em hexano e metanol das folhas (EHF e EMF,
respectivamente) e galhos (EHG e EMG, respectivamente) da planta;

o Identificar a composi¢ao quimica dos EHF e EHG;

e Fracionar por cromatografia os EHF, EMF, EHG e EMG;

e [solar e purificar compostos quimicos presentes nos EHF, EMF, EHG e EMG;

e Determinar a estrutura dos compostos isolados;

e Avaliar os teores de fenois totais, flavonoides e proantocianidinas dos EHF,
EMF, EHG e EMG;

e Avaliar a atividade antioxidante dos EHF, EMF, EHG ¢ EMG;

e Avaliar a atividade inibitdria das enzimas a-glicosidase e lipase pancreatica;

e Avaliar a atividade inibitoria dos produtos de glicagdo;

e Realizar estudos de docking molecular, bem como analisar as interacdes
intermoleculares formadas e avaliar as energias de interagdes de compostos isolados com

as enzimas Cox-1 ¢ Cox-2;
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e Avaliar a atividade anti-inflamatoria (in vivo) em camundongos da linhagem
C57 dos EHF e EHG e compostos isolados;

e Analisar in silico os parametros farmacocinéticos dos compostos isolados.

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 INSTRUMENTACAO

¢ Banho de aquecimento FISATOM modelo 550;

e Balanca analitica SHIMADZU modelo AUW220D;

e Balanca de luz infravermelha para determinagdo da umidade Quimis modelo
Kett FD—600;

e Evaporador rotatério IKA modelo RV 10;

e Lavadora ultrassonica modelo USC-750 Unique;

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu®, modelo LC—6AD,
composto por: bombas LC-6AD, degaseificador DGU-20AS5R, forno CTO-20A, coletor
de fracdes FRC-10A, autoinjetor SIL-10AF e detectores de arranjo de diodo (DAD)
SPD-M20A e evaporativo por espalhamento de luz (ELSD — Detector de espalhamento
de luz evaporativo) LT II;

e Espectrometro de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) Bruker modelo
Ascend™ 400 Avance III HD (9,4 Tesla);

e Cromatografo a gads Shimadzu 210 plus acoplado a espectrometro de massas
(GC-EM) Shimadzu QP 210 SE;

e Espectrofotdometro ultravioleta visivel (UV—-Vis) modelo Genesyis 10S.

4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes utilizados foram de grau PA (para analise). Os solventes utilizados para a
extracdo, prospeccdo fitoquimica e cromatografia: hexano, acetato de etila, diclorometano,
metanol, acidos acético e formico foram de marcas diversas: Synth, Vetec, Merck, Neon.
Hexano e acetato de etila foram destilados para maior grau de pureza. Os reagentes p-nitrofenil-
N-acetil-B-D-glicosaminidase, Sirius Red e os solventes deuterado como dimetilsulfoxido

(DMSO) e cloroférmio deuterado (CDCI3) foram adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Co.
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Silica gel 60 e silica gel 60 flash para cromatografia foram adquiridos da Fluka Analytica.
Esponjas de poliéter-poliuretano foram adquiridas da Vitafoam. O reagente Drabkin foi
adquirido da Labtest. O reagente Triton X-100 foi adquirido da Promega. O padrao de gelatina
foi adquirido da Merck. Metanol CLAE foi da Sigma Aldrich e J. T. Baker.

43 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

4.3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A triagem fitoquimica qualitativa com os extratos e fragdes de E. paniculata foi realizada
por CCD utilizando cromatoplacas comerciais de silica gel 60 (Macherey-Nagel), com 0,20 mm
de espessura e indicador de fluorescéncia (UV 254 nm). As cromatoplacas foram reveladas por
irradiacdo ultravioleta (254 ou 365 nm) e reveladores quimicos NP/PEG, AlCIs, iodocloro
platinado, iodo sublimado, Dragendorff, Liebermann-Burchard, vanilina sulfurica e sulfato

cérico.

4.3.2 Cromatografia em coluna (CC)

Os fracionamentos cromatograficos dos extratos e fracdes foram realizados utilizando
como fases estacionarias silica gel 60, 63—200 pm com didmetro de poro 60 A (Fluka Analytica)
para cromatografia comum e silica gel 60, 40-63 um com didmetro de poro 60 A (Fluka

Analytica) para cromatografia flash.

4.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foram realizadas
utilizando cromatografo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, modelo LC—6AD, utilizando o
software LC Solutions.

Para as andlises por CLAE foi utilizada uma coluna analitica de fase reversa C18
(Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 5 um). A fase movel utilizada foi MeOH e agua milli-Q,
com um fluxo de 1 mL min™". O sistema gradiente de fase mével utilizado foi: 30-100% MeOH
(0—40 min), 100% MeOH (45 min), 100-30% MeOH (50 min).

Os extratos foram submetidos a andlises por CLAE para obtencdo do perfil

cromatografico e futuras comparagdes com as fragdes obtidas do fracionamento
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cromatografico. Os extratos foram solubilizados em MeOH em uma concentracdo de
2 mg mL™! e em seguida filtradas com filtros para seringa PTFE hidrofébico (didmetro do filtro
13 mm, diametro do poro 0,22 um) para a remoc¢ao de material particulado. As solucdes dos
EHF e EHG foram eluidas em um cartucho Sep-Pak de silica C18 (Waters Corporation — USA,
360 mg, 55-105 pum, 125 A), para separacio de compostos muito apolares que possam ficar
retidos na coluna. Foram injetados 50 pul. das amostras. Os compostos 1 e 2 também foram

submetidos a analise por CLAE seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente.

4.3.4 Cromatografia gasosa

Os EHF, EHG e as fragdes EHGC3F2, EHGC4F4, EHGC4F1, EMFC2F3 e EFHCI1F1
obtidas dos fracionamentos foram analisadas por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM) para a identificagdo de seus constituintes quimicos. As
analises foram realizadas em equipamento CG—-EM equipado com coluna capilar OV-5 (5% de
difenil, 95% de dimetilpolisiloxano), serial 121345 com diametro interno de 0,25 mm,
espessura do filme de 0,25 pm e comprimento de 30 m. Foi usado gas hélio como carreador a
fluxo constante de 1,02 mL min!, a temperatura do injetor de 246 °C (modo Split 1:20 para as
fragdes e 1:5 para os extratos em hexano), temperatura do detector de 220 °C, temperatura
inicial em 60 °C, crescente a cada minuto em 3 °C até 246 °C, mantendo-se nessa temperatura
por 38 min. O tempo total de andlise foi de 100 min (ADAMS, 2007). O detector de massas
operou com energia de impacto de 70 eV e foram registrados os fragmentos de razdo
massa/carga (m/z) de 40 a 650. Os extratos foram solubilizados em metanol, filtrados em
cartucho Sep-Pak de silica C18. A solucdo remanescente foi evaporada e resolubilizada com
diclorometano a uma concentragio de 5SmgmL~!. As fragcdes foram dissolvidas com
diclorometano a uma concentracdo de 2 mg mL™!. De cada solugdo dos extratos e fracdes foi
retirado 1 pL, a qual foi injetado no CG-EM.

Os espectros de massas foram analisados pelo indice de similaridade resultante da
comparagdo entre os espectros de massas mostrados pelas bibliotecas do software (NIST —
Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia, SHIMATSU e WILEY) e o espectro de massas do
composto analisado. Nessa andlise, para a identificagao dos compostos foi considerado apenas
aqueles indices de similaridade com valores superiores a 85%.

Em seguida, foi realizado o célculo do indice aritmético (IA) (VANDENDOOL,
KRATZ, 1963), que correlaciona o tempo de reten¢do (#) dos compostos analisados aos de

alcanos. Este célculo ¢ feito por meio da Equagdo 1, onde sdo considerados os tempos de
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reten¢do do alcano anterior (Tr(Pz)) e posterior (Tr(Pz+1)) ao tr dos compostos analisados

(Tr(x)) e o nimero de carbonos do alcano (C(Pz)) com #r anterior ao analisado.

Tr(x) — Tr(P,)
(P, +1) = Tr(P)

IA =100C(P,) + 100 [T Equagéo 1
R

O IA foi calculado utilizando o #fr do composto analisado e dos padrdes de alcanos (C8—
C30) previamente injetados utilizando a metodologia descrita no inicio da sec¢do 4.3.4. O A
calculado ¢ comparado com o de compostos isolados tabelados por Adams (2007). Além disso,
o IA calculado também foi comparado com a NIST — Livro de Quimica na Web (LINSTROM,
MALLARD, 2021), nas mesmas condi¢des descrita no inicio da seccao 4.3.4.

4.4 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

A primeira parte do trabalho consistiu em coletar as folhas e galhos de E. paniculata. A
coleta foi realizada pelo botanico Prof. Euder G. A. Martins, no parque ecoldgico do Pereque na
cidade de Cubatio em SP, Brasil, em novembro de 2014, nas coordenadas 23°51'0,07 S e
46°25'0,02” W e depositado no Herbario SPF (Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo) (MELLO-SILVA et al., 2020) com nimeros (EM 335 e EM 355). Esta planta foi
registrada no Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Genéticos e em Conhecimento
Tradicional Associado a Pesquisa (SisGen) do Brasil, com o codigo AD99BAO.

As folhas (226 g) e galhos (116 g) coletados foram secos a temperatura de 35—40 °C em
estufa e a umidade foi constantemente monitorada até se encontrar entre 8—14%. A umidade do
material vegetal foi determinada pelo método gravimétrico através de uma balanca de luz
infravermelha. A andlise foi realizada com cerca de 1,0 g de material vegetal sob temperatura
de 105 = 5 °C, até que o teor de umidade permanecesse constante. Na sequéncia, o material

vegetal seco foi triturado para o preparo dos extratos.
4.5 PREPARO DOS EXTRATOS

As folhas foram secas em estufa e reduzidas a pd através de moinho de facas, sendo
obtidos 226,0 g de material vegetal. Em seguida, os extratos brutos foram preparados,
submetendo o pé previamente obtido a extragdo por maceracdo em hexano (8x800 mL). A

solucdo com os extrativos foi filtrada e o solvente removido em um evaporador rotatorio sob
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pressao reduzida a 40 °C. O processo de maceragao com o material vegetal filtrado foi repetido
8 vezes. O solido restante foi submetido a extragcdo por maceragdo em MeOH (12x800 mL), e
ao final deste procedimento o solvente do extrato foi evaporado no evaporador rotatério a
pressao reduzida a 40 °C. Apds a remogao dos solventes, os extratos foram congelados e
liofilizados para remocao de agua. Por fim, os extratos foram armazenados em frascos de vidro
a—18 £ 5 °C. Ao final do procedimento descrito acima, foi obtido 4,6 g de extrato hexanico
(EHF) e 26,4 g de extrato metanodlico (EMF). Para obtencdo dos extratos dos galhos (EHG e
EMG, respectivamente), foi utilizado o mesmo procedimento descrito acima partindo de
116,0 g de material vegetal seco que foi submetido a extragdo com hexano (7x450 mL) e
metanol (9x450 mL). Assim, foram obtidos 909,7 mg de extrato hexanico (EHG) e 11,1 g de
extrato metanolico (EMG). Os fluxogramas nas Figura 27 e Figura 28 ilustram os

procedimentos da preparagao dos extratos.

Figura 27 — Procedimento de preparagao dos extratos das folhas.

| 226.0 g de folhas secas e trituradas ‘

Hexano (8%x800mL)

Filtrado e rotoevaporado

Extrato hexanico das folhas (EHF)
4,62 (2,0 %)

Material vegetal remanescente

1 - Metanol (12x800mL)
2 - Filtrado e rotoevaporado

Extrato metanolico das folhas (EMF)
26.4¢ (11,7 %)

Fonte: o autor.

Figura 28 — Procedimento de preparagao dos extratos dos galhos.

| 116.,0 g de galhos secos e trituradas ‘

Hexano (7450 mL)

Filtrado e rotoevaporado

Extrato hexanico dos galhos (EHG)

909.7 mg (0.8 %) Material vegetal remanescente

1 - Metanol (9x450mL)
2 - Filtrado e rotoevaporado

Extrato metanoélico dos galhos (EMG)
11,1 (9.5 %)

Fonte: o autor.
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4.6 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Para a andlise das classes de compostos quimicos presentes nos extratos e fragdes, foram
preparadas solucdes dos extratos em uma mistura de diclorometano/metanol na concentragao
de 1 mg mL™!. As solu¢des foram aplicadas em cromatoplacas de CCD utilizando um tubo
capilar e desenvolvidas utilizando como fase mével uma mistura de hexano/acetato de etila
(9:1) para os extratos em hexano e diclorometano/metanol/acido formico (8:1:0,25) para os
extratos em metanol. Em seguida as cromatoplacas foram visualizadas sob radiagdo ultravioleta
(254 nm e 365 nm) e reveladas utilizndo reagentes quimicos como anisaldeido sulftrico,
Liebermann-Burchard, sulfato cérico, vanilina sulfurica, dragendorff, iodocloroplatinado, iodo
sublimado, NP/PEG e cloreto de aluminio.

Abaixo estdo descritas as metodologias, de acordo com Wagner e Bladt (1996), para o

preparo dos reveladores utilizados nas anélises de prospec¢ao fitoquimica.

a) Deteccao de terpenos, esteroides, fenois e agucares

- Anisaldeido sulfurico: solu¢io contendo anisaldeido 5% (v v™!) em 4cido acético glacial. A
esta solugao foi adicionado 85,0 mL de metanol e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado, nesta
ordem. A cromatoplaca foi borrifada com o revelador e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min. Os

compostos revelados apresentaram diversas coloracoes.

b) Deteccdo de terpenos e esteroides

- Liebermann-Burchard: 5,0 mL de anidrido acético e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado
foram adicionados cuidadosamente a 50,0 mL de etanol absoluto, sob banho de gelo. A
cromatoplaca foi pulverizada com a solucao e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min. A cromatoplaca
foi observada em camara com luz UV (365 nm). Os compostos revelados apresentaram diversas

coloragoes.

- Sulfato cérico: 2,1 g de Ce(SO4)2.5H>0 foi dissolvido em 15 mL de H2SO4 concentrado e
adicionado a 800 mL de agua (CHAVES, 1997). A cromatoplaca CCD foi borrifada com a
solugdo e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min. Os compostos revelados apresentaram diversas

coloragoes.
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c¢) Detecgdo de terpenos, taninos, flavonoides e saponinas

- Vanilina sulfurica: 15 g de vanilina sdo dissolvidas em 250 mL de etanol. Em seguida sdo
adicionados lentamente 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. A cromatoplaca CCD foi
borrifada com a solu¢do e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min. Os compostos revelados

apresentaram diversas coloragdes.

d) Deteccao de alcaloides

- Dragendorf. Solu¢ao A: a 0,85 g de nitrato de bismuto em 10,0 mL de acido acético glacial
foram adicionados 40,0 mL de agua destilada sob aquecimento. Solucao B: 8,0 g de iodeto de
potassio em 30,0 mL de 4gua. Foi preparada uma solugdo estoque misturando a solugdo A ¢ B
(1:1). A solugdo reveladora foi preparada com 1,0 mL da solugdo estoque; 2,0 mL de acido
acético glacial e 10,0 mL de 4gua. A cromatoplaca foi borrifada com a solugdo reveladora e

observada a coloracao alaranjada na presenca de alcaloides.

- Iodocloroplatinado. Solugdo A: acido hexacloroplatinico (IV) 5% em agua (m v!). Solucio
B: iodeto de potassio 10% em agua (m v'). A solugdo reveladora foi preparada com 1,0 mL da
solugdo A, 9,0 mL da solugdo B e 10,0 mL de dgua. A cromatoplaca foi borrifada com a solugao

reveladora e observada a coloragdo marrom na presenca de alcaloides.

- Jodo sublimado: a cromatoplaca foi colocada em uma cuba saturada com iodo e observada a

coloragdo marrom na presenca de alcaloides.

e) Detec¢do de flavonoides

- NP/PEG. Solugdo A: difenilboriloxietilamina (NP) 1% (m v™') em metanol. Solugdo B:
polietileno glicol-4000 (PEG4000) 5% (m v~!) em etanol. A solugio reveladora foi prepara com
10,0 mL da solugdo A e 8 mL da solugdo B. Apds a borrifagdo, a cromatoplaca CCD foi
observada em camara de luz UV (365 nm). Os compostos revelados apresentaram diversas

coloragoes.



82

- Cloreto de aluminio: AICl3 1% (m v~') em metanol. A cromatoplaca CCD foi borrifada com
o revelador e observada em luz visivel. Os compostos revelados apresentaram diversas

coloragoes.

47 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS ATRAVES DE CROMATOGRAFIA EM
COLUNA

O extrato hexanico dos galhos (EHG) (400 mg) foi submetido a CC utilizando silica gel
60 (50,0 g de silica, altura de 33,0 cm, didmetro de 1,8 cm). A coluna foi eluida com misturas
de solventes em sistema gradiente de polaridade crescente iniciando em hexano/acetato de etila
(AcOEt) 9:1 seguido de 7:1, 5:1, 3:1, 1:1 até¢ 100% de AcOEt e de forma semelhante com
AcOEt/MeOH, seguido de 100% de MeOH, o que resultou em 162 fracdes. Em cada uma das
etapas foram utilizadas 100 mL da mistura de solventes. As fragdes foram monitoradas por
CCD, utilizando sulfato cério como revelador e reunidas com base no perfil cromatografico, o
que resultou em 11 fragdes. A fragdo EHGCIF2 (76,1 mg) foi submetida novamente a CC
utilizando silica gel 60 flash para cromatografia (25,0 g de silica, altura de 30,0 cm, didmetro
de 1,5 cm) e eluida com misturas de solventes em sistema gradiente de polaridade crescente
iniciando em hexano/AcOEt 4:1 (100 mL) seguido de 2:1 (90 mL), 1:2 (90 mL), 100% de
AcOEt (50 mL), AcOEt/MeOH 3:2 (84 mL), 1:1 (70 mL), 2:3 (84 mL) ¢ 100% de MeOH
(80 mL), o que resultou em 145 fragdes, que foram reagrupadas em 3 fragdes. A fracdo
EHGC2F2 (52,4 mg) foi submetida novamente a CC utilizando silica gel 60 flash para
cromatografia (35,0 g de silica, altura de 42,0 cm, didmetro de 2,0 cm) e eluida com misturas
de solventes em sistema gradiente de polaridade crescente iniciando em 100 % hexano (80 mL)
seguido de hexano/AcOEt 6:0,25 (87 mL), 6:0,5 (85 mL), 6:0,75 (100 mL), 6:1 (83 mL) e 100%
AcOEt (80 mL), o que resultou em 80 fragdes, que foram reagrupadas em 4 fragdes. A fracao
EHGC3F2 apresentou aspecto de um o6leo amarelado (26,8 mg), que posteriormente foi
identificada como o composto (I) (Figura 29). A fragio EHGCI1F5 (74,3 mg) foi submetida
novamente a CC utilizando silica gel 60 flash para cromatografia (32,0 g de silica, altura de
39,0 cm, diametro de 1,5 cm) e eluida com misturas de solventes em sistema gradiente de
polaridade crescente iniciando em hexano/AcOEt 4:1 (500 mL) seguido de 3:1 (100 mL),
2:1(75 mL), 1:1 (60 mL), 1:3 (135 mL), 100% de AcOEt (280 mL), AcOEt/MeOH
3:2 (84 mL), 1:1 (80 mL) e 100% de MeOH (80 mL), o que resultou em 69 fracdes, que foram
reagrupadas em 4 fragdes, onde a fragdo EHGC4F1 apresentou aspecto de um p6 esbranquicado

(6,2 mg), que posteriormente foi identificada como o composto (III) (Figura 29) e a fracao
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EHGCA4F4 apresentou aspecto de um Oleo amarelado (28,7 mg), que posteriormente foi
identificada como o composto (II) (Figura 29). O fluxograma destas etapas esta ilustrado na
Figura 30.

O extrato hexanico das folhas (EHF) (3,6 g) foi submetido a CC utilizando silica gel 60
(350,0 g de silica, altura de 45,0 cm, didmetro de 4,5 cm) e foi eluida com misturas de solventes
em sistema gradiente de polaridade crescente iniciando em hexano/AcOEt 9:1 seguido de 8:2,
7:3, 6:4, 1:1, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9, e de forma semelhante com AcOEt/MeOH, ¢ 100% de MeOH,
o que resultou em 126 fragdes. Em cada uma das etapas foram utilizadas 650 mL da mistura de
solventes. As fragdes foram monitoradas por CCD utilizando sulfato cério como revelador e
reunidas com base no perfil cromatografico, o que resultou em 11 fracdes. A fragdo EHFC1F2
(39,2 mg) foi submetida novamente a CC utilizando silica gel 60 flash para cromatografia
(28,0 g de silica, altura de 33,0 cm, diametro de 1,5 cm) e eluida com misturas de solventes em
sistema gradiente de polaridade crescente iniciando em hexano/AcOEt 9:1 (150 mL) seguido
de 8:1 (100 mL), 7:1 (90 mL) 6:1 (84 mL), o que resultou em 45 fragdes, que foram reagrupas
em 4 fragoes. A fragdo EHFC2F1 apresentou aspecto de um p6 esbranquigado (17,5 mg), que
posteriormente foi identificada como o composto (IV) (Figura 29). A fracdo EHFCI1F8
(170,3 mg) foi submetida novamente a CC utilizando silica gel 60 flash para cromatografia
(32,0 g de silica, altura de 21,0 cm, didmetro de 2,0 cm) e eluida com misturas de solventes em
sistema gradiente de polaridade crescente iniciando em CH2Clo/AcOEt 1:0,5 (180 mL) seguido
de 1:1 (90 mL) e 100% AcOEt (80 mL), o que resultou em 65 fracdes, que foram reagruparas
em 4 fragdes. Na fragdo EHFC3F3 (55 mg) foi identificada por CLAE a presenca do composto
II. O fluxograma destas etapas esta ilustrado na Figura 31. A fragdo EHFC1F4 (884,3 mg) foi
submetida novamente a CC utilizando silica gel 60 flash para cromatografia (50,0 g de silica,
altura de 34,0 cm, diametro de 1,8 cm) e eluida com misturas de solventes em sistema gradiente
de polaridade crescente iniciando em 100% de hexano (100 mL) seguido de hexano/AcOEt
6:0,25 (245 mL), 6:0,5 (250 mL), 6:0,75 (250 mL), 6:1 (140 mL) 1:1 (120) e 100% de AcOEt
(120 mL), o que resultou em 141 fracdes, que foram reagrupadas em 8 fracdes. A fracao
EHFC4F2 (465,8 mg) foi submetida novamente a CC utilizando silica gel 60 flash para
cromatografia (32,0 g de silica, altura de 21,0 cm, didmetro de 2,0 cm) e eluida com misturas
de solventes em sistema gradiente de polaridade crescente iniciando em hexano/AcOEt/CH2Cl»
6:1:0,5 (150 mL), 5:1:0,5 (260 mL), 4:1:0,5 110 mL), 3:1:0,5 (135 mL), 2:1:0,5 (125 mL),
1:1:0,5 (120 mL), AcOEt/CH2Cl> 1:0,5 (100 mL), 1:1 (100 mL) e 100% de AcOEt (100 mL),

o que resultou em 130 fragdes, que foram reagrupadas em 6 fragcdes. Na fragdo EHFCSF2
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(107,2 mg) foi identificada por RMN de 'H e '*C a presenga do composto I. O fluxograma
destas etapas esta ilustrado na Figura 32.

O extrato metanolico dos galhos (EMGQG) (2,5 g) foi submetido a CC utilizando silica gel
60 (150,0 g de silica, altura de 20,0 cm, diametro de 3,5 cm) e foi eluida com misturas de
solventes em sistema gradiente de polaridade crescente iniciando em hexano/AcOEt
9:1 (200 mL) seguido de 8:1 (600 mL), 7:3 (200 mL), 6:4 (300 mL), 1:1 (600 mL),
2:1 300 mL), 3:1 (240 mL), 4:1 (240 mL), 100% de AcOEt (200 mL), AcOEt/MeOH
20:1 (210 mL), 10:1 (200 mL), 5:1 (240 mL), 4:1 (200 mL), 3:1 (200 mL), 2:1 (210 mL),
1:1 (200 mL) e 100% de MeOH, o que resultou em 433 fracdes. As fragdes foram monitoradas
por CCD utilizando vanilina sulfirica como revelador e reunidas com base no perfil
cromatografico, o que resultou em 6 fragoes. A fragdo EMGCI1F6 (107,7 mg) foi submetida
novamente a CC utilizando silica gel 60 flash para cromatografia (25,0 g de silica, altura de
22 cm, diametro de 1,3 cm) e eluida com misturas de solventes em sistema gradiente de
polaridade crescente iniciando em CH>Clo/MeOH 9:1 (80 mL) seguido de 8:1 (70 mL),
7:3 (70 mL), 6:4 (90 mL), 1:1 (80 mL), 2:1 (80 mL), 3:1 (80 mL), 4:1 (80 mL) e 100% de
AcOEt (100 mL), o que resultou em 114 fragdes, que foram reagrupadas em 6 fragdes. A fracao
EHGC3F6 apresentou aspecto de um pd amarelado (6,3 mg), que posteriormente foi
identificada como o composto (V) (Figura 29). O fluxograma destas etapas esta ilustrado na
Figura 33.

O extrato metanolico das folhas (EMF) (4,1 g) foi submetido a CC utilizando silica gel
60 (252,0 g de silica, altura de 30,0 cm, diametro de 4,5 cm) e foi eluida com
misturas de solventes em sistema gradiente de polaridade crescente de CH>Cl> (100-0%) e
MeOH (0-100%) utilizando 150 mL em cada fase, o que resultou em 312 fragdes. As fragdes
foram monitoradas por CCD utilizando vanilina sulfurica como revelador e reunidas com base
no perfil cromatografico, o que resultou em 3 fragdes. A fragdo EMFCI1F1 (361,7 mg) foi
submetida novamente a CC utilizando silica gel 60 flash para cromatografia (25,0 g de silica,
altura de 22,0 cm, diametro de 1,3 cm) e eluida com misturas de solventes em sistema gradiente
de polaridade crescente iniciando em hexano/AcOEt 5:1 (200 mL) seguido de 5:3 (150 mL),
5:4 (180 mL) e 100% de AcOEt (100 mL), o que resultou em 84 fragdes, que foram reagrupadas
em 6 fracdes. A fragdo EMFC2F3 apresentou aspecto de um p6 esbranquicado (16,7 mg), que
posteriormente foi identificada como o composto (VI) (Figura 29). O fluxograma destas etapas

esté ilustrado na Figura 34.



Figura 29 — Compostos isolados dos extratos de E. paniculata.

mn (In (n

HO™ ~(CH;)14CHs

(V)

(v)

Fonte: o autor.
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Figura 30 — Procedimentos cromatograficos realizados com o EHG.

EHG
400 mg

FE: silica gel 60
Coluna: altura: 33 cm. didmetro: 1.8 cm
FM: gradiente hexano/AcOEtMeOH

86

EHGCI1F1 EHGCI1F2 EHGCI1F3 EHGCI1F4 EHGCIF5 EHGCI1F6 EHGCI1E7 EHGCI1F8 EHGC1FS EHGCI1F10 EHGCI1F11
74,7 mg 76.1 mg 12,8 mg 3.4 mg 74.3 mg 12,8 mg 13,8 mg 54 mg 33.0mg 22 mg 40,6 mg
18,7% 19,0% 3.2% 0,8% 18.6% 4.7% 3 4% 1.4% 82% 8.0% 10.1%
FE: silica gel 60 flash
FE: sili el 60 i
Cohma: altura: 30 cm. didmetro: 1.5 cm e Sflash
. : Cohmna: altura: 39 cm didmetro: 1.5 cm
FM: gradiente hexano/AcOEtMeOH
| | FM: gradiente hexino/AcOEtMeOH
|
EHGC2F1 EHGC2F2 EHGC2F3 |
83 mg 524 mg 23mg l I |
2.1% 13.1% 3 1% EHGC4F1 EHGCA4F2 EHGCA4F3 EHGC4F4
' ' ' 2me 10,2 mg 10,1 mg 28.7 mg
FE: silica gel 60 flash 1.5% 2.5% 2.4% 7.1%
Cohma: altura: 42 cm didmetro: 2.0 cm l ‘
FM: gradiente hexéne/ AcOEtMeOH
[ | | | Composto I Composto II
EHGC3F1 EHGC3F2 EHGCS3F3 EHGC3F4
6.4 mg 26,8 mg 9.9 mg 3.7 mg
1.6% 6.7% 2.5% 0.9%

!

Composto 1

Nota: FE: fase estacionaria, FM: fase movel.

Fonte: o autor.




Figura 31 — Procedimentos cromatograficos realizados com o EHF parte 1.

EOF
36¢g

FE: silica gel 60 flash

Cohma; altura: 45 cm. didmetro: 4.5 cm

87

FM: gradiente hex&no/AcOEt/MeOH
I | | | | | | | | |
EHFCI1F1 EHFC1F2 EHFCI1F3 EHFC1F4 EHFCI1F5 EHECI1F6 EHFCIF7 EHFCI1FS8 EHFCI1F9 EHFCI1F10 EHFCI1F11
292 mg 39.2 mg 507,5mg 884, 7 mg 306.3 mg 492 9 mg 156,8mg 1703 mg 27.1 mg 308.5mg 402 6 mg
0,8% 1.1% 14.1% 23 5% 8.5% 13.7% 4 3% 4.7% 3.5% 8.6% 11.2%
FE: silica gel 60 flash \ . . FE: silica gel 60 flash
CG—EM Coluna: altura: 33 cm, didmetro: 1.5 cm Proxima pagina Cohmna: altura: 33 cm. didmetro: 1.8 cm
FM: gradiente hexino/AcOEt FAL gradiente CH,CL/AcOEL
| | ] | | I [ I
EHFC2F1 EHFC2F2 EHFC2F3 EHFC2F4 EHFC3F1 EHFC3F2 EHFC3F3 EHFC3F4 EHFC3F5 EHFC3F6
17.5 mg 41 mg 12,5 mg 5.3mg 14,1 mg 25.0mg 55.0mg 223 mp 272 mg 15.6 mg
0.5% 0.1% 0.3% 0.1% 0.4% 0.6% 1.5% 0.6% 0.8% 0.4%

Composto IV

Composto 1T

(Impuro)
Nota: FE: fase estacionaria, FM: fase movel.

Fonte: o autor.



Figura 32 — Procedimentos cromatograficos realizados com o EHF parte 2.

EHFC1F4
884.7mg
23,5%

FE: silica gel 60 flash

Coluna: altura: 34 cm. diametro: 1.8 cm

FM: gradiente hexano/AcOEt

EHFC4F1 EHFCA4F2 EHFC4F3 EHFCA4F4 EHFC4F5 EHFC4F6 EHFCA4F7 EHFC4F8&
8.7 mg 465 8 mg 64.4 mg 27.1mg 10,5 mg 758 mg 843 mg 22.1mg
2% 12.9% 2.0% 0.7% 0.3% 2.1% 2.3% 0.6%
FE: silica gel 60 flash
Columna: altura: 21 cm. didmetro; 2.0 cm
FM: gradiente hexéno/AcOEY/CH,Cl,
I | I I I
EHFC5F1 EHFCS5F2 EHFC5E3 EHFC5F4 EHECSES EHEC5F6
475 mg 107.2mg 323 mg 1133 mg 44.1 mg 55,0 mg
0.5% 0.1% 0,3% 0.1% 0.4% 0,6%

Composto 1

(Impuro)

Fonte: o autor.

Nota: FE: fase estacionaria, FM: fase movel.




EMG

25¢g

FE: silica gel 60
Coluna; altura: 20 cm. didmetro: 3.5 cm

FM: gradiente hexano/AcOEtMeOH

Figura 33 — Procedimentos cromatograficos realizados com o EMG.

EMGCI1F1 EMGCIF2 EMGCI1F3 EMGC1F4 EMGCI1ES EMGCIF6
128.6mg 325mpg 90.2 mg 5173 mg 502, 8mg 1077 mg
5.1% 1.3% 3.6% 20.7% 20.1% 4.3%
FE: silica gel 60 flash
Cohlmna; altura; 22 cm., didmefro: 1.3 cm
FM: gradiente CH,Cl,/MeOH
I | I I I I
EMGCIF1 EMGC2F2 EMGC2F3 EMGCI1F4 EMGC2F5 EMGC2F6
11.5 mg 17.2 mg 22 8mg 13.3 mg 232mg 6.3 mg
0.5% 0,7% 0,9% 0.5% 0.9% 0,3%

Nota: FE: fase estacionaria, FM: fase movel.

Fonte: o autor.

Composto V
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Figura 34 — Procedimentos cromatograficos realizados com o EMF.

EMF
41lg

FE: silica gel 60
Coluna; altura: 30 cm. dimetro: 4.5 cm
FM: gradiente CH,Cl,MeOH

EMFCI1F1
361.7 mg
8.8%

EMFCIF2
2799 mg
6,8%

EMFCI1F3
203.0mg
4.9%

FE: silica gel 60 flash

Cohma; altura; 22 cm difmetro: 1.3 cm

FM gradiente hexéno/AcOEt

EMFC2F1
41.7 mg
1,0%

EMFC2IF2
27.0mg
0.6%

EMFCIF3
16,7 mg
0.4%

EMFCIF4
734mg
1.8%

EMFC2F5
82,1 mg
2.0%

EMFC2F6
72.0mg

1.7%

Composto IV

Nota: FE: fase estacionaria, FM: fase movel.

Fonte: o autor.
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4.8 ANALISE DE RESSONANCIA MAGNETICA

Os compostos I, II, III, IV e VI foram solubilizados em CDCIl; € o composto V foi
solubilizado em DMSO e analisados por RMN. Os experimentos foram realizados a 30 °C,
utilizando TMS (6tms = 0,00) como padrao interno. Os espectros de RMN foram obtidos
utilizando o espectrometro da Bruker Ascend™ 400 Avance III HD (9,4 Tesla), operando a
400 MHz (‘H) e 100 MHz ('3C). Foram realizadas analises em uma dimensio de RMN de 'H,
13C e DEPT135 (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) e as bidimensionais por
correlagdio COSY (homonuclear correlation spectroscopy, 'H x 'H), HSQC heteronuclear
single quantum coherence, 'H x *C) e HMBC (heteronuclear multiplebond coherence,

'Hx Q).

49 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, TEORES DE FENOIS
TOTAIS, FLAVONOIDES E PROANTOCIANIDINAS

4.9.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada utilizando-se a metodologia proposta por
Marcos e colaboradores (2007). Inicialmente foi preparada uma solugdo de DPPH em metanol
na concentracdo de 35 ug mL™! (apresentando absorbancia 0,973 em 517 nm). Em um tubo de
ensaio, protegido da luz, foram adicionados 0,2 mL de solucao dos extratos e 2,8 mL DPPH".
As solugdes dos extratos e/ou compostos foram preparadas em metanol nas faixas de
concentragdes mostradas na Tabela 6 (concentragdo calculada na cubeta). A mistura contendo
os extratos e/ou compostos ¢ DPPH" foram deixadas em repouso, a temperatura ambiente,
durante 1 hora e lidas as absorbancias (AbSamosta). O controle (Abscontrole) foi realizado
substituindo 0,2 mL de extrato e/ou composto por metanol (0,2 mL de metanol e 2,8 mL de
DPPH"). O branco (Abspranco) foi realizado substituindo 2,8 mL de DPPH’ por metanol (0,2 mL
de solucdo dos extratos e/ou compostos e 2,8 mL de metanol). O 4cido ascorbico foi usado
como controle positivo. Todas as absorbancias foram medidas no espectrofotdometro em 517 nm
e o experimento foi realizado em triplicata. Os célculos da porcentagem de atividade
antioxidante (AA) dos extratos e/ou compostos, que corresponde a porcentagem de DPPH’

sequestrado, foram determinadas pela Equacao 2.
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Abscontrole — (AbSamostra — AbSpranco)
Abscontrole

AA = DPPHgequestrado (%) = ( ) X 100 Equagdo 2

O resultado da andlise da atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH foi
expresso em concentracao eficiente, CEso, que ¢ a concentragdao de extrato/e ou composto
necessario para reagir com 50% do radical DPPH. Portanto, quanto menor esse valor, melhor ¢
a atividade antioxidante. As medidas de CEso foram calculadas através da regressao linear da
curva analitica do gréafico da porcentagem de DPPH’ sequestrado apo6s 1 hora de reagdo versus

as concentragdes de extratos e/ou compostos.

Tabela 6 — Faixa de concentracao dos extratos das folhas e galhos utilizados na analise da

atividade antioxidante pelo sequestro de radical DPPH.

Amostra Concentragdo de amostra (ug mL™")
EHF 50-1750
EMF 25-500
EHG 50-1750
EMG 25-500
I 35-1000
11 300—4000

Fonte: o autor.

4.9.2 Determinagdo do teor de fendis totais

Os teores de fendis totais para os extratos das folhas e galhos foi determinado utilizando-
se a metodologia proposta por Marcos e colaboradores (2007). Inicialmente, em um tubo de
ensaio foi adicionado 0,5 mL de solugdo metandlica do extrato (125,0 pg mL™), 2,5 mL de
solucdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu (RFC) 10% (v v!) e 2,0 mL de uma solugio
recém preparada de carbonato de s6dio 7,5% (m v!). A mistura foi mantida por 5 min em banho
a 50 °C. Para obtengao do branco, foi utilizado 0,5 mL de metanol, 2,5 mL da solu¢do aquosa
do RFC e 2,0 mL da solucao de carbonato de sddio. O resultado, expresso em mg de equivalente

de 4cido galico (EAG) por grama de extrato foi obtido pela Equagdo 3.

CAG
EAG = ——x 10° Equagdo 3
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Sendo,
e CAG —a concentragdo em equivalentes de 4cido gilico em ug mL™,

e CA —a concentragdo da amostra.

Para obtencdo da concentragdo da amostra em funcdo do 4acido galico, uma
solucdao metanodlica de acido galico foi reagido com RFC em variadas concentracdes (5,0 a
50,0 pg mL™), sendo 0,5 mL da solugiio metandlica de 4cido galico, 2,5 mL da solugio aquosa
do RFC e 2,0 mL da solu¢ao de carbonato de sddio e assim, construida uma curva analitica da
absorbancia obtida versus concentracdo de acido galico utilizada (Tabela 7), obtendo-se
coeficiente de determinacdio R%2= 0,995. A partir da equacdo da reta obtida (y ¢ absorbancia
medida), foi obtido o valor da concentragdo (x) em equivalentes de acido galico (CAG)
expresso em ug mL~!. Todas as absorbancias foram medidas no espectrofotdometro em 760 nm

e o experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 7 — Curva de calibragao do acido galico.

Acido gélico (ug mL™") Absorbancia
5,0 0,151
10,0 0,252
15,0 0,319
20,0 0,397
25,0 0,467
30,0 0,556
35,0 0,671
40,0 0,749
45,0 0,777
50,0 0,874

Fonte: o autor.

4.9.3 Determinagdo do teor de flavonoides

Os teores de flavonoides para os extratos das folhas e galhos foi determinado
utilizando-se a metodologia proposta por Marcucci, Woisky, Salatino (1998). Inicialmente, em
um tubo de ensaio foi adicionado 2,0 mL de solu¢io em metanol dos extratos (250,0 ug mL™),

1,0 mL de solu¢do em metanol de AICl3 5% (m v') e 2,0 mL de metanol. A mistura foi deixada
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em repouso por 30 min a temperatura ambiente. Para obtencdo do branco, o mesmo
procedimento foi realizado substituindo a amostra por metanol. O resultado, expresso em mg

de equivalente de quercetina (EQ) por grama de extrato foi obtido pela Equagao 4.

EQ=g><1O3 Equacao 4

Sendo,
e CQ —a concentracdo em equivalentes de quercetina em ug mL™!,

e CA —a concentracdo da amostra em pg mL™".

Para obteng@o da concentracdo da amostra em fun¢do da quercetina, a quercetina foi
reagida com a solugio de AICl; em variadas concentragdes (1,0 a 30,0 pg mL™"), sendo 2,0 mL
da solugao metandlica de quercetina, 2,0 mL de metanol e 1,0 mL de solucdo em metanol de
AICI3 5% (m v') e assim, construida uma curva analitica da absorbancia obtida versus
concentracdo de quercetina utilizada (Tabela 8), obtendo-se coeficiente de determinagdo
R2=0,980. A partir da equagdo da reta obtida (y é absorbancia medida), foi obtido o valor da
concentracdo (x) em equivalentes de quercetina expresso em ug mL™!. Todas as absorbancias

foram medidas no espectrofotdmetro em 425 nm e o experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 8 — Curva de calibracao da quercetina em solu¢do de AlCls.

Quercetina (ug mL™") Absorbancia

1,0 0,040
5,0 0,207
10,0 0,321
15,0 0,416
20,0 0,631
25,0 0,801
30,0 0,827

Fonte: o autor.

4.9.4 Determinagdo do teor de proantocianidinas

Os teores de proantocianidinas para os extratos das folhas e galhos foi determinado
utilizando-se a metodologia proposta por Morais e colaboradores (2008). Inicialmente, em um

tubo de ensaio foi adicionado 2,0 mL de solu¢do metandlica do extrato (500,0 ug mL™') e
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3,0 mL de solugdo de vanilina (5,0 mg mL™!) em 4cido sulftirico 70% (m m™). A mistura foi
mantida por 15 min em banho a 50 °C. Para obtenc¢ao do branco, foi utilizado 2,0 mL de metanol
e 3,0 mL da solugdo de vanilina. O resultado, expresso em mg de equivalente de catequina (EC)

por grama de extrato foi obtido pela Equagao 5.

_ CEC

x 103 Equacido 5

Sendo,
e CEC —a concentragdo em equivalentes de catequina em ug mL™!,

e CA —a concentracdo da amostra em pg mL™".

Para obtencdo da concentracdo da amostra em fun¢do da catequina, uma solucdo
metanodlica de catequina foi reagida com a vanilina em variadas concentragoes (1,0 a 20,0 pg
mL™"), sendo 2,0 mL da solu¢io metanolica de catequina e 3,0 mL da solucdo de vanilina e
assim, construida uma curva analitica da absorbancia obtida versus concentragdo de catequina
utilizada (Tabela 9), obtendo-se coeficiente de determinagdo R?=0,998. A partir da equagio da
reta obtida (y ¢ absorbancia medida), foi obtido o valor da concentragdo (x) em equivalentes de
catequina expresso em ug mL™'. Todas as absorbancias foram medidas no espectrofotdmetro

em 500 nm e o experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 9 — Curva de calibragdo da catequina.

Catequina (ug mL™!) Absorbancia

1,0 0,135
5,0 0,283
10,0 0,464
15,0 0,650
20,0 0,800

Fonte: o autor.

4.9.5 Analise estatistica entre a atividade antioxidante, teores de fenois totais, flavonoides

e proantocianidinas

Os dados obtidos foram avaliados pelo coeficiente de correlagdo realizado pelo método
de Pearson (Equagao 6) (MUKAKA, 2012), utilizando o programa GraphPad Prism (2016),

versao 7.00, versao de avaliagdo. Valores de p < 0,01 foram considerados significativos.
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fe 2ita(x —X) X (yi — ¥) _ cov (X,Y)
VI (i —X)2 XX, (yi —§)?  Jvar (X) X var (Y)
Onde,

Equagdo 6

e cov € a covariancia,

e var ¢ a variancia,

®  X{,X3, ., Xp €Y1,V -, Yy S30 0s valores medidos de ambas as variaveis,
e 1 = 11 indica uma correlacao perfeita entre as duas variaveis,

e |r| > 0,9 indica uma correlagdo muito forte,

e |r|> 0,7a0,9 indica uma correlagdo forte,

e |r|>0,5a0,7 indica uma correlagdo moderada,

e |r| > 0,3a0,5 indica uma correlagao fraca,

e |r| > 0a0,3 indica uma correlagdo desprezivel,

e 1 = ( indica uma correla¢ao nula.

De maneira geral, valores positivos significam correlagdo positiva e valores negativos

significam correlacdo negativa, isto €, se uma aumenta, a outra sempre diminui.

4.10 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ANTIDIABETICA E ANTIOBESIDADE IN
VITRO

Os experimentos foram realizados pelo doutorando Allisson Benatti Justino no
Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular (LABIBI-UFU) sob a orientagdo do
Prof. Dr. Foued Salmen Espindola.

4.10.1 Determinagdo do potencial de inibi¢do de glica¢do

Os ensaios de inibicdo da glicacdo foram realizados com os compostos
O-metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II). Para isso foram adicionados em tubos
de ensaio 50,0 mg mL™" de albumina sérica bovina previamente diluida em tampdo fosfato
(200 mmol L', pH 7.4), 1,25 mol L™! de frutose diluida em tampdo fosfato (200 mmol L,
pH 7,4) e os compostos diluidos em DMSO (62,5 pg/mL). Os tubos foram incubados a
37 °C por 72 horas, na auséncia de luz. Apos esse periodo, 1,6 mL de acido tricloroacético 20%
(m v7!) foi adicionado em cada tubo. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10000 xg por

10 min e o pellet foi ressuspendido em 1,6 mL de tampdo fosfato (200,0 mmol L™, pH 7.4). A



97

reducdo da fluorescéncia da albumina sérica bovina quando se liga ao agucar (frutose) foi
avaliada em espectrofluorimetro, com excitacdo a 350 nm e emissdo a 420 nm (SRI HARSHA,
LAVELLI, SCARAFONI, 2014). O controle foi realizado substituindo o composto por DMSO.
O branco foi realizado substituindo a frutose por tampao fosfato (200,0 mmol L™!, pH 7.4), e o
composto por DMSO. A quercetina foi usada como controle positivo. A porcentagem de
inibi¢do de glicagado (IG) ¢ calculada por meio da Equacgdo 7. Todas as andlises foram realizadas
em duplicata utilizando as seguintes concentragdes dos compostos: 30,0; 10,0; 5,5; 3,0; 1,0;

0,55;0,33; 0,1 mg mL~ 1.

(lFamostra - IFbranco)
(IFcontrole - IFbramco)

1G (%) = 100 — ( X 100) Equagdo 7

Sendo,
o IFamosta — a intensidade de fluorescéncia na presenga do composto,
e [Foranco — a intensidade de fluorescéncia na auséncia de frutose e dos compostos,

o [Fcontrole — @ intensidade de fluorescéncia na auséncia dos compostos.
4.10.2 Inibi¢do da atividade da a-glicosidase

Os ensaios de inibi¢ao da atividade da a-glicosidase foram realizados com os compostos
O-metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II). Para isso foi utilizado o substrato
p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NFG) (SHAN et al., 2016) e uma fragdo enriquecida da
enzima a-glicosidase (f-AG) (Sigma-Aldrich 1-1630) (TOMA et al., 2014). Para o preparo da
f-AG, 200,0 mg de po6 cetonico de intestino de rato foi homogeneizado em 3,0 mL de solugdo
aquosa de cloreto de sodio (0,9% m v™!). O homogeneizado foi centrifugado a 12000 xg por
30 min e o sobrenadante (f-AG) foi utilizado no ensaio. Os compostos foram dissolvidos em
DMSO (25 pg/mL) e foram incubadas com a f-AG e 1,5 mmol L' de glutationa reduzida
(diluida em tampao fosfato a 50,0 mmol L', pH 6,8) durante 20 min a 37 °C. A reagdo foi
iniciada pela adi¢do do substrato p-NFG (4,0 mmol L™, em tampdo fosfato de soédio a
50,0 mmol L™!, pH 6,8) e os valores de absorbancias foram medidos a 405 nm, durante 30 min,
com intervalo de 5 min, a 37 °C. O controle foi realizado substituindo o composto por tampao
fosfato. A acarbose foi utilizada como controle positivo. O resultado ¢ dado em porcentagem
de inibicdo da a-glicosidase (IaG), calculado por meio da Equagdo 8. Todas as analises foram

realizadas em duplicata utilizando as mesmas concentragdes do ensaio da inibi¢do de glicacao.
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[aG = (Asccontrole - ASCamostra) % 100 Equagﬁo 8
ASCcontrole

Sendo,
e ASCecontrole — @ area sob a curva na auséncia dos compostos;

® ASCamostra — a area sob a curva na presenga dos compostos.

4.10.3 Inibi¢do da atividade da lipase pancreatica

Os ensaios de inibicao da atividade da lipase pancreatica foram realizados com os
compostos O-metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II), utilizando o método
modificado com palmitato de p-nitrofenila (p-NFP) como substrato e lipase pancreética suina
(tipo II, Sigma Aldrich) (GUPTA, GUPTA, 2003). Os compostos foram solubilizados em
DMSO:4gua (1:1) (100 pg/mL) e incubados com 10,0 g L™! de lipase pancredtica diluidos em
tampdo contendo Tris-HCI (50,0 mmol L', pH 8,0), 10,0 mmol L™! de CaClz e 25,0 mmol L™
de NaCl por 20 min a 37 °C. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 0,8 mmol L' substrato de
p-NFP diluido em 10% de isopropanol e 50,0 mmol L™ do tampdo Tris-HCI, contendo
10,0 mmol L' CaCla, 25,0 mmol L' NaCl, 0,5% triton X-100. Os valores de absorbancia foram
medidos a 410 nm por 30 min a 30 °C. Orlistat (pureza > 98%) foi utilizado como controle
positivo. DMSO 5% foi utilizado como controle negativo. Os resultados foram apresentados
em porcentagem de inibicdo da lipase (IL), calculada de acordo com a Equacdo 9. Todas as
analises foram realizadas em duplicata utilizando as mesmas concentracdes do ensaio da
inibicao de glicacdao. Os valores de Clso foram determinandos a partir da equacao da reta da

curva analitica do grafico de porcentagem de inibigao versus a concentragao das amostras.

A —-A
L (%) — ( controle amostra) % 100 Equagﬁo 9

Acontrole

Sendo,
® Acontrole — @ area sob a curva na auséncia dos compostos,

® Auamostra — a drea sob a curva na presenca dos compostos.
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4.11 DOCKING MOLECULAR

Os estudos de docking molecular foram realizados com o objetivo de avaliar a energia
de interagdo e as interagdes formadas entre os ligantes (compostos I e II) e as enzimas Cox-1 e
Cox-2. Para comparacado dos resultados, foram utilizados trés medicamentos anti-inflamatorios
disponiveis comercialmente (ibuprofeno, diclofenaco e celecoxibe). As estruturas cristalinas
dos complexos foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) — Cox-1/diclofenaco (codigo PDB:
3N8Y) e Cox-2/celecoxibe (codigo PDB: 3LN1). Estes sistemas foram considerados ideais para
validar o protocolo de docking molecular e utilizados para descrever as interagdes
intermoleculares dos compostos I e I com as enzimas Coxs.
Os procedimentos de re-docking foram realizados usando a interface AutoDockTools
1.5.6, juntamente com autogrid4 e autodock4 (MORRIS et al., 2009). Para preparar os ligantes
ibuprofeno, celecoxibe e diclofenaco e as enzimas para os calculos de docking molecular, foram
adicionadas cargas parciais Gasteiger (SANNER, 1999) (que utiliza o principio da equaliza¢ao
da eletronegatividade através do procedimento PEOE — Partial Equalization of Orbital
Electronegative) no programa AutoDockTools 1.5.6 e convertidas nas estruturas cristalinas
necessarias para os calculos no autodock4. Para realizar os estudos de docking molecular, foram
considerados como parte flexivel os ligantes, ja os residuos de aminoéacidos que interagem com
as enzimas Coxs e o resto da enzima foram considerados como rigida.
O algoritmo genético lamarckiano usado no programa autodock4 foi:
e populagdo (150 individuos);
e numero maximo de avaliagdes (25.000.000);
e numero maximo de geragdes (27.000);
e um individuo sobrevivendo até a proxima geragao;
e execucgodes de docking de algoritmos genéticos (150);
caixa de grade de 28 x 44 x 36 pontos centrada em: x = 33,375; y =—7,204; z=—-4,307
com espaco de grade de 0,375 A para a enzima Cox-1 (Figura 35);
e caixa de grade de 40 x 34 x 38 pontos centrada em: x = 30,733; y=—1,965; z=
—16,243 com espaco de grade de 0,375 A para a enzima Cox-2 (Figura 36).
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Figura 35 — Caixa de grade de 28 x 44 x 36, localizada no sitio ativo da Cox-1.

Fonte: o autor.

localizada no sitio ativo da Cox-2.

b

Figura 36 — Caixa de grade de 40 x 34 x 38

B

Fonte: o autor.
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Os ligantes (compostos I e II) foram desenhados no programa GABEDIT
(ALLOUCHE, 2011) e otimizados com métodos semiempiricos PM7, utilizando o programa
MOPAC2016 (STEWART, 2007). As interagdes formadas entre os ligantes e as enzimas foram

geradas usando o programa Discovery Studio Visualizer (2017).

4.12 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Para determinar a atividade anti-inflamatoria, implantes colocados nos camundongos
foram utilizados para avaliar marcadores inflamatorios, tais como a atividades da enzima
mieloperoxidase (MPO), N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), nimero de mastdcitos em
cortes histoldgicos, vascularizagao do implante (nimero de novos vasos sanguineos e contetido
de hemoglobina) e marcadores de fibrogénese (tais como coldgeno total, fibras de colageno do
tipo I e fibras de colagenos do tipo III). Os experimentos foram realizados juntamente com os
doutorandos Bruno Antonio Ferreira e Francyelle Borges Rosa de Moura no Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICBIM—UFU) sob a orientacao da Prof®. Dr®. Fernanda de Assis Araujo.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os protocolos estabelecidos pelo
Comité de Etica em Utilizagdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia, processo

numero: CEUA083/17.

4.12.1 Animais

Neste estudo, camundongos machos da linhagem C57B1/6 (7 a 8 semanas de idade,
pesando cerca de 25 g) foram fornecidos pela Rede de Biotérios de Roedores da Universidade
Federal de Uberlandia (REBIR/UFU), alojados individualmente sob condi¢des padrao (ciclo de
12 horas claro/escuro, temperatura (22 °C), umidade relativa do ar a 60-65%, ad libitum (com
livre acesso a alimentos e agua)) e anestesiados de acordo com as regras do Comité Institucional

de Bem-Estar Animal.

4.12.2 Procedimento cirurgico e técnica de implantagdo

Esponjas de poliéster-poliuretano de 8 mm de diametro x 4 mm de espessura foram
utilizadas como plataforma implantada para avaliar a resposta inflamatéria nas costas dos
camundongos. Antes da implantacdo, as esponjas foram embebidas em etanol durante a noite

(70% v v!) e esterilizadas (30 min) em 4gua destilada por ebuli¢do. Uma injegdo intraperitoneal
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de mistura de cetamina (100 mg kg™!) e xilazina (10 mg kg™!) foi usada para anestesiar os
animais. A pele das costas foi raspada e limpa com etanol (70%). Em cada animal, um disco de
esponja foi implantado assepticamente (a 4 cm de distancia do local do implante) em uma bolsa

subcutanea através de uma incisao dorsal na linha média (1 cm de comprimento).

4.12.3 Regime de tratamento com extratos e compostos

Os animais foram divididos em 4 grupos, sendo um grupo controle (CT), tratado com
solugdo salina de tampao fosfato-salino (PBS), composto por 10 individuos, e trés grupos
tratados com EHF, EHG, O-metildesidrodieugenol B (I) ou desidrodieugenol B (II) nas doses
de 10 ng, 100 ng e 1000 ng em 10 pL. de solu¢do salina, composto por 10 animais cada grupo.
Os animais receberam o tratamento intraimplante logo apods o procedimento cirtrgico, durante

todos os dias, no mesmo horario até o 8° dia pds-implantacao.

4.12.4 Remogdo dos implantes

Ap6s nove dias, os implantes foram removidos cirurgicamente e utilizados para as
andlises histologicas e bioquimicas. Para realizar o procedimento, os animais dos quatro grupos
foram sacrificados por uma overdose de anestésico (mistura de cetamina (100 mg kg™') e

xilazina (10 mg kg™)).

4.12.5 Dosagem de hemoglobina (avaliag¢do indireta da neovascularizag¢do)

O método Drabkin (MARQUES et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2015) foi utilizado para
avaliar o contetido de hemoglobina, onde foram adicionados 2,0 mL do reagente Drabkin
(Labtest) para homogeneizar cada implante. O material produzido foi centrifugado por 40 min
(12.000 x g, 4 °C) e o sobrenadante filtrado (filtro Millipore de 0,22 um). O resultado (pg de
Hb mg! de tecido umido) foi quantificado (absorbancia a 540 nm) e comparado com uma curva
de hemoglobina padrdo com concentracdes conhecidas de hemoglobina (TEIXEIRA et al.,

2015).
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4.12.6 Avaliacdo da atividade da MPO

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi usada para medir o nimero de neutréfilos
nos implantes (CASSINI-VIEIRA et al., 2017). Inicialmente, os implantes foram pesados,
homogeneizados (Na-EDTA 0,015 M, Na3PO4 0,02 M, NaCl 0,1 M — em solu¢do tampao
pH 4,7, Sigma-Aldrich) e centrifugados (10 min, 12.000 x g, 4 °C). Em seguida, os sedimentos
foram ressuspensos (pH 5,4, tampao Na3;PO4 0,05 M, brometo de hexadeciltrimetilamonio a
0,5% (HTAB), Sigma-Aldrich) e submetidos a ciclos de congelamento e descongelamento (trés
vezes) usando nitrogénio liquido. Uma solugdo de 3,3'-5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) foi
preparada em dimetilsulféxido (DMSO) e H>02 (0,3 mM) em tampao fosfato de sddio pH 6,0
(concentragao final de 1,6 mM). Esta solucao foi utilizada para avaliar a atividade do MPO nas
amostras de sobrenadante, onde foi medida a variagao na absorbancia (450 nm), expressa como
variagdo na densidade optica g™!' do tecido imido. Para finalizar a reagdo, foram adicionados

50,0 uL. de H2SO4 (4 M).

4.12.7 Avaliagao da atividade de NAG

Os niveis de N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) foram medidos para quantificar o
infiltrado de células mononucleares (CASSINI-VIEIRA et al., 2017). Uma solu¢ao de NaCl
(0,9% m v') contendo 0,1% v v~ de Triton X-100 (Promega) foi usada para homogeneizar os
implantes, que foram entdo centrifugados por 10 min (3000 xg a 4 °C). A uma solugdo de
100,0 pL. de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminidase (Sigma-Aldrich) preparada em tampao
fosfato/citrato (pH 4,5, NaHPO4 0,1 M, acido citrico 0,1 M), foram adicionadas amostras
(100,0 pL) do sobrenadante resultante por 10 min (concentragdo final de 2,24 mM). Para
finalizar a reagdo, foram adicionados 100, pl. de tampdo de glicina 0.2 M (pH 10,6). A
absor¢ao da solugdo foi medida a 400 nm e os resultados da hidrolise do substrato expressos

em nmol mg~! de tecido umido.

4.12.8 Avaliagdo da deposi¢do de coldageno soluvel

A deposic¢ao de coladgeno foi avaliada pela dosagem de coldgeno presente nos implantes.
A quantidade de colageno soluvel total foi quantificada pelo método quimico de colorimetria
baseada na reagdo do Picrosirius Red. Esta técnica foi desenvolvida por Phillips e colaboradores

(2002) e adaptada para o modelo de implantes de esponja por Campos e colaboradores (2006).
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Para isso, as amostras de esponja foram homogeneizadas com tampao (salina 0,1% Triton
X-100) e depois da homogeneizagdo, os debris foram removidos pela centrifugagdo e, em
seguida, foram adicionados 50,0 pulL do reagente Picrosirius Red em 50,0 uL. da amostra. Apos
30 minutos de incubag¢do em temperatura ambiente o complexo colageno-picrosirius red foi
separado por centrifugagdo a 10.000 x g durante 15 min, em seguida lavado com etanol e o
complexo coldgeno-corante reconstituido em 1,0 mL de reagente alcalino (NaOH 0,5 M). A
absorbancia foi quantificada a 540 nm em um leitor de microplacas. A quantidade de colageno
em cada amostra foi determinada através da comparagdo de uma curva de padrao de colageno

(Merck) e os resultados expressos em pg de colageno por mg de implante.

4.12.9 Analise histologica das matrizes esponjosas

Apos a retirada dos implantes (6 de cada grupo), os implantes foram cuidadosamente
fixados em solucdo de methacarn (60% de MeOH, 30% de CHCls, 10% de acido acético,
v v!) a4 °C por 24 h. Os implantes foram submetidos a etapas de desidrata¢io, diafanizag3o,
banho e inclusdo em parafina. Em seguida, foram realizados cortes em microtomo (secgdes de
5 um) e as laminas foram coradas com:

¢ Hematoxilina-eosina, para visualiza¢cdo do infiltrado tecidual e quantificacdo de
vasos. Os cortes foram analisados ao microscopio Optico e registrados fotograficamente
(objetiva de 40X, ocular de 10X) em microscopio LEICA ICC50,

e Picrosirius red para avaliagcao da deposicao de colageno (objetiva de 20X, ocular
de 10X) microscopio Nikon TS 100. Cada corte teve o registro fotografico na area total
de tecido fibrovascular formado no implante, exceto na regido central onde houve as
injegdes de tratamento.

Toda a preparacao do material histoldgico foi realizada no Departamento de Histologia

da UFU.

4.12.10 Andlises estatisticas

As analises de variancia (ANOVA) seguida pelo fator de correcdo de Newman-Keuls
foram feitas para as comparacdes entre os grupos multiplos como um pds-teste. Todos os dados
foram expressos como médias =+ e.p.m. O programa GraphPad Prism (2016), versao 7.00, foi
utilizado para realizar a analise estatistica. Foram consideradas significativas as diferencas entre

médias para valores de p < 0,05.
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4.13 ANALISE IN SILICO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS

As propriedades fisico-quimicas, lipofilicidade e solubilidade em 4agua foram avaliadas
usando o software online gratuito SwissADME do Instituto Sui¢o de Bioinformatica (SIB,
2021). Tais resultados foram analisados utilizando as regras de Lipinski (LIPINSKI,
LOMBARDO, DOMINY, FEENEY, 1997), Ghose (GHOSE, VISWANADHAN,
WENDOLOSKI, 1999), Veber (VEBER et al., 2002) e Egan (EGAN, MERZ, BALDWIN,

2000), que auxiliam na avaliagdo das caracteristicas farmacocinéticas de candidatos a farmacos.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS E PROSPECCAO FITOQUIMICA

A Tabela 10 apresenta o rendimento da extracdo por maceragao das folhas e dos galhos
de E. paniculata utilizando hexano e metanol. A extra¢ao foi iniciada com hexano, para a
extracdo e remog¢do de compostos menos polares, como graxas e 6leos e outros compostos de
baixa polaridade como esteroides, fenilpropanoides e terpenos, possibilitando a avaliagdo da
atividade de compostos com polaridade menor. A utilizagdo de um solvente mais polar
(metanol) na extracao, foi visando extrair os compostos de polaridades maiores e com isto uma
maior quantidade de compostos com atividade antioxidante. A escolha foi baseada em trabalhos
prévios realizado por Libero, Oliveira, Truiti (2016) com o extrato etanolico das folhas de
E. paniculata e em trabalhos realizados no NUPPEN (OLIVEIRA, 2008; SOUSA, 2015;
COSTA SILVA et al., 2019), onde foi observado que os extratos/fragdes mais polares, foram
aqueles que apresentam os maiores teores de fendis totais, € como consequéncia, maior

atividade antioxidante.

Tabela 10 — Rendimento da extra¢dao por maceracao das folhas e galhos de E. paniculata.

Material vegetal ~ Umidade apos

Amostras Extrato (g)  Rendimento (%)
apos secagem (g) secagem (%)
EHF 4,6 2,0
226,0 8,3
EMF 26,4 11,7
EHG 0,9 0,8
116,0 7,6
EMG 11,1 9,5

Fonte: o autor.
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Através dos resultados apresentados na Tabela 10 é possivel verificar que as folhas
apresentaram maior rendimento que os galhos. Um estudo apresentado por Martins (2012)
mostrou que os galhos apresentam elevada quantidade de compostos macromoleculares, como
celulose, hemicelulose e lignina que compdem a parede celular e sdo responsaveis
principalmente pela sustentacdo do vegetal, ndo sendo extraidos através de maceragdo com
solventes organicos. Em madeiras, por exemplo, a quantidade de celulose varia ente 65—-70%
da sua composi¢cado (MARTINS, 2012). Como consequéncia, os teores de compostos extraidos
por solventes organicos em galhos foram menores que nas folhas, justificando o menor
rendimento obtido.

Na prospeccao fitoquimica (Tabela 11) foi verificado que os extratos ndo apresentaram
alcaloides em sua composi¢ao (negativo para iodocloro platinado, dragendorff e iodo
sublimado). Além disso, através da analise da prospeccdo fitoquimica foi sugerido que os
extratos hexanicos e metandlicos apresentam flavonoides (positivo para NP/PEG e AICl3),
terpenos, esteroides, acucares e fenois (positivo para Liebermann-Burchard, sulfato cérico e
vanilina sulfarica) em sua composi¢ao. O melhor revelador para os extratos hexanicos foi o
sulfato cérico e para os extratos metandlicos foi a vanilina sulfurica. Assim, estes reveladores
foram escolhidos para o monitoramento das colunas no processo de fracionamento.

A baixa intensidade de flavonoides na prospecc¢do fitoquimica estd diretamente
relacionada com os baixos valores encontrados para os teores de fendis totais, flavonoides e
atividade antioxidante, que serdo discutidos nos Itens 5.7.1, 5.7.2 ¢ 5.7.3. Portanto, os resultados
da prospeccao fitoquimica se encontram de acordo com os resultados mostrados na analise dos
teores de fendis totais e flavonoides. Outra observagdo ¢ o fato dos extratos em hexano
apresentarem alta intensidade para todos os reveladores gerais (Liebermann-Burchard, sulfato
cérico, vanilina sulfurica). Assim, os extratos em hexano se mostraram promissores para o

isolamento de compostos da classe dos terpenos, esteroides e fenois.



Tabela 11 — Prospecgao fitoquimica dos extratos das folhas e galhos de E. paniculata.

107

Amostras  NP/PEG  AICl; Ip Dg Is Lb Sc Vs
EHF + + - - - - - -+
EMF + + - - - ++ + e
EHG + + - - - - 4 4
EMG ++ ++ = = = -+ + +++

Nota: — : ndo identificado, +: pouco intenso, ++: intenso, +++: muito intenso. Ip - iodocloro platinado,

Dg - dragendorff, Is - iodo sublimado, LB - Liebermann-Burchard, Sc - sulfato cérico, Vs - vanilina sulfurica.

Fonte: o autor.

52 CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS PRESENTES NOS EXTRATOS

E. paniculata

5.2.1 Identifica¢do do O-metildesidrodieugenol B (I)

DE

A fragdo EHGC3F2 foi analisada por CLAE-DAD-ELSD (Figura 37 e Figura 38),

sendo possivel observar um tnico sinal com 7z 36,6 min, cujo espectro de DAD-UYV apresentou

maximos de absor¢do em 200 e 277 nm (Figura 106). Estes dados quando comparados com

aqueles da literatura, foram similares aos reportados por Costa-Silva e colaboradores (2015).

Figura 37 — Cromatograma da neolignana I obtido por CLAE-DAD (UV 254 nm).
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Fonte: o autor.
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Figura 38 — Cromatograma do composto I obtido por CLAE-ELSD.
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Fonte: o autor.

A fragdo EHGC3F2 apresentou apenas um composto e foi submetida as analises de
RMN de 'H e '3C para determinagio estrutural.

O espectro de RMN de 'H (Figura 40 e Figura 41) mostrou sinais de dupletos de
on 6,2 a 6,8 de hidrogénios aromaticos (H-2' , H-5', H-6', H-2, H-6), com integral para um
hidrogénio (1H) para cada dupleto, gerados a partir dos acoplamentos em meta de H-2' com
H-6' ¢ H-2 com H-6, todos com constante de acoplamento proximo a J = 2,0 Hz. Um duplo
dupleto em on 6,71 (1H, H-6"), gerado a partir dos acoplamentos em orto (H-5', J= 7,8 Hz) e
meta (H-2', J= 2,0 Hz). Um multipleto em on 5,9 dos hidrogénios vinilicos (2H, H-8' e H-8);
um multipleto em 6u 5,06 de hidrogénios vinilicos terminais (4H, H-9' ¢ H-9); dois simpletos
em On 3,84 (OCH3-10) e 3,88 (OCH3-10' e OCHs-11), dois dupletos metilénicos em
ou 3,37 (2H, H-7") € 3,24 (2H, H-7), gerados a partir dos acoplamentos vicinais de H-7 com H-8
e H-7' com H-8', todos com constante de acoplamento proximo a J = 6,4 Hz (Tabela 12).

O espectro de RMN de '*C (Figura 42) mostrou sinais de carbono em: 8¢ 153,7; 150,8;
150,8; 144,3; 138,2; 136,2 e 135,7 que confirmam a presenca do anel aromatico (C1 aC6 e C1'
a C6"; oc 137,3; 137,6; 116,1 e 116,1 de carbonos vicinais (C-8', C-8, C-9' e C-9), que
confirmam a presenga da ligagao dupla; d¢c 56,2; 56,3 ¢ 61,2 que confirmam a presenca de trés
metoxilas (C-10, C-10" e C-11"); e por ultimo a presenga de dois carbonos metilénicos em
3¢ 40,2 e 40,3 (C-7"e C-7) (Tabela 12).

O espectro de RMN DEPT135 (Figura 43) mostrou sinais de sete carbonos metinicos

(CH), quatro sinais de carbonos metilénicos (CH>) e trés sinais de metilas (CH3) (Tabela 12).
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O mapa de contorno COSY (Figura 44) mostrou que os sinais de hidrogénio:
ou 3,37 (H-7) esta correlacionado com o du 5,90 (H-8); 0 6u 5,90 (H-8) esta correlacionado com
0 0u3,37 (H-7) e 5,06 (H-9); o du 5,06 (H-9) esta correlacionado com o ou 5,90 (H-8); o
On 6,83 (H-5") esta correlacionado com o dn 6,70 (H-6"); o du 6,70 (H-6") esta correlacionado
com o oy 6,83 (H-5"); 0 01 3,24 (H-7") esta correlacionado com o & 5,90 (H-8"); 0 61 5,90 (H-8'")
esta correlacionado com o on 3,24 (H-7") € 5,06 (H-9"); 0 01 5,06 (H-9") esta correlacionado com
0 6u 5,90 (H-8'") (Tabela 12).

O mapa de correlagdo HSQC (Figura 45) confirmou que os du 6,28 (H-2), 6,49 (H-6),
3,37 (H-7), 5,90 (H-8), 5,06 (H-9), 3,84 (H-10), 3,88 (H-11), 6,82 (H-2"), 6,70 (H-6"),
3,24 (H-7"), 5,90 (H-8"), 5,06 (H-9") e 3,84 (H-10") estdao correlacionados com os sinais em
0c 107,5 (C-2), 111,5 (C-6), 40,2 (C-7), 137,6 (C-8), 116,1 (C-9), 56,3 (C-10), 61,2 (C-11),
113,2 (C-2", 119,6 (C-5"), 120,9 (C-6"), 40,3 (C-7"), 137,3 (C-8"), 116,1 (C-9') e 56,2 (C-10"),
respectivamente (Tabela 12).

Por fim, os valores de ou e dc foram comparados com os deslocamentos quimicos
reportados na literatura e foram similares aos obtidos neste trabalho (Tabela 42 — Apendice B).

Assim, os dados acima confirmam a presenca dos dois anéis aromaticos unidos por um
heteroatomo (oxigénio), substituidos com grupos propenilas e metoxilas, que foram suportados
pelas principais correlagdes nos mapas de contorno COSY e HSQC. Portanto, através da anélise
por RMN foi possivel identificar que o composto isolado na fragdo EHGC3F2 se tratava da

neolignana O-metildesidrodieugenol B (I).

Figura 39 — Estrutura da neolignana I isolado de E. paniculata.

Fonte: o autor.



Tabela 12 — Dados de RMN do composto I em CDCls.
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Posicio  'H &p® (mult®, Jem Hz)  DEPT135  13C §¢? COSY HSQC
1 - C 135,7 - -
2 6,29 (d; 2,0; 1H) CH 107,5 = C-2
3 - C 1443 - -
4 - C 138,2 - -
5 — C 150,8 — —
6 6,50 (d; 2,0; 1H) CH 111,5 - C-6
7 3,37 (d; 6,4; 2H) CH» 40,2 H-8 C-7
8 5,90 (m; 1H) CH 137,6 H-7, H-9 C-8
9 5,06 (m; 2H) CH, 1160  H-7,H8  C-9
10 3,84 (s; 3H) CHs 56.3 - C-10
1 3,88 (s; 3H) CH; 61,2 - C-11
1 - C 136,2 - _
2 6,82 (sl; 2,1; 1H) CH 113,2 - c-2'
3' - 153,7 - -
4' - 150,8 - -
5' 6,83 (d; 7,1; 1H) CH 119,6 - C-5'
6' 6,71 (dd; 7,8 € 2,0; 1H) CH 120,9 - C-6'
7' 3,24 (d; 6,1; 2H) CHz 40,3 H-8' C-7
8' 5,90 (m; 1H) CH 137,3 H-7', H-9' C-8
9' 5,06 (m; 2H) CH» 116,1 H-7', H-8' C-9
10’ 3,88 (s; 3H) CH3 56,2 — C-10'

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 ('H) e 100 ('*C) MHz e deslocamentos quimicos (§) em ppm

estabelecidos em relagdo ao padrdo interno TMS (81us 0,00). "Multiplicidade: s = simpleto, d = dupleto, dd =

duplo dupleto, m = multipleto.

Fonte: o autor.



Figura 40 — Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (i 3,1-6,9) do composto I (400 MHz, CDCl5).
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Figura 41 — Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (8u 6,2-6,9) do composto I (400 MHz, CDCl5).
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Figura 42 — Ampliagdo do espectro de RMN de '3C (8¢ 40—150) do composto I (100 MHz, CDCl5).
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Figura 43 — Espectro de RMN DEPT135 do composto I (100 MHz, CDCls).
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Figura 44 — Mapa de contorno COSY do composto I (400 MHz, CDCI3).
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Figura 45 — Mapa de contorno HSQC do composto I (400 MHz, CDCI3).
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A fracdo EHGC3F?2 foi submetida a andlise por CG—EM, onde foi possivel observar a
presenca de apenas um pico majoritario com #r de 63,2 min (Figura 46). O indice aritmético
(IA) calculado para este composto foi de 2428. O EM-IE do composto I (Figura 47) apresentou
um sinal de m/z 340 (100%, pico base) que foi atribuido ao ion molecular, além de trés ions
fragmentos intensos de m/z 284 (43%), 294 (35%) e 176 (18%). A proposta de mecanismo de

fragmentacdo do O-metildesidrodieugenol B (I) ¢ ilustrado na Figura 48.

Figura 46 — Cromatograma da fragdo EMFC2F3 obtido por CG—EM.
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Figura 47 — EM-IE do O-metildesidrodieugenol B (I) obtido por CG—-EM.

5:}93—: MeO /

_<ca;
] MeO
g (0]

3023 /\/@ 284
] = OMe

:cu;a—i 6

; 4\1 ||, : ‘ |||\ tn %11%7 ‘ i i ‘2|5

P I P P P L P e PR 7S

miz

340

INTENSIDADE

Fonte: o autor.



“lomne O U0

yez Z/W Ove 2/ N Y6z Z/W
mEOQ/\ mS_OHQ\/\ méOQ/\
0] ') (@]
A‘ =4
O°N e . o +
OfH Y HOOOfH
+ \I\ :
7 : 0] = (o]
O. +e \ f‘(\ m\)\
- HO =
0L z/Ww Iyl Z/w ove z/Ww
SN0 R SWo 2 i -
0~ . o
® Z o
oyl Z/W Ll Z
L6 z/W

+ 0
|| = SNOD =0- \/\@\ # \/\Q

€HOO. o3I\

9Ll Z/W

N _OeN
““//\;HHHMHOGE
(1) g [ouadnarpoapisap[now-¢) o ered oedejudwdely ap sowstueddw Ip sejsodord — g4 vINSI]

81T



119

5.2.2 Identificagdo do desidrodieugenol B (II)

A fragdo EHGC4F4 foi analisada por CLAE-DAD-ELSD (Figura 49 e Figura 50),
sendo possivel observar um unico sinal com f& em 38,5 min, cujo espectro de DAD-UV
apresentou maximos de absor¢do em 200 e 276 nm (Figura 106). Estes dados quando
comparados aos da literatura, foram similares aos reportados por Costa-Silva e colaboradores

(2015).

Figura 49 — Cromatograma do composto II obtido por CLAE-DAD (UV 254 nm).
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Figura 50 — Cromatograma do composto II obtido por CLAE-ELSD.
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A fragdo EHGCA4F4 apresentou apenas um composto e foi submetida as andlises de
RMN de 'H e '3C para determinagio estrutural.

O composto II mostrou dados de RMN virtualmente idénticos aos espectros de I, mas
exibiram um pico a menos em on 3,8 € oc 61,2 atribuidos a um grupo metoxi em C-4 de I.

O espectro de RMN de 'H (Figura 52 e Figura 53) mostrou sinais de dupletos de 8y 6,4
a 6,9 de hidrogénios aromaticos (H-2', H-5', H-6', H-2 e H-6), com integral para um hidrogénio
(1H), cada dupleto, gerados a partir dos acoplamentos em meta de H-2' com H-6' ¢ H-2 com
H-6, todos com constante de acoplamento préoximo a J = 2,0 Hz. Um duplo dupleto em
ou 6,71 (1H, H-6"), gerado a partir dos acoplamentos em orto (H-5', J = 8,1 Hz) e meta
(H-2',J = 2,1 Hz). Um multipleto em 6u 5,98 de hidrogénios vinilicos (2H, H-8' ¢ H-8); um
multipleto em 8 5,06 de hidrogénios vinilicos terminais (4H, H-9' e H-9); dois simpletos em
on 3,86 (10'-OCH3) e 3,87 (10-OCH3); dois dupletos metilénicos em don 3,36 (2H, H-7") e
3,24 (2H, H-7), gerados a partir dos acoplamentos vicinais de H-7 com H-8 ¢ H-7' com H-§',
todos com constante de acoplamento préximo a J = 6,4 Hz (Tabela 13).

O espectro de RMN de !*C (Figura 54) mostrou sinais de carbono em: 8¢ 150,4; 147.8;
144,2; 136,4 e 135,4 que confirmam a presenca do anel aromatico (C1 a C6 e C1' a C6");
oc 137,5 e 137,3 de carbonos vinilicos (C-8', C-8, C-9' e C-9) que confirmam a presenca da
ligagdo dupla; 6c 55,9 e 56,2 que confirmam a presenga de duas metoxilas (C-10 e C-10"); e por
ultimo a presenca de dois carbonos metilénicos em d¢ 40,0 e 39,9 (C-7' e C-7) (Tabela 13).

O espectro de RMN DEPT135 (Figura 55) mostrou sinais de sete carbonos metinicos
(CH), quatro sinais de carbonos metilénicos (CH>) e dois sinais de metilas (CH3) (Tabela 13).

O mapa de contorno COSY (Figura 56) mostrou que os sinais de hidrogénio:
ou 3,24 (H-7) esta correlacionado com o 6 5,98 (H-8); 0 6u 5,98 (H-8) esta correlacionado com
0 0u3,24 (H-7) e 5,06 (H-9); o ou 5,06 (H-9) esta correlacionado com o ou 5,98 (H-8);
0 0n 6,89 (H-5") esta correlacionado com o du 6,71 (H-6"); 0 dn 6,71 (H-6") esté correlacionado
com o0 oy 6,89 (H-5"); 0 61 3,36 (H-7") esta correlacionado com o dx 5,98 (H-8"); 0 on 5,98 (H-8'")
esta correlacionado com o dn 3,36 (H-7") € 5,06 (H-9'); 0 01 5,06 (H-9") esta correlacionado com
0 dn 5,98 (H-8') (Tabela 13).

O mapa de correlacdo HSQC (Figura 57) confirmou que os du 6,50 (H-2), 6,40 (H-6),
3,24 (H-7), 5,98 (H-8), 5,06 (H-9), 3,87 (H-10), 6,80 (H-2"), 6,89 (H-5"), 6,71 (H-5"),
3,36 (H-7"), 5,98 (H-8"), 5,06 (H-9") e 3,86 (H-10") estdo correlacionados com os dc 107,5 (C-2),
112,1 (C-6), 40,1 (C-7), 137,5 (C-8), 115,9 (C-9), 56,5 (C-10), 113,1 (C-2"), 119,7 (C-5"),
121,1 (C-6"), 40,2 (C-7"), 137,6 (C-8"), 116,2 (C-9"), 56,2 (C-10"), respectivamente (Tabela 13).
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O mapa de correlagdio HMBC (Figura 58) confirmou que: o dn 6,40 (H-2) estd
correlacionado com os Sc 144,6 (C-3, *Jcu), 1354 (C-4, 3Jcu), 148,1 (C-5, *Jcn) e
112,1 (C-6,%Jcn); o du 6,50 (H-6) estd correlacionado com os &c 107,5 (C-2, *Jen),
135,4 (C-4, *Jcn), 148,1 (C-5,%Jcn) e 40,1 (C-7, *Jcn); o 8u 6,80 (H-2') esta correlacionado com
os 8¢ 150,6 (C-3',%Jcn), 1444 (C-4', 3Jcn), 121,1 (C-6', 3Jen) e 40,2 (C-7', 3Jeu); o
o1 6,89 (H-5") estd correlacionado com os &8¢ 136,6 (C-1', *Jeu), 150,6 (C-3', *Jcn),
1444 (C-4',%Jcn) e 121,1 (C-6', %Jcu); o Su 6,71 (H-6') estd correlacionado com os
8c 113,1 (C-2', 3Jcn), 144,4 (C-4', *Jcn), 119,7 (C-5', 2Jcn) e 40,2 (C-7', *Jcn) (Tabela 13).

Por fim, os valores de ou e dc foram comparados com os deslocamentos quimicos
reportados na literatura e foram similares aos obtidos neste trabalho (Tabela 43 — Apendice B).

Assim, os dados acima confirmam a presenca dos dois anéis aromaticos unidos por um
heteroatomo (oxigénio), substituidos com grupos propenilas, metoxilas e uma hidroxila, que
foram suportados pelas principais correlagdes nos mapas de contorno COSY, HSQC e HMBC.
Portanto, através da analise por RMN foi possivel identificar que o composto isolado na fragao

EHGCA4F4 se tratava da neolignana desidrodieugenol B (II).

Figura 51 — Estrutura da neolignana II isolado de E. paniculata.
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Tabela 13 — Dados de RMN do composto IT em CDCl3".

Posigdo 'H 8y* (mult®, J em Hz) DEPT135 BC&c? COSY HSQC HMBC

1 —~ C 131,28 — —~ —

2 6,40 (d; 1,9; 1H) CH 107,48 - C-2 C-3,C-4,C-5,C-6
3 - C 144,64 - - -

4 - C 135,41 - - -

5 - C 148,06 - - -

6 6,50 (d; 2,0; 1H) CH 112,07 - C-6 C-2, C-4,C-5,C-7
7 3,24 (d; 6,4; 2H) CH» 40,13 H-8 C-7 -

8 5,98 (m; 1H) CH 137,50 H-7, H-9 C-8 -

9 5,06 (m; 2H) CH» 115,94 H-8 C-9 -

10 3,87 (s; 3H) CH; 56,46 - C-10 -

1' - C 136,64 - - -

2 6,80 (d; 1,9; 1H) CH 113,14 - C-2' C-3', C-4', C-6', C-7'
3 - C 150,62 - - -

4' - C 144,44 - - -

5' 6,89 (d; 8,0; 1H) CH 119,72 H-6' C-6' C-1', C-3', C-4', C-6'
6' 6,71 (dd; 8,1 e 2,1; 1H) CH 121,06 H-5' C-5' C-2', C-4', C-6', C-7'
7' 3,36 (d; 6,4; 2H) CH» 40,18 H-8' C-8' -

8' 5,98 (m; 1H) CH 137,65 H-7', H-9' C-8' -

9' 5,06 (m; 2H) CH» 116,20 H-8' C-9' -
10' 3,86 (s; 3H) CH; 56,21 - C-10' -

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 ('H) e 100 (**C) MHz e deslocamentos quimicos (3) em ppm estabelecidos em relagéio ao padréo interno TMS (81ms 0,00).
®Multiplicidade: s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto.

Fonte: o autor.
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Figura 52 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (8u 3,0-7,0) do composto II (400 MHz, CDCI3).
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Figura 53 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (i 6,4-7,0) do composto II (400 MHz, CDCls).
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Figura 54 — Ampliacdo do espectro de RMN de '3C (8¢ 40-150) do composto II (100 MHz, CDCl5).
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Figura 55 — Espectro de RMN DEPT135 do composto II (100 MHz, CDCl3).
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Figura 56 — Ampliacdo do mapa de contorno COSY do composto II (400 MHz, CDCI3).

M M A

=Y
1
2
-3
£
A4 &
10 I
6 7 9
MeO
5 N
g 6
" i
HO 45
6, 0
g = -7
= : 10
9' 7 . 3 OMe
-8
T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Fonte: o autor.



Figura 57 — Amplia¢ao do mapa de contorno HSQC do composto II (400 MHz, CDCI3).
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Figura 58 — Ampliagao do mapa de contorno HMBC do composto II (400 MHz, CDCI3).
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A fracdo EHGCA4F4 foi submetida a andlise por CG—EM, onde foi possivel observar a
presenca de apenas um pico majoritario com fr de 63,17 min (Figura 59). O indice aritmético
(IA) calculado para este composto foi de 2533. O EM-IE do composto II (Figura 60) apresentou
um sinal de m/z 326 (100%) que foi atribuido ao ion molecular, além de trés ions fragmentos
intensos de m/z 148 (75%), 117 (37%) e 91 (23%). A proposta de mecanismo de fragmentagao
do desidrodieugenol B (IT) ¢ ilustrado na Figura 61.

Figura 59 — Cromatograma da fragdo EHGC4F4 obtido por CG—EM.
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Figura 60 — EM-IE do desidrodieugenol B (II) obtido por CG-EM.
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5.2.3 Identificagdo do p-sitosterol (I11)

A fragdo EHGCA4F1 apresentou apenas um composto e foi submetida as analises de
RMN de 'He '3C para determinagio estrutural.

O espectro de RMN de 'H (Figura 63) mostrou sinais de hidrogénios em: 8y 0,67 a 2,3
correspondentes aos hidrogénios das metilas e metilenas presentes no composto; dois simpletos
de metilas em 6ux 0,71 (3H, H-29) e 1,01 (3H, H-28); trés multipletos de metilas em
ou 0,81 (3H, H-27), 0,83 (3H, H-26) ¢ 0,84 (3H, H-24), gerado a partir dos acoplamentos com
H-23 e H-25; um dupleto de uma metila em dx 0,92 (3H, J = 6,0 Hz, H-19), gerado a partir do
acoplamento com H-18; um multipleto em 6u 3,5 (H-3) sendo este sinal correspondente ao
hidrogénio carbindlico, com integral para um hidrogénio (1H), gerado a partir dos acoplamentos
com H-2 e H-4; um tripleto em 6u 5,35 (1H, J = 5,1 Hz, H-6), gerado a partir do acoplamento
com H-7 (Tabela 14).

O espectro de RMN de '*C (Figura 64) mostrou sinais de carbonos em: §c 12,1 e 12,2
referentes aos carbonos C-19 e C-29 das metilas; 6c 141,1 e 121,8 referentes a insatura¢do em
C-5/C-6; 6c 72,1 referente ao carbono carbinolico (Tabela 14).

O espectro de RMN DEPT135 (Figura 65) mostrou sinais de quinze carbonos ligados a
hidrogénios (CH ou CH3) e onze sinais de carbonos ligado a dois hidrogénios (CHy) (Tabela
14).

O mapa de contorno COSY (Figura 66) mostrou que os sinais de hidrogénio:
ou 5,36 (H-6) esta correlacionado com hidrogénios com ou 1,45 a 2,31, que ¢ o H-7; o
on 3,53 (H-3) esta correlacionado com hidrogénios com dn 1,43 a 2,44, que sdo os H-2 e H-3;
0 on 0,92 (H-19) esta correlacionado com dn 1,25 a 1,92, que € o H-18; o dn 0,84 (H-24) esta
correlacionado com ou 1,40, que ¢ o H-23; os ou 0,83 (H-26) e 0,81 (H-27) estdo
correlacionados com dy 1,40, que é o H-25 (Tabela 14).

O mapa de correlagdo HSQC (Figura 67) confirmou que os ou 3,53 (H-3), 5,36 (H-6),
0,92 (H-19), 0,84 (H-24), 0,70 a 1,01 (H-26-28) estdo correlacionados aos dc 72,1 (C-3),
122,0 (C-6), 19,3 (C-19), 12,2 (C-24), 12,1 a 20,1 (C-26-28), respectivamente (Tabela 14).

Por fim, os valores de ou e dc foram comparados com os deslocamentos quimicos
reportados na literatura e foram similares aos obtidos neste trabalho (Tabela 44 — Apendice B).

Assim, os dados acima confirmam a presenca de um nucleo esteroidal com uma
hidroxila no C-3, uma ligagdo dupla em C-5/C-6 e seis grupos metilicos, suportados pelas
principais correlagdes observadas nos mapas de contorno COSY e HSQC, que estdo de acordo

com a estrutura do B-sitosterol (IIT) (Figura 62). A estereoquimica deste composto foi atribuida
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levando-se em consideragdo o fato de que o B-sitosterol ¢ um dos fitoesterdis mais comuns

encontrados em plantas (Moreau, Whitaker, Hicks, 2002).

Figura 62 — Estrutura do esteroide III isolado de E. paniculata.

p-sitosterol

Fonte: o autor.



Tabela 14 — Dados de RMN do composto III em CDCI3?.
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Posicio 'H 812 (mult®, J em Hz) BC & DEPTI35 COSY HSQC
1 - 37,5 CH» - -
2 - 31,9 CH, - -
3 3,53 (tdd; 5,1 e 4,9 ¢ 4,7; 1H) 72,1 CH H-2,H-3 C-3
4 - 42,5 CH» - -
5 - 141,0 C - -
6 5,36 (t; 5,1; 1H) 122,0 CH H-7 C-6
7 - 32,1 CH, - -
8 - 32,2 CH - -
9 - 50,4 CH - -
10 - 36,7 C - -
11 - 21,3 CH, - -
12 - 40,0 CH» - -
13 - 42,6 C - -
14 - 57,0 CH - -
15 - 24,5 CH, - -
16 - 28,5 CH» - -
17 - 56,3 CH - -
18 - 36,4 CH - -
19 0,92 (d; 6,0; 3H) 19,3 CH3 H-18 C-19
20 - 34,2 CH» - -
21 - 26,3 CH» - -
22 - 46,1 CH - -
23 - 233 CH» - -
24 0,84 (m; 3H) 12,2 CH; H-23 C-24
25 - 29.4 CH - -
26 0,83 (m; 3H) 20,1 CH3 H-25 C-26
27 0,81 (m; 3H) 19,6 CH; H-25 C-27
28 1,01 (s; 3H) 19,0 CH3 - C-28
29 0,70 (s; 3H) 12,1 CH3 - C-29

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 (‘H) ¢ 100 (3*C) MHz e deslocamentos quimicos (3) em ppm

estabelecidos em relagfo ao padrdo interno TMS (8tms 0,00). "Multiplicidade: s = simpleto, d = dupleto, t =

tripleto, tdd = triplo duplo dupleto, m = multipleto. Fonte: o autor.
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Figura 63 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (8n 0,5-5,0) do composto III (400 MHz, CDCl5).
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Figura 65 — Ampliagao do espectro de RMN DEPT135 do composto IIT (100 MHz, CDCl3).
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Figura 66 — Ampliagao do mapa de contorno COSY do composto III (400 MHz, CDCI3).
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Figura 67 — Ampliagao do mapa de contorno HSQC do composto III (400 MHz, CDCI3).
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A fracdo EHGCA4F1 foi submetida a andlise por CG—EM, onde foi possivel observar a
presenca de apenas um pico majoritario com fr de 84,3 min (Figura 68). O indice aritmético
(IA) calculado para este composto foi de 3443. O EM-IE do composto III (Figura 69)
apresentou um sinal em m/z 414 (25%) que foi atribuido ao ion molecular, além de trés ions
fragmentos intensos de m/z 43 (100%), 81 (82%) e 145 (74%). As propostas de mecanismos de

fragmentacdo do B-sitosterol (IIT) sdo ilustradas nas Figura 70 e Figura 71.

Figura 68 — Cromatograma da fragdo EHGC4F1 obtido por CG—EM.

400000~

3750007

INTENSIDADE

§ 8 &

2750007

250000 1% vt it

. e S kit \
1 el s in o
225000, T o v T T y Y T T

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Nota: fr — tempo de retengdo em minutos.

Fonte: o autor.

Figura 69 — EM-IE do B-sitosterol (IIT) obtido por CG-EM.
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5.2.4 Identificagdo do estigmasterol (IV)

A fragdo EHFC2F1 apresentou apenas um composto e¢ foi submetida as analises de
RMN de 'He '3C para determinagio estrutural.

O espectro de RMN de 'H (Figura 73) mostrou sinais de hidrogénios em: 8y 0,71 a 2,3
correspondentes a metilas e metilenos presentes no composto. Estavam presentes dois simpletos
de metilas em on 0,71 (3H, H-29) e 1,02 (3H, H-28), trés dupletos de metila em
on 0,81 (3H, J= 6,8 Hz, H-26), 0,86 (3H, J = 6,6 Hz, H-27) e 1,01 (3H, J = 8,0 Hz, H-19),
gerados a partir dos acoplamentos com H-23, H-25 e H-18, respectivamente; um tripleto de
metila em 610,82 (1H, J = 7,6 Hz, H-24), gerado a partir do acoplamento com H-23; um
multipleto em dn 5,36 (1H, H-6), gerado a partir do acoplamento com H-7; um multipleto em
ou 3,36 (1H, H-3) correspondente ao hidrogénio carbindlico, gerado a partir dos acoplamentos
com H-2 e H-4; dois duplo dupletos em o6u 5,02 (IH, J = 15,0 e 8,5 Hz, H-21) e
5,16 (1H,J=15,1 e 8,6 Hz, H-20), gerados a partir dos acoplamentos com H-20/H-22 e
H-19/H-21, respectivamente (Tabela 15). A constante de acoplamento J = 16 Hz confirma a
posi¢ao (trans) dos hidrogénios H-20 e H-21 da ligagdo C20=C21.

O espectro de RMN de !*C (Figura 74) mostrou sinais de carbono em: ¢ 12,3 e 12,5
referentes aos carbonos C-29 ¢ C-24 das metilas; 6c 141,1 e 121,8 referentes a insaturagao em
C-5/C-6;6c 138,5 ¢ 129,5 referentes a insaturacao em C-20/C-21; 6c 72,1 referente ao carbono
carbinolico (Tabela 15).

O espectro de RMN DEPT135 (Figura 75) mostrou sinais de quinze carbonos metilicos
e/ou metinicos e oito sinais de carbonos metilénicos (Tabela 15).

O mapa de contorno COSY (Figura 76) mostrou que os sinais de hidrogénio:
Ou 5,36 (H-6) esté correlacionado com dn 1,40 a 2,40, que sdo os H-7; o du 5,16 (H-20) esté
correlacionado com dn 1,70-2,30 e 5,04, que sdo os H-18 e H-21, respectivamente; o
ou 5,02 (H-21) estd correlacionado com on 1,30-1,80 e 5,16, que sdo os H-22 e¢ H-20,
respectivamente; o ou 3,53 (H-3) esta correlacionado com dn 1,40-2,40, que sao os H-2 e H-4;
o ou 1,01 (H-19) esté correlacionados com dn 1,00— 2,20, que ¢ o H-18; os ou 0,82 (H-24),
0,81 (H-26) e 0,86 (H-27) estdo correlacionados com on 0,80—1,80, que sdo os H-23, H-25 ¢
H-25, respectivamente (Tabela 15).

O mapa de correlagdo HSQC (Figura 77) confirmou que os du 3,53 (H-3), 5,36 (H-6),
1,01 (H-19), 5,16 (H-20), 5,02 (H-21), 0,82 (H-24), 0,71-1,02 (H-26-29) estao correlacionados
aos carbonos d¢ 72,0 (C-3), 122,0 (C-6), 21,5 (C-19), 138,6 (C-20), 129,5 (C-21), 12,5 (C-24),
12,3-21,3 (C-26-29), respectivamente (Tabela 15).
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Por fim, os valores de ou e dc foram comparados com os deslocamentos quimicos
reportados na literatura e foram similares aos obtidos neste trabalho (Tabela 45 — Apendice B).

Assim, os dados acima confirmam a presenca de um nucleo esteroidal com uma
hidroxila no C-3, duas ligagdes duplas em C-5/C-6 e C-20/C-21 e seis grupos metilicos,
suportados pelas principais correlagdes observadas nos mapas de contorno COSY e HSQC, que
estdo de acordo com a estrutura do estigmasterol (IV) (Figura 72). A estereoquimica deste
composto foi atribuida levando-se em consideracdo o fato do estigmasterol e o B-sitosterol
serem alguns dos fitoesterois mais comuns encontrados em plantas (Moreau, Whitaker, Hicks,

2002), sendo este ultimo precursor biossintético para o composto IV (Griebel, Zeier, 2010).

Figura 72 — Estrutura do esteroide IV isolado de E. paniculata.

Estigmasterol

Fonte: o autor.



Tabela 15 — Dados de RMN do composto IV em CDCI5?
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Posicio  'H 8p® (mult®, J em Hz) BC & DEPTI35 COSY HSQC
1 — 37,5 CH> - -
2 - 32,1 CH, - -
3 3,53 (m; 1H) 72,0 CH H-2, H-4 C-3
4 - 42,5 CH> - -
5 - 141,0 C - -
6 5,36 (m; 1H) 122,0 CH H-7 C-6
7 - 31,9 CH, - -
8 - 32,1 CH - -
9 - 50,4 CH - -
10 - 36,8 C - -
11 - 21,3 CH, - -
12 - 39,9 CH> - -
13 - 42,5 C - -
14 - 57,1 CH - -
15 - 24,6 CH, - -
16 - 29,2 CH> - -
17 - 56,2 CH - -
18 - 40,7 CH - -
19 1,01 (d; 8,0; 3H) 21,5 CH3 H-18 C-19
20 5,16 (dd; 15,1 e 8,6; 1H) 138,6 CH H-18, H-21  C-20
21 5,02 (dd; 15,0 e 8,5; 1H) 129,5 CH H-22, H-20  C-21
22 - 51,5 CH - —~
23 - 25,7 CH> - -
24 0,82 (t; 7,6; 1H) 12,5 CH; H-23 C-24
25 - 32,1 CH - -
26 0,81 (d; 6,8; 3H) 19,2 CH3 H-25 C-26
27 0,86 (d; 6,3; 3H) 19,6 CH; H-25 C-27
28 1,02 (s; 3H) 21,3 CHj3 - C-28
29 0,71 (s; 3H) 12,3 CH3 - C-29

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 (*H) ¢ 100 (3C) MHz e deslocamentos quimicos (3) em ppm

estabelecidos em relagfo ao padrdo interno TMS (8tms 0,00). "Multiplicidade: s = simpleto, d = dupleto, t =

tripleto, dd = duplo dupleto, m = multipleto. Fonte: o autor.
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Figura 73 — Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (8u 6,1-8,1) do composto IV (400 MHz, CDCl5).
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Figura 74 — Ampliagdo do espectro de RMN de '*C (8¢ 10-140) do composto IV (100 MHz, CDCI;).
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Figura 75 — Ampliacao do espectro de RMN DEPT135 do composto IV (100 MHz, CDCI3).
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Figura 76 — Amplia¢dao do mapa de contorno COSY do composto IV (400 MHz, CDCI3).
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Figura 77 — Amplia¢do do mapa de contorno HSQC do composto IV (400 MHz, CDCI3).

A

100

110

] g ;120
R T m ;130
P m o -140

. . e —
54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08
ppm

Fonte: o autor.

ppm

150



151

A fragdo EHFC2F]1 foi submetida a analise por CG—EM, onde foi possivel observar a
presenga de um pico majoritirio com fr de 70,3 min (Figura 78). O indice aritmético (IA)
calculado para este composto foi de 2813. O EM-IE do composto IV (Figura 79) apresentou
um sinal em m/z 414 (25%) que foi atribuido ao ion molecular, além de trés ions fragmentos
intensos de m/z 55 (100%), 83 (82%) e 84 (74%). As propostas de mecanismos de fragmentacao

do estigmasterol (IV) sdo ilustradas na Figura 80 e Figura 81.

Figura 78 — Cromatograma da fragdo EHFC2F1 obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor.

Figura 79 — EM-IE do estigmasterol (IV) obtido por CG—EM.
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5.2.5 Identificagdo do canferol (V)

A fragado EMGC2F6 apresentou apenas um composto e foi submetida a analises de RMN
de 'He '’C para determinagio estrutural.

O espectro de RMN de 'H (Figura 83) mostrou sinais de hidrogénios de anéis aromaticos
com sinais de duplo dupletos tipicos de acoplamentos orto e meta em du 8,04 2H, J=9,2 ¢
2,0 Hz, H-2' e H-6') ¢ 6,92 (2H, J = 8,8 ¢ 2,0 Hz, H-3' ¢ H-5"), atribuidos a um anel aromatico
para substituido. Foi observado dois outros dupletos com constante de acoplamento
caracteristicos de Hs meta em ou 6,19 (1H, J = 2,0 Hz, H-6) ¢ 6,43 (1H, J = 2,0 Hz, H-8) ¢
também um simpleto em 6u 12,47 (6-OH) (Figura 185), caracteristico de hidrogénios de
hidroxilas na posi¢do C-6, desprotegido devido ao hidrogénio fazer ligacao intramolecular com
o oxigénio carbonilico em C-4, além de trés outros sinais alargados e de baixa intensidade em
on 9,4; 10,08 e 10,7, caracteristicos de hidrogénios das hidroxilas em C-3, C-8 e C-4".

O espectro de RMN de '3C em 100 MHz (Figura 84) mostrou 12 sinais de dois aneis
aromaticos em oc 93,42 (C-8), 98,15 (C-6), 102,98 (C-10), 115,38 (C-3"e C-5"), 121,61 (C-1"),
129,43 (C-2’ e C-6"), 135,58 (C-3), 146,78 (C-2), 156,13 (C-9), 159,13 (C-4"), 160,65 (C-5) e
163, 84 (C-8), ¢ um sinal de carbono carbonilico em oc 175,84 (C-4) (Tabela 16).

O espectro de RMN DEPT135 (Figura 85) mostrou sinais de 4 carbonos metinicos (CH)
(Tabela 16) e o mapa de contorno COSY (Figura 86) mostrou que o sinais de hidrogénios em
on 8,04 (H-2' e H-6') ¢ em dn 6,92 (H-3' e H-5') estdo correlacionados.

O mapa de contorno HSQC (Figura 87) confirmou que o ou 8,04 (H-2' ¢ H-6") esta
correlacionado com oc 129,43 (C-2' e C-6'); ou 6,92 (H-3' e H-5') esta correlacionado
oc 115,38 (C-3' ¢ C-5'); ou 6,43 (H-8) esta correlacionado oc 93,42 (C-8); ou 6,19 (H-6) esta
correlacionado d¢ 98,15 (C-6).

O mapa de correlagdoes HMBC (Figura 88) confirmou que: o du 8,04 (H-2' e H-6') esta
correlacionado com os dc 11538 (C-3' e C-5") (3Jcn), 129,43 (C-6' e C-2") (3Jcn),
146,78 (C-2) (CJcn) e 159,13 (C-4") (CJcn); o du 6,92 (H-3' e H-5") esta correlacionado com os
dc 115,38 (C-5' e C-3") (Jem), 121,61 (C-1Y (CJcn), 129,43 (C-2' e C-6") (%Jcn),
146,78 (C-2) (*Jcn) e 159,13 (C-4") (®Jcn); o du 6,43 (H-8) estd correlacionado com os
8¢ 98,15 (C-6) (*Jcu), 102,98 (C-10) (*Jen), 156,13 (C-9) (*Jcu), 163,84 (C-7) (PJcu) e
175,84 (C-4) (*Jcu); o du 6,19 (H-6) esta correlacionado com os dc 93,42 (C-8) (PJen),
102,98 (C-10) (*Jcn), 160,65 (C-5) (AJcn), 163,84 (C-7) (*Jcn) e 175,84 (C-4) (*Jcu) (Tabela 16
— Apendice B).
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Os valores de 6u e 0c foram comparados com os deslocamentos quimicos reportados na
literatura e foram similares aos obtidos neste trabalho (Tabela 16), confirmando a presenca dos
dois anéis aromaticos, substituidos com grupos hidroxilas, unidas por um heterociclo contendo
oxigénio e uma carbonila, que foram suportados pelas principais correlagdes nos mapas de
contorno COSY e HSQC. Portanto, através da anélise por RMN foi possivel identificar que o

composto isolado na fragao EMGC2F6 se tratava do flavonoide canferol (V).

Figura 82 — Estrutura do flavonoide V isolado de E. paniculata.
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Fonte: o autor.



Tabela 16 — Dados de RMN do composto V. em DMSO“.

Posicdo 'H 8y® (mult®, J em Hz) DEPT135 BC&c? COSY HSQC HMBC
2 — C 146,78 — — —
3 — C 135,58 — — —
4 — C 175,84 - — -
5 — C 160,65 - — -
6 — C 163,84 — — —
7 6,19 (1H; d; 2,0) CH 98,15 — C-7 C-9, C-10, C-5, C-6,C-4
8 — C 156,13 — — —
9 6,43 (1H; d; 2,0) CH 93,42 — C-9 C-7,C-10, C-8, C-6, C-4
10 — C 102,98 — — —
1 — C 121,61 — — —
2! 8,04 (1H; dd; 8,8 € 2,0) CH 129,43 H-3' Cc-2' C-3, C-6',C-2,CH4
3 6,92 (1H; dd; 9,2 € 2,0) CH 115,38 H-2' c-3 C-5,C-1,C-2,C-2,C-4
4' — C 159,13 — — —
5 6,92 (1H; dd; 9,2 € 2,0) CH 115,38 H-6' c-5'  C-3,C-1,C-6', C-2,C-4'
6' 8,04 (1H; dd; 8,8 ¢ 2,0) CH 129,43 H-5' C-6' C-5,C-2,C-2,C4
4'-OH 9,35 (1H; s) - - - - -
8-OH 10,08 (1H; s) - — - — _
3-OH 10,75 (1H; s) — - - — -
6-OH 12,47 (1H; s) — — — — —

156

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 ('H) e 100 ('*C) MHz e deslocamentos quimicos (3) em ppm estabelecidos em relagfio ao padréo interno TMS (31ms 0,00).

"Multiplicidade: d = dupleto, dd = duplo dupleto. Fonte: o autor.
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Figura 83 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (8u 6,1-8,1) do composto V (400 MHz, DMSO).
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Fonte: o autor.
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Figura 84 — Ampliacdo do espectro de RMN de '3C (8¢ 40—150) do composto V (100 MHz, DMSO).
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Figura 85 — Espectro de RMN DEPT135 do composto V (100 MHz, DMSO).
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Figura 86 — Mapa de contorno COSY do composto V (400 MHz, DMSO).
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Figura 87 — Mapa de contorno HSQC do composto V (400 MHz, DMSO).
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Figura 88 — Mapa de contorno HMBC do composto V (400 MHz, DMSO).
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5.2.6 Identificagdo do dcido palmitico (VI)

A fragdo EMFC2F3 apresentou apenas um composto e foi submetida as analises de
RMN de 'H e '3C para determinagio estrutural.

O espectro de RMN de 'H (Figura 90) mostrou sinais de um tripleto em
ou2,3 (2H,J=17,5 Hz, H-2), gerados a partir do acoplamento com H-3; um quintupleto em
ou 1,65 (2H, J = 7,5 Hz, H-3), gerado a partir dos acoplamentos com H-2 ¢ H-4; varios sinais
em on 1,27, vistos como um simpleto largo caracteristicos de CH» de cadeias longas; um tripleto
em ou 0,9 (3H, J= 6,6 Hz, H-16), gerado a partir do acoplamento com H-15 (Tabela 17).

O espectro de RMN de '3C (Figura 91) mostrou sinais de carbono em: 8¢ 180,33
caracteristico de carbonila de acidos carboxilicos; dc 34,31 e 22,94 caracteristicos de carbonos
metilénicos; 6c 14,36 caracteristico de metila terminal de alcanos de cadeia longa (Tabela 17).

O espectro de RMN DEPT135 (Figura 92) mostrou quatorze sinais de carbonos
metilénicos e um sinal de carbono metilico (Tabela 17).

O mapa de contorno COSY (Figura 93) mostrou as seguintes correlagdes entre os sinais
de hidrogénio: 6u 0,89 (H-16) com o6u 1,27 (H-4 a H-15); on 1,27 (H-4 a H-15) com
on 1,65 (H-3) € 0,89 (H-16); 61 1,65 (H-3) com 61 2,36 (H-2) e 1,27 (H-4 a H-15); 61 2,36 (H-2)
com 6n 1,65 (H-3) (Tabela 17).

O mapa de contorno HSQC (Figura 94) permitiu correlacionar os sinais em:
on 0,89 (H-16) com 6c 14,36 (C-16); du 1,27 (H-4 a H-15) com ¢ 22,94 (C-15) e 28,31 a
32,18 (C-4 a C-14); ou 1,65 (H-3) com ¢ 24,93 (C-3); du 2,36 (H-2) com dc 34,31 (C-2)
(Tabela 17).

O mapa de contorno HMBC (Figura 95) permitiu correlacionar os sinais: 6 2,36 com
S¢ 180,33 (C-1, *Jcu), 24,93 (C-3, %Jen) e 29 (C-4, 3Jen); &u 1,65 (H-3) com
8¢ 180,33 (C-1, 2Jcn), 34,31 (C-2, 2Jcn) € 29,84 (C-4, *Jen); Su 1,27 com 8¢ 24,93 (C-3, 2Jcn),
29,68 (C-5, 2Jcn), 22,94 (C-15, 2Jcn) e 14,36 (C-16, *Jcn); 8n 0,89 com d¢ 22,94 (C-15, 2Jcu) e
32,18 (C-14, *Jcu) (Tabela 17).

Por fim, os valores de ou e dc foram comparados com os deslocamentos quimicos
reportados na literatura e foram similares aos obtidos experimentalmente (Tabela 47 — Apendice
B). Portanto, através da analise por RMN foi possivel identificar que o composto isolado na

fragdo EMFC2F3 se tratava do 4cido palmitico (VI) (Figura 89).
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Figura 89 — Estrutura do 4cido graxo VI isolado de E. paniculata.

Fonte: o autor.
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Tabela 17 — Dados de RMN do composto VI em CDCI5?.

Posic¢do 'H 8* (mult®, J em Hz) DEPT135 BC &8¢ COSY HSQC HMBC

1 — C 180,33 — — —
2 2,36 (t; 7,5; 2H) CH, 34,31 H-3 C-2 C-1,C-3,C-4
3 1,65 (q; 7,5; 2H) CH, 24,93 H-2, H-4 C-3 C-1,C-2,C-5

4-13 1,27 (sl; 22H) CH, 28,31-29,84 - - -
14 1,27 (sl; 2H) CH» 32,18 H-13, H-15 C-14 C-13,C-15
15 1,27 (sl; 2H) CH, 22,94 H-14, H-16 C-15 C-14, C-16
16 0,89 (t; 6,6; 3H) CH3 14,36 H-15 C-16 C-15,C-14

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 ('H) e 100 (**C) MHz e deslocamentos quimicos (§) em ppm estabelecidos em relagéio ao padréo interno TMS (51ms 0,00).
"Multiplicidade: sl = simpleto largo; t = tripleto, q = quintupleto.

Fonte: o autor.
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Figura 90 — Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (84 0,7-2,5) do composto VI (400 MHz, CDCls).
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Figura 91 — Espectro de RMN de *C do composto VI (100 MHz, CDCI;).
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Figura 92 — Ampliacdo do espectro de RMN DEPT135 do composto VI
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(100 MHz, CDCl3).
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Fonte: o autor.
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Figura 93 — Amplia¢ao do mapa de contorno COSY do composto VI (400 MHz, CDCI3).
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Figura 94 — Amplia¢ao do mapa de contorno HSQC do composto VI (400 MHz, CDCI3).
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Figura 95 — Amplia¢ao do mapa de contorno HMBC do composto VI (400 MHz, CDCI3).

ppm

100
110
120
130
;140
150

160

ot i 3 5 7 9 11 13 15
t = o LY

HC

L T . L . N L T . T T U . R T T T L T T L . T
26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03 0.2
PPmM

Fonte: o autor.



172

A fragdo EMFC2F3 foi submetida a analise por CG-EM, onde foi possivel observar a
presenca de apenas um pico majoritario com fr de 44,56 min (Figura 96). O indice de
similaridade obtido foi de 93%, confirmando o isolamento do composto VI e corroborando com
os dados de RMN. O EM-IE do composto IV apresentou um sinal de m/z 256 (17%) que foi
atribuido ao ion molecular do 4cido palmitico (VI), além de trés ions fragmentos intensos de
m/z 43 (91%), 60 (83%) e 73 (100%, pico base) (Figura 100 e Figura 101) que sado justificados
abaixo:

e m/z 73 [M—-183u] — formado apds a captura de H* do carbono Co. pelo 4tomo O™,
deixando o atomo de carbono com um elétron desemparelhado. Em seguida, ocorre uma
clivagem homolitica da liga¢do entre o0 Co—Cp e ocorre uma nova ligagcdo com o elétron
desemparelhado, formando uma ligagdo dupla conjugadas. Assim, ocorre uma alta
estabilidade do fragmento, o que justifica a intensidade do pico base (Figura 101);

o m/z 43 [M-213u] — formado quando a carga inicial est4 sobre a ligagdo C13—
C14 e ocorre a clivagem heterolitica da ligagdo entre estes carbonos, formando um
carbocation terciario. Um segundo mecanismo ¢ quando ocorre um rearranjo de
McLafferty, no qual ocorre transferéncia de Hy para a hidroxila através de um estado de
transicao ciclico, e quebra da ligagdo C2—C3 para gerar o ion radical de m/z 43, em
ressonancia, o que confere estabilidade ao fragmento, justificando a intensidade do sinal;

e m/z 60 [M=196u] — formado por rearranjo de McLafferty, no qual o par de
elétrons da carbonila ataca o H4, o par de elétrons da ligagdo C4—H4 forma uma ligagao
dupla (C3=C4) e quebra a ligacdo C2—C3, para formar uma outra ligacao dupla (C1=C2) e
formar o radical de m/z 43, em ressonancia, o que confere estabilidade ao fragmento,
justificando a intensidade do sinal. O ion m/z 60 pode ser formado também a partir dos
fragmentos de m/z 115, 129, 157 e 213 (o que justifica a alta intensidade do fragmento — o
terceiro mais intenso) a partir de uma clivagem homolitica da ligagdo entre o Cp—Cy,
deixando um elétron desemparelhado que fica em ressonancia com os atomos de oxigénio,
conferindo estabilidade ao fragmento (Figura 100).

As propostas de mecanismos de fragmentacdao do acido palmitico (VI) sdo ilustradas

nas Figura 98 e Figura 99.
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Figura 96 — Cromatograma da fragdo EMFC2F3 obtido por CG-EM.
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Figura 97 — EM-IE do 4cido palmitico (VI) obtido por CG-EM.
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Figura 98 — Propostas de mecanismos de fragmentagdo para o acido palmitico (VI) parte 1.
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Figura 99 — Propostas de mecanismos de fragmentagdo para o acido palmitico (VI) parte 2.
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Figura 100 — Mecanismos de seta curva das estruturas de ressonancia do ion de m/z 60 u.
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Figura 101 — Mecanismos de seta curva das estruturas de ressonancia do ion de m/z 73 u.
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5.3 ANALISE POR CLAE DOS EXTRATOS DAS FOLHAS E GALHOS DE E. paniculata

Foi realizada a analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD-
ELSD) para a obtencdo do perfil cromatografico dos EHF, EMF, EHG e EMG. Apd6s uma
varredura do cromatograma do espectro UV de 190-800 nm, o comprimento de onda que
mostrou maiores informagdes do perfil cromatografico foi em 254 nm. Na analise do
cromatograma CLAE-DAD do EHF (Figura 102) foi possivel verificar um sinal mais intenso
em 36,6 e dois outros menores em 30,0 e 38,5 min. No cromatograma do EHF obtido por ELSD

(Figura 103) foi observado que estes sinais também aparecem, mas hé a presenga de outro sinal
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em 3,5 min que agora ¢ o de maior intensidade. A anélise do cromatograma CLAE-DAD
(Figura 102) do EMF mostrou um padrao bem diferente em relagdo ao EHF. H4 a presenga de
sinais mais intensos entre 3,5 a 17,5 min, que antes nao foram observados no EHF, e além disso,
os dois sinais em 30,0; 36,6 ¢ 38,5 min ja ndo aparecem mais. J4 na andlise do cromatograma
do EMF obtido por ELSD (Figura 103) foi possivel verificar a presenca de apenas um sinal em
4 min, provavelmente de possiveis acicares ou compostos bem polares presente neste extrato.
Por fim, foi verificado apds o fracionamento, purificagdo, isolamento e analises por CLAE—
DAD-ELSD que os sinais em 36,6 ¢ 38,5 referem-se aos compostos II e I isolados do EHG,
respectivamente.

As diferencas observadas nos cromatogramas DAD e ELSD do EMF se deve ao fato
das analises de DAD serem dependentes da presenca de grupos cromoforos nos compostos
(ligagdes duplas conjugadas) (VERVOORT, DAEMEN, TOROK, 2008), e como
consequéncia, esta analise ndo ¢ quantitativa, a menos de utilizagdo de padrdes internos e/ou
curvas de calibragio (DOBROWOLSKA-IWANEK et al., 2020). J& as analises de ELSD sao
quantitativas e capazes de detectar quase todas as classes de compostos, independentemente de
suas propriedades fisicas ou quimicas (MARKUS, HERMANN, 2005), ou seja, os sinais
observados nos cromatogramas indicam a propor¢ao destes compostos na amostra, e isto indica
que os compostos com tempos de retencdo entre 5 e 17 min observados no EMF estio presentes

em baixas concentragdes, visto que ndo aparecem no cromatograma de ELSD.
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Figura 102 — Cromatograma do EHF (A) e EMF (B) obtido por CLAE-DAD (UV 254 nm).
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Figura 103 — Cromatograma do EHF (A) e EMF (B) obtido por CLAE-ELSD.
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Na analise do cromatograma CLAE-DAD do EHG (Figura 104) foram observados dois
sinais mais intensos em 36,6 e 38,5 min, mas hd a presenca de outros sinais de baixa a média
intensidade de 28 a 35 min. No cromatograma do EHG obtido por ELSD (Figura 105) foi
observado quase que apenas a presenca dos sinais em 36,6 ¢ 38,5 min, além de um pequeno
sinal em 32,5 min. Na andlise do cromatograma CLAE-DAD do EMG (Figura 104) foi
verificado ha presenga dos sinais em 36,6 e 38,5 min, mas em uma intensidade bem inferior,
onde agora, dois sinais de 3,5 a 4,0 min sdo os mais intensos. Também foi observado nesta
figura um padrao bem diferente em relagdo ao EHG e EMF (CLAE-DAD). Foi observado um
maior nimero de sinais, todos de intensidades bem parecidas, porém foi observado dois sinais
mais intensos proximos a 3 min. Na analise do cromatograma do EMG obtido por ELSD (Figura
105) foi observado um tunico sinal em 4, sendo que este apresentou um perfil cromatografico
muito similar ao que foi observado no EMF. Este sinal provavelmente ¢ devido a possiveis
acucares e compostos bem polares presente neste extrato, visto que a metodologia foi iniciada
com 65% de agua e a coluna utilizada foi de fase reversa, ou seja, compostos muito polares
tendem a sair no inicio da corrida quando esta metodologia ¢ aplicada. Por fim, foi verificado
apos o fracionamento, purificagdo, isolamento e analises por CLAE-DAD-ELSD que os sinais

em 36,6 e 38,5 sdo os compostos II e I isolados do EHG, respectivamente.



7 M5

150

"

0]

INTENSIDADE

g 8

o Pl
g

o MeO = W 150 —

125

HO | : ]

& N@ ]
:00/'; OMe

LI

g

Figura 104 — Cromatograma do EHG obtido por CLAE-DAD (UV 254 nm).

m () @

A
z
o Emo [
/\/©: g ||
y 75 ‘
o 50 | f 'r
(1 . | 7
| ' 25 | | -
| | 4,
= T — T : ue-- - " - -
200 250 00 0 400 450 min 0o 50 00 150 200 =0
Ir

Nota: fr — tempo de retengdo em minutos.

Fonte: o autor.

Figura 105 — Cromatograma do EHG obtido por CLAE-ELSD.
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5.4 ANALISES DE DAD-UV DOS EXTRATOS E DOS COMPOSTOS I E IT1 ISOLADOS
DE E. paniculata

Foi realizada uma andlise dos espectros de DAD—-UV obtido das analises por CLAE de
todos os sinais dos extratos com tempos de retencao proéximos a 36,6 e 38,5 min (Figura 106)
para o EHG e EHF. Foi observado tanto para o sinal em 36,6 quanto em 38,5 min, duas bandas
de absorg¢ao, sendo uma em 200 nm e outra em aproximadamente 277 nm. Dessa forma, foi
sugerido que os compostos referentes aos sinais em 36,6 e 38,5 min correspondem aos mesmos
compostos nos diferentes extratos da E. paniculata. As analises de UV—=Vis destes compostos
ja foram realizadas em um estudo reportado por Costa-Silva e colaboradores (2015). As analises
foram realizadas em MeOH em um espectrofotdmetro da Shimadzu (modelo 1650—PC) e foram
obtidas bandas de absor¢do em 220 nm e 280 nm para o composto I e bandas de absor¢do em
215 nm e 280 nm para o composto II. Nas amostras analisadas neste trabalho, os dois compostos
apresentaram bandas de absor¢cao em comprimentos de onda menor (200 nm e 277 nm), o que
pode ser referente a um deslocamento hipsocromico provocado pela composicdo do solvente
MeOH/H;0 (o aumento da polaridade do solvente pode provocar deslocamentos batocromico
ou hipsocromico dos compostos (MOREIRA, SCHEEL, HATUMURA, SCARMINIO, 2014)).

Em geral, compostos aromaticos apresentam transi¢oes eletronicas do tipo 1 — ©* que
geram duas bandas de absor¢do, uma banda primaria intensa em 184 e 202 nm e uma banda
secundaria de baixa intensidade em 255 nm. Entretanto, a presenga de substituintes com
elétrons nao ligantes (elétrons n), como as hidroxilas e metoxilas presentes nos compostos I e
II, podem causar deslocamentos nestas bandas de absor¢dao para comprimentos de ondas
maiores, pois esses elétrons aumentam a extensdo do sistema 7 possibilitando transi¢des do tipo
n — w*, deslocando assim essas bandas para valores tipicos de 210 e 270 nm na presenga de
OH e 217 e 269 nm na presenca de OMe. Nos compostos I e I1, a banda primaria observada em
comprimento de onda menor (200 nm) deve-se ao deslocamento hipsocréomico, enquanto que a
banda secundaria observada em comprimento de onda maior (276 nm) deve-se ao deslocamento
batocromico, que podem ter sido provocados pelo aumento da polaridade do solvente

MeOH/H»0 na analise de CLAE.
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Figura 106 — Espectros de DAD-UYV da analise por CLAE dos compostos I e I,

respectivamente.
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Fonte: o autor.

5.5 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EHF E EHG POR CG-EM

Uma das vias utilizadas neste trabalho para identificar os compostos presentes nos EHF
e EHG, foi através de andlises de CG—EM. A identificacdo dos compostos foi baseada nos
espectros de massas obtidos nas analises e com a comparagao dos dados de bibliotecas presentes
no software LabSolution-GCMS Solution (Nist08, Wiley139, Wiley229 e Shim2205), sendo a
comparagdo realizada entre os padrdoes de fragmentacdo mostrados pela biblioteca e a
fragmentacao do composto analisado. A identificacdo dos compostos foi baseada também no
indice de similaridade (dado fornecido pelo software) e pelo indice aritmético (Equacao 1). Em
relacdo aos indices de similaridade para a identificacdo dos compostos foi considerado apenas
valores superiores a 85%. Ja os indices aritméticos (IA) calculados (Equagdo 1) foram
comparados aos IA de compostos padrdes, que se encontram tabelados por Adams (2007).

No cromatograma do EHF obtido por CG-EM (Figura 107), ¢ possivel verificar que os
componentes apresentam zr entre 23,37 e 66,74 min, enquanto que no cromatograma do EHG
(Figura 108) os componentes apresentam fr entre 45,35 e 77,28 min. Na analise do EHF foram
identificados um total de 11 compostos, sendo 3 ésteres (X, XI, XII), 1 acido graxo (VI),
4 neolignanas (I, II, XIV e XV), 1 fenilpropanoide (I) e 2 sesquiterpenos (VIII e IX), enquanto
no EHG foram identificados 8 compostos, sendo 4 ésteres (X, XI, XII e XIII), 1 acido graxo
(VI), 2 neolignanas (I e II) e 1 esteroide (III). Os espectros de massa (EM—IE) dos compostos
identificados por CG—EM estao disponiveis no Apéndice C.
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Figura 107 — Cromatograma do EHF obtido por CG-EM.
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Figura 108 — Cromatograma do EHG obtido por CG-EM.

[ 2 E) ) 50 &0

Nota: tr — tempo de retengdo em minutos.

Fonte: o autor.

183

Figura 109 — EM-IE do 1-[(7R)-hidroxi-8-propenil]-3-[3'-hidroxi-1'-(8'-propenil)-fenoxi]-4-

hidroxi-5-hidroxibenzeno (XIV) obtido por CG-EM.
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Figura 110 — EM-IE do 1-[(7R)-hidroxi-8-propenil]-3-[3'-metoxi-1'-(8'-propenil)-fenoxi]-4,5-
dimetoxibenzeno (XV) obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor.



Tabela 18 — Compostos presentes nos EHF e EHG identificados por CG-EM.
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fr (min) Composto EHF EHG IS (%) IAca [Awo
23,37 Eugenol 13* (VII) Sim - 85 1360 1356
32,75 Espatulenol % (VIII) Sim - 89 1582 1577
32,99 Oxido de cariofileno >*(XI) Sim - 89 1589 1582
4535 Hexadecanoato de metila ' (X) Sim Sim 89 1927 1921
46,71 Acido palmitico '** (VI) Sim Sim 86 1967 1959
50,86 (9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato de metila 1>*(XI) Sim Sim 90 2098 2095
51,04 (9E)-octadec-9-enoato de metila ">4(XII) Sim Sim 90 2104 2110
51,83 Octadecanoato de metila '“*(XIII) - Sim 92 2131 2124
60,77 O-metildesidrodieugenol B (I)* Sim  Sim - 2428 -
63,20 Desidrodieugenol B (II)* Sim Sim - 2533 -
66,12 1-[(7R)-hidroxi-8-propenil]-3-[3'-metoxi-1'-(8'-propenil))fenoxi]-4-hidroxi-5-metoxibenzeno**(XIV) ~ Sim  — - 2637 -
66,74 1-[(7R)-hidroxi-8-propenil]-3-[3'-metoxi-1'-(8'-propenil )fenoxi]-4,5-dimetoxibenzeno**(XV) Sim - - 2658 -
77,57 B-Sitosterol (IIT) ' —  Sim 85 3164 3197

Nota: — nfo obtido, 7r: tempo de retencdo; IS: indice de similaridade; IA: indice aritimético; ! wyley7; 2 wiley229; 3 Nist08; ¢ Nist27; > Shim2205; * com base na massa e

fragmentos € RMN dos compostos isolados. ** com base na massa, literatura, fragmentagao e espectro de CG-EM dos compostos I e IT (SOUSA et al., 2017).

Fonte: o autor.
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Figura 111 — Estrutura quimica dos compostos identificados por CG-EM.
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Fonte: o autor.

Os compostos VII ao XIII identificados por CG-EM nao serdo discutidos, pois suas
estruturas foram confirmadas pelo IS, IA e pelo padrdo de fragmentacdo. Os compostos I, 11,
III e VI foram isolados dos extratos de E. paniculata e foram abordados com mais detalhes nos
topicos 5.2.1 ao 5.2.6 (RMN e CG-EM). Os compostos XIV e XV nao foram isolados e nem
identificados pelas bibliotecas Nist08, Wiley139, Wiley229, Shim2205 ¢ em bibliotecas

disponiveis na internet. Entretanto, os espectros de massas das neolignanas I e II possuem os
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mesmos padrdes de fragmentacdo dos compostos XV e XIV, sendo possivel sugerir que eles
sdo respectivamente as neolignanas 1-[(7R)-hidroxi-8-propenil]-3-[3'-metoxi-1'-(8'-propenil)-
fenoxi]-4,5-dimetoxibenzeno e 1-[(7R)-hidroxi-8-propenil]-3-[3'-hidroxi-1'-(8'-propenil))-fenoxi]-4-
hidroxi-5-hidroxibenzeno (DIAZ, GOTTLIEB, GOTTLIEB, 1980; COSTA-SILVA et al., 2015;
SOUSA et al., 2017). Além disso, na literatura ndo hé registros de andlises de CG-EM das
neolignanas XIV e XV, visto que foram isolados pela primeira vez em 2015 e 2017,
respectivamente. O indice aritmético (IA) calculado para XIV e XV foi de 2637 e 2658,
respectivamente. A proposta de mecanismos de fragmentacao para os principais ions fragmentos
de XIV e XV sdo mostrados na Figura 112 e Figura 113.

A comparagdo de XIV e XV mostrou um aumento de 14 u, o que indica que houve uma
troca de hidrogénio por CHs. Além disso, os espectros de massas das duas neolignanas apresentam
alguns sinais de mesmo m/z, como por exemplo 41, 77, 55,91, 103 e 133 em diferentes intensidades.

A neolignana XIV possui massa molar de 342 g mol™!' enquanto a II possui massa molar de
326 g mol™!, o que indica a troca de um hidrogénio por uma hidroxila (aumento de 16 u em relagéo
a II). Além disso, a maioria dos sinais dos espectros de massas das duas neolignanas siao
equivalentes, sendo que o pico base ¢ a massa molar do composto e outros 7 sinais (41, 77,91, 103,
117, 133, 148) aparecem nos dois espectros. Além disso, ambos sdo metabolitos especializados
derivados do eugenol (TEPONNO, KUSARI, SPITELLER, 2016; ZALESAK, BON,
POSPISIL, 2019).

O EM-IE de XIV apresentou um sinal de m/z 342 (100%) que foi atribuido ao ion
molecular, além de trés ions fragmentos intensos de m/z 55 (74%), 148 (54%) e 117 (38%)
(Figura 109). A Figura 112 ilustra as propostas de mecanismos de fragmentagao dos principais
ions fragmentos que aparecem no espectro de massas de XIV.

A neolignana XV possui massa molar de 356 g mol™', enquanto a I possui massa molar de
340 g mol™!, o que indica a troca de um hidrogénio por uma hidroxila (aumento de 16 u em relagéo
a I). Além disso, a maioria dos sinais dos espectros de massas das duas neolignanas sio
equivalentes, sendo que o pico base ¢ a massa molar do composto e outros 10 sinais (41, 79, 91,
103, 115, 131, 147, 161, 176, 284) aparecem nos dois espectros. Os sinais mais intensos no
cromatograma da neolignana XV (55, 153, 163) se deve a presencga da hidroxila no grupo propenil,
que esta ausente na I (Figura 113).

O EM-IE de XV apresentou um sinal de m/z 356 (100%, pico base) que foi atribuido ao
ion molecular, além de trés ions fragmentos intensos de m/z 55 (69%), 153 (24%) e 163 (21%)
(Figura 110). A Figura 113 ilustra as propostas de mecanismos de fragmentagao dos principais

ions fragmentos que aparecem no espectro de massas de XV.
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5.6 IDENTIFICACAO DOS ESTEROIDES POR CG-EM

A fracdo EFHCIFI foi submetida a analise por CG—EM, onde foi possivel verificar a presenca
de 3 picos com tempos de retengdes em 82,7 min, 84,2 min € 94,9 min (Figura 115) referentes
aos compostos 22,23-dihidrobrassicasterol (XVI), B-sitosterol (III) e estigmasterol (IV),
respectivamente (Figura 114). Os indices aritméticos (IA) calculado para estes compostos
foram de 3385, 3443 e 3547, respectivamente. O isolamento, identificag¢do e caracterizagao por
RMN dos compostos I1II e IV ja foram discutidos anteriormente. As diferengas nos tempos de
retengdes dos compostos III e IV em relagdo as andlises anteriores se deve a calibragem do
equipamento, ja que a andlise da fracdo EFHCIF1 foi realizada em data diferente e em
equipamentos diferentes em relacdo as analises realizadas na seccdo de isolamento destes
compostos. Entretanto, os espectros foram comparados e apresentam a mesma fragmentagao,
confirmando que os picos em 83,3 e 84,2 se referem ao composto II1.

O indice de similaridade obtido para os compostos III, IV e XVI foram de 96%, 91% e
86% respectivamente e os espectros de massas dos compostos foram comparados com os
espectros de massas disponiveis na literatura, ¢ com os de bibliotecas presentes no software
LabSolution-GCMS Solution (Nist27, Wiley7, Wiley139, Wiley229 e SHIM2205). Assim, foi
confirmada a presenga do [-sitosterol (III), do 22,23-dihidrobrassicasterol (XVI) e do
estigmasterol (IV) na fragdo EFHCI1F]1.

O espectro de massas do B-sitosterol (III) e do estigmasterol (IV) ja foram discutidos
anteriormente. O espectro de massas do 22,23-dihidrobrassicasterol (XVI) (Figura 116)
apresentou um sinal de m/z 400 (14%) que foi atribuido ao ion molecular, além de trés ions
fragmentos intensos de m/z 43 (100%), 81 (74%) e 105 (67%). O mecanismo de fragmentacao
do esteroide 22,23-dihidrobrassicasterol (XVI) € similar aos ja apresentados anteriormente para
o B-sitosterol (IIT) e do estigmasterol e ndo sera discutido. A estereoquimica destes compostos
foram atribuidas levando-se em consideragdo o fato deles serem alguns dos fitoesterdis mais

comuns encontrados em plantas (Moreau, Whitaker, Hicks, 2002).
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Figura 114 — Esteroides identificados por CG-EM.
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Figura 115 — Cromatograma da fragdo EFHC1F1 obtido CG-EM.
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Figura 116 — EM-IE do 22,23-dihidrobrassicasterol (XVI) obtido por CG-EM.
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5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, TEORES DE FENOIS TOTAIS, FLAVONOIDES E
PROANTOCIANIDINAS

5.7.1 Analise da atividade antioxidante

A determinagdo da atividade antioxidante dos extratos foi realizada por meio do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH®). Esse método consiste em avaliar a atividade
sequestradora do radical DPPH" de coloracdo purpura, que absorve em um comprimento de
onda de 516 nm. Na presen¢a de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R*), o DPPH" ¢
reduzido formando o 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloragdo amarela, com

consequente desaparecimento da banda de absorcio (Figura 117) (PEREZ, AGUILAR, 2013).

Figura 117 — Espectro de absor¢ao UV—Vis do radical DPPH e do DPPH exposto a uma
substancia oxidante (DPPH-H).
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Fonte: adaptado de Pérez, Aguilar (2013).

A reacdo de um composto fendlico (ArOH) com DPPH pode ocorrer de dois
mecanismos distintos, o de transferéncia de 4&tomos de hidrogénio (TAH) e o transferéncia de
elétrons (TE). No mecanismo TAH, o atomo de hidrogénio (H) do O-H transfere-se
diretamente do ArOH para o DPPH, formando DPPH-H. No mecanismo TE, o ArOH primeiro
perde um elétron para o DPPH, que aceita um elétron do ArOH para formar DPPH™ e em
seguida, o ArOH" desprotona para formar o radical fenoxil (ArO’). A Figura 118 ilustra a
comparagao entre os mecanismos de TE e TAH (LIU, 2010). Essas reagdes sao favorecidas

devido a estabilidade das estruturas de ressonancia do radical fenoxila (Figura 119). Assim, a
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partir dos resultados obtidos, foi determinado a porcentagem de atividade antioxidante
(quantidade de DPPH" consumida pelo antioxidante) ou sequestradora de radicais e/ou a

porcentagem de DPPH’ remanescente no meio reacional (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 118 — Mecanismo de reagdo dos compostos fenolicos com DPPH".
TH
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Fonte: adaptado de Liu (2010).

Figura 119 — Estruturas de ressonancia do radical fenoxila.
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Fonte: o autor.

Com os dados de porcentagem de atividade antioxidante, para cada concentragao, as
medidas de CEso, que representam a concentragdo da amostra necessaria para sequestrar 50%
dos radicais de DPPH, sdo calculadas através da regressdo linear da curva analitica do grafico
da porcentagem de DPPH" sequestrado apds 1 hora de reacdo versus as concentragdes dos
extratos. A Tabela 19 apresenta os valores de CEso da analise de sequestro do radical DPPH

para os extratos das folhas e galhos. Cabe ressaltar que quanto menor os valores de CEso, melhor
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a atividade antioxidante, pois ¢ necessaria uma concentra¢do menor de amostra para sequestrar

50% do radical DPPH.

Tabela 19 — Valores de CEso da analise da atividade antioxidante pelo método de sequestro do
radical DPPH dos extratos das folhas e galhos de E. paniculata.
Amostra (125 mg mL™") DPPH' (CEso, pg mL™)

EHF 833,88 + 21,03
EMF 352,05 + 6,56
EHG 715,01 + 25,13
EMG 257,23 + 5,09
Ac. Ascorbico 4,22+0,53

Fonte: o autor.

Com base nos dados obtidos foi possivel verificar que todos os extratos apresentaram
valores de CEso que variam de 257,23 a 833,88 pg mL™! para a atividade antioxidante pelo
método DPPH, sendo maior que o que o controle positivo (acido ascorbico) e o menor valor
obtido para o EMG. De modo geral, foi observado que os extratos em hexano apresentam
valores cerca de 2,5x maiores que os obtidos para os extratos em metanol. Além disso, os
extratos dos galhos apresentaram valores de CEso menores que os extratos das folhas.

As andlises de CLAE e CG—EM mostraram que os extratos em hexano, tanto das folhas
quanto dos galhos, apresentam em sua composicao os compostos I e II. A analise da estrutura
do composto I mostrou que este composto ndo tem hidroxilas e sendo assim, ndo possui
atividade antioxidante (CEso=2088 pg mL™). J4 o composto II possui uma hidroxila aromética
e a atividade antioxidante deste composto apresentou um CEso de 773 pg mL™". As analises de
CLAE-DAD mostraram que os extratos em metanol apresentaram diversos sinais com tempos
de reten¢do menores, indicando a presenga de compostos de maior polaridade (incluindo
compostos fendlicos) que as neolignanas dos extratos hexanicos. Assim, esses dados podem
justificar, em parte, os melhores resultados encontrados para a atividade antioxidante dos
extratos em metanol aos obtidos para os extratos em hexano.

Na literatura encontram-se outros extratos da mesma familia j4 avaliadas quanto a
atividade antioxidante, as quais apresentaram valores de CEso maiores que os obtidos para os
extratos metanolicos de E. paniculata. Por exemplo, os valores de CEso de extratos etanolicos
das folhas de outras espécies da familia das Lauraceae, como a Cinnamomum triplinerve

(447,56 + 50,22 pgmL™") (SILVA, PEZENTI, ABEL, YUNES, 2019) e Ocotea sp.
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(480 + 8 pg mL™") (TAFURT-GARCIA, JIMENEZ-VIDAL, CALVO-SALAMANCA, 2015),
mostraram que os valores determinados neste trabalho para os EMF e EMG sao melhores que
os obtidos por esses trabalhos, o que indica que os extratos metandlicos de E. paniculata
apresentam maiores atividades antioxidantes. Mesmo quando os valores de CEso obtidos para
os extratos metandlicos de E. paniculata sdo comparados ao extrato metandlico da Litsea
glaucescens (Lauraceae) (556,2 + 7,9 ng mL™") (TAPIA-TORRES et al., 2014) e ao extrato
aquoso da Persea americana (Lauraceae) (271-1618 ug mL™") (CASTRO-LOPEZ et al., 2019),
os valores da atividade antioxidante obtidos neste trabalho também sao menores, o que indica
que os extratos metandlicos de E. paniculata apresentam maiores atividades antioxidantes. Ja
para analises dos EHF e EHG, na literatura ndo ¢ muito comum encontrar atividade antioxidante
para extratos hexanicos, vistos que o procedimento experimental da atividade antioxidante ¢
realizado em metanol, o que leva a baixa solubilidade do extrato e isso implica em resultados

mais elevados de CEsop, como observado nas analises deste trabalho.

5.7.2  Analise do teor de fenois totais

Os compostos fendlicos geralmente estdo relacionados a diversas fungdes, tais como as
respostas de defesa na planta, a substancias atraentes para acelerar a polinizagdo, coloragdo para
camuflagem e defesa contra herbivoros, atividades antibacterianas e antifingicas, além de
inimeros beneficios para a saude. Muitos estudos relataram as vantagens de compostos
fendlicos como agentes antienvelhecimento, anti-inflamatodrio, antioxidante e antiproliferativo.
Os polifenois, especialmente flavonoides, acidos fendlicos e taninos, tém a importante
propriedade de inibir a a-glicosidase e a a-amilase, que sdo enzimas-chave e responsaveis pela
digestao dos carboidratos da dieta em glicose e estdo associadas a diabetes (LIN et al., 2016).

A quantificagdo de compostos fendlicos foi realizada por meio do RFC, que consiste de
uma mistura dos acidos fosfomolibdico [H3P(Mo030O10)4] e fosfotingstico [H3P(W3010)4], na
qual o molibdénio se encontra no estado de oxidagdo (VI) (cor amarela no complexo
Na;Mo004.2H>0), porém, em presenca de certos agentes redutores, como 0s compostos
fenolicos, formam-se complexos de molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW 1104 )*], em que a
média do estado de oxidagdo dos metais estd entre 5 (V) e 6 (VI) e cuja coloragdo permite a
determinagdo da concentragdo dos compostos redutores. A Figura 120 apresenta a
desprotonacdo do é4cido galico em meio basico, gerando os anions benzoatos. A partir dai,
ocorre uma reagdo de oxirredugdo entre o anion benzoato e o RFC, na qual, o molibdénio sofre

redugdo e o meio reacional muda de coloracao amarela para azul.
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Figura 120 — Reagao entre o acido galico e o ion molibdénio, componente do RFC.
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Fonte: o autor.

Os teores de fenois totais (Tabela 20) para os extratos das folhas e galhos de
E. paniculata foram calculados através da Equagdo 10, construida a partir dos dados do grafico
da absorbancia da reagdo entre o acido galico e o RFC versus concentragdao de acido galico,
sendo o resultado expresso em mg de equivalente de acido galico por g de extrato
(mg EAG gextrato_l).
y=0,0161x +0,0799 Equagdo 10

Onde y ¢ absorbancia e x a concentragio de acido galico (ug mL™).

Tabela 20 — Teores de fendis totais dos extratos das folhas e galhos de E. paniculata.

Amostra (125 mg mL™) Fenois totais (mg EAG Zextract )
EHF 122,12+ 1,74
EMF 275,00 £ 1,55
EHG 148,95 + 2,43
EMG 185,39 £ 2,65

Fonte: o autor.

Com base nos dados obtidos ¢ possivel verificar que todos os extratos apresentam
valores que variam de 122 a 275 mg EAG gexact | para os teores de fenois totais. Foi observado
que os extratos em hexano apresentam valores menores que os obtidos para os extratos em
metanol, o que era esperado pelo fato de compostos fenolicos serem extraidos melhores em

solventes mais polares por apresentam grupos polares, como a hidroxila. Além disso, o EHG
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apresentou teor de fenois totais maior do que o EHF, enquanto que o EMF apresentou teor de
fenois totais maior do que o EMG.

Na literatura encontramos outros extratos da mesma familia ja avaliadas quanto aos
teores de fenois totais. Por exemplo, no trabalho realizado por Libero, Oliveira, Truiti (2016)
com o extrato etanolico das folhas de E. paniculata, também foi observado que os
extratos/parti¢des mais polares foram aqueles que apresentaram os maiores teores de fendis
totais. Além disso, o extrato etanolico obtido por Libero, Oliveira, Truiti (2016) apresentou
280,42 £ 9,59 mg EAG gexiract ', similar ao EMF deste trabalho. Em comparagio com extratos
etanolico das folhas de outras espécies da familia das Lauraceae, como a Cinnamomum
triplinerve (8,08 £ 1,83 mg EAG gexiract ') (SILVA, PEZENTI, ABEL, YUNES, 2019) e Ocotea
sp. (85 £ 2 mg EAG gene') (TAFURT-GARCIA, JIMENEZ-VIDAL, CALVO-
SALAMANCA, 2015), os valores apresentados tanto pelo extrato hexanico quanto metandlico
das folhas e galhos da espécie E. paniculata foram maiores aos apresentados por essas outras
espécies. Os valores de teores de fendis totais apresentados pelos extratos da E. paniculata
também foram maiores que os obtidos para os extratos aquosos da Laurus nobilis (Lauraceae)
(59,85 £ 0,23 mg EAG gextract') (DUDONNE et al., 2009) e metandlico da Litsea glaucescens
(Lauraceae) (142,3 £ 0,7 mg EAG gexiract ') (TAPIA-TORRES et al., 2014).

5.7.3 Analise do teor de flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de compostos que apresentam um papel importante tanto
no mundo animal quanto vegetal, tais como defesa das plantas frente a radiagdo UV da luz solar
(absorvem radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel), fornecendo
uma barreira quimica de defesa contra microrganismos (bactérias, fungos e virus), insetos e
outros animais herbivoros, relacionamentos harmdnicos entre plantas e insetos (atraindo e
orientando esses animais até o néctar, contribuindo enormemente para a polinizagdo) e na saude
humana (foi demonstrado que individuos que ingerem maiores quantidades de flavonoides,
apresentam uma diminui¢do consideravel do risco de morte por acidentes cardiovasculares
como infarto do miocardio, trombose, derrame etc...) (MARCUCCI, WOISKY, SALATINO,
1998). Os flavonoides sdo caracterizados por apresentar em sua estrutura basica um anel
aromatico C6 (anel A) acoplado a um anel heterociclico benzopirano (anel C) e um anel

aromatico C6 (anel B) ligado ao anel benzopirano (Figura 121).
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Figura 121 — Estrutura basica de um flavonoide.
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Fonte: o autor.

A quantificacdo dos teores de flavonoides dos extratos foi realizada por meio do
reagente AICIz. Nessa metodologia, o cloreto de aluminio forma complexos estaveis com os
flavonoides, ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos
de onda e uma intensificacdo da absor¢dao. Dessa maneira, ¢ possivel determinar a quantidade
de flavonoides. A leitura ¢ feita em espectrofotdometro a 425 nm, utilizando-se cloreto de
aluminio a 2% em metanol. Nessas condigdes, o complexo flavonoide—Al absorve em
comprimento de onda bem maior do que o flavonoide sem a presenca do agente complexante.
A Figura 122 ilustra a formacdo do complexo flavonoide—Al com a quercetina (MARCUCCI,
WOISKY, SALATINO, 1998).

Figura 122 — Formagao do complexo quercetina—Al, em solugdo metandlica de cloreto de

aluminio.
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Fonte: adaptado de Marcucci, Woisky, Salatino (1998).

Os teores de flavonoides (Tabela 21) para os extratos das folhas e galhos de
E. paniculata foram calculados através da Equagdo 11, construida a partir dos dados do grafico
da absorbancia da reacdo entre a quercetina e o AICl3 versus a concentracdo de
quercetina, sendo o resultado expresso em mg de equivalente de quercetina por g de extrato
(mg EQ Eextrato™)-
y=0,0281x + 0,0373 Equagéo 11
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Onde y é absorbancia e x a concentragdo de quercetina (ug mL™).

Tabela 21 — Teores de flavonoides dos extratos das folhas e galhos de E. paniculata.

Amostra (250 mg mL™") Teor de flavonoides (mg EQ extrato ')

EHF 7,12+ 0,63
EMF 7,79 + 0,38
EHG 6,36+ 0,57
EMG 6,65 + 0,38

Fonte: o autor.

Com base nos dados obtidos ¢ possivel verificar que todos os extratos apresentam
valores que variam de 6,3 a 7,8 mg EQ gexrato ' para os teores de flavonoides. Foi observado
que os extratos das folhas apresentam valores relativamente maiores do que os obtidos para os
extratos dos galhos, sendo que o EMF apresentou o maior teor de flavonoides. Além disso, os
extratos em metanol apresentaram os maiores valores para os teores de flavonoides, o que era
esperado, visto que a classe de compostos dos flavonoides, apresentam em suas estruturas
diversos grupos polares e sdo extraidos melhor em solventes mais polares.

Na literatura encontramos outros extratos da mesma familia ja avaliadas quanto aos
teores de flavonoides. Por exemplo, os extratos hexanicos e metandlicos das folhas e galhos da
E. paniculata apresentaram valores maiores que o extrato etanolico das folhas da Cinnamomum

triplinerve (2,55 + 0,17 mg EQ gexao™) (SILVA, PEZENTI, ABEL, YUNES, 2019).

5.7.4 Anadlise do teor de proantocianidinas (taninos condensados)

As proantocianidinas (taninos condensados) desempenham um papel importante e t€ém
amplas aplicagdes, tais como diminui¢des no consumo de ragao, taxa de crescimento, eficiéncia
alimentar, energia metabolizavel liquida e digestibilidade proteica em animais experimentais,
além de possuir propriedade antioxidante, atividades antimicrobianas, acelerar a coagulacao
sanguinea, reduzir a pressdo sanguinea, diminui o nivel lipidico sérico e modular respostas
imunologicas, entre outras (BELE, JADHAV, KADAM, 2010).

As proantocianidinas sao um grupo de oligdmeros de polifenolfravan-3-ol e polimeros
conectados por ligacdes carbono-carbono entre subunidades de flavanol (SCHOFIELD,

MBUGUA, PELL, 2001).
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A quantificacdo do teor de proantocianidinas foi realizada em meio 4cido por meio do
reagente vanilina. Nessa metodologia, a vanilina em meio 4cido reage com um monomero do

tanino através de uma reacao de substitui¢cdo eletrofilica aromatica (Figura 123).

Figura 123 — Mecanismo de reac@o entre a vanilina e um tanino condensado em meio acido.

H,CO
H /\ HO
H,CO. . % o
) +H
—_—

HO

Sm = subunidades do monémero

Fonte: adaptado de Schofield, Mbugua, Pell (2001).



201

Os teores de proantocianidinas (Tabela 22) para os extratos das folhas e galhos de

E. paniculata foram calculados através da Equagdo 12, construida a partir dos dados do grafico

da absorbancia da reagdo entre catequina e a vanilina versus a concentracao de catequina, sendo
o resultado expresso em mg de equivalente de catequina por g de extrato (mg EC Zextrato ).
y=0,0353x +0,1061 Equacdo 12

Onde y é absorbéncia e x a concentracdo de catequina (ug mL™).

Tabela 22 — Teores de proantocianidinas dos extratos das folhas e galhos de E. paniculata.

Amostra (500 mg mL™!)  Teor de proantocianidinas (mg EC gextract ™)

EHF 19,67 £ 0,10
EMF 10,00 + 0,40
EHG 16,58 + 0,40
EMG 9,93 0,20

Fonte: o autor.

Com base nos dados obtidos ¢ possivel verificar que todos os extratos apresentaram
valores que variam de 9,9 a 19,8 mg EC gextract ' para o teor de proantocianidinas. Foi observado
um comportamento oposto aos resultados obtidos para os fendis e flavonoides. Aqui, os extratos
em hexano apresentaram maiores teores de proantocianidinas do que os extratos em metanol.
Provavelmente, isto pode ser devido ao fato dos extratos possuirem proantocianidinas menos
polares e, assim, foram extraidos ja na fase hexanica. Além disso, os extratos das folhas
apresentaram valores maiores para os teores de proantocianidinas do que os extratos dos galhos,
sendo que o EHF apresentou o maior valor entre os extratos.

Na literatura encontramos outros extratos ja avaliadas quanto aos teores de
proantocianidinas. Por exemplo, o extrato etanolico das folhas de Cinnamomum triplinerve
(4,60 £ 0,89 mg EC gexiract ') (SILVA, PEZENTI, ABEL, YUNES, 2019), apresentou valores
menores de teores de proantocianidinas do que os extratos hexanicos e metandlicos das folhas

e galhos da E. paniculata.
5.7.5 Anadlise estatistica
A comparagdo entre os resultados obtidos das andlises de atividade antioxidante (AA),

proantocianidinas (TP), teores de fenois (TPC) e flavonoides (TF), foram realizadas utilizando

o coeficiente de correlagdo pelo método de Pearson usando o programa GraphPad Prism. A
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Tabela 25 mostra esses dados agrupados para melhor comparagdo. A Figura 124 apresenta esses

dados agrupados para melhor comparacao.

Tabela 23 — Resultados de atividade antioxidante, fendis totais, proantocianidinas e

flavonoides agrupados.

Amostra AA TP TPC TF
(ng mL™) (mg EQ gextrato ') (Mg EAG gextract™) (g EC gextract™)
EHF 833,88 +21,03 19,67 + 0,10 122,12 + 1,74 7,12 + 0,63
EMF 352,05+ 6,56 10,00 + 0,40 275,00 + 1,55 7,79 + 0,38
EHG 715,01 +25,13 16,58 + 0,40 148,95 + 2,43 6,36 + 0,57
EMG 257,23 45,09 9,93 + 0,20 185,39 + 2,65 6,65 + 0,38

Nota: AA: atividade antioxidante; TPC: fendis totais; TF: flavonoides; TP: proantocianidinas.

Fonte: o autor.

Figura 124 — Coeficiente de correlacao entre os AA, fenois totais (TPC), flavonoides (TF) e

proantocianidinas (TP) dos extratos de E. paniculata.

TE-TP B 02918
TPC-TP I -0.8308
TPC-TF I 0.689
AA-TP I 0.9875
AA-TF B -0.2385
AA-TPC I 0.7514
-1 -0.5 0 0.5 1 15

Coeficiente de Correlacdo

Nota: AA: atividade antioxidante; TPC: fendis totais; TF: flavonoides; TP: proantocianidinas.

Fonte: o autor.

Foi observada uma correlagao positiva entre as analises de TPC-TF, ou seja, o extrato
que apresentou maior teor de fendis totais também apresentou o maior teor de flavonoides.
Também foi observado correlagdo positiva entre as andlises de AA-TP, isso significa que os
extratos que tiveram os maiores valores de CEso para a atividade antioxidante, também
apresentaram os maiores teores de proantocianidinas. Assim, quanto menor a atividade
antioxidante, maior o teor de proantocianidinas, visto que quanto maior o CEso, menor a

atividade antioxidante.
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Foi observada uma correlagdo negativa entre as analises de TPC-TP, ou seja, o extrato
que apresentou maior teor de fendis totais apresentou o menor teor de proantocianidinas.
Também foi observado correlagdo negativa entre as analises de AA-TPC, isso significa que os
extratos que tiveram os menores valores de CEso para a atividade antioxidante apresentaram os
maiores teores de fenois totais, ou seja, quanto maior a atividade antioxidante maior o teor de

fendis totais.

5.8 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIDIABETICA

5.8.1 Atividade inibitoria da glicag¢do

Os ensaios de inibi¢ao da atividade de glicagcdo foram realizados com as neolignanas
O-metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II). Os produtos finais da glicagdo
avancada (AGEs) constituem grande variedade de compostos formados a partir de interagdes
amino-carbonila, de natureza ndo-enzimatica, entre acgtcares redutores ou lipideos oxidados e
proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucléicos (MONNIER, 2003). Neste teste, a glicose
reage com a proteina da albumina sérica bovina para formar um AGE, como ilustrado na Figura
125. Na etapa inicial da glicagdo, o grupo carbonila da glicose se liga a proteina para formar
um intermedidrio conhecido como base de Schiff (imina, ou seja, uma ligagdo dupla carbono-
nitrogénio), que sao instaveis e reversiveis. Em seguida, a base de Schiff, ap6s desidratagdo e
rearranjo de Amadori, ¢ convertida em produto de Amadori, mais estaveis. Finalmente, apos
desidratacdo, oxida¢do e rearranjo, os produtos de Amadori formam um intermediario
dicarbonil (1,4-desoxiglucosona ligada a proteina) e produzem os AGEs, compostos estaveis e
irreversiveis, como carboximetilisina (CML) e imidazolina com ligagdes cruzadas com

proteinas (PEYROUX, STERNBERG, 2006; KHANGHOLI et al., 2016).
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Desse modo, os compostos foram avaliados frente a esta atividade inibitoria, devido a
necessidade de encontrar compostos que inibem a formagao de AGEs, visto que na glicagdo, a
ligagdo nao enzimdatica da glicose aos grupos amino livres de um aminoacido, produz
compostos heterogéneos irreversiveis (AGEs) e esses produtos desempenham um papel
significativo nas complicacdes da diabetes, como aterosclerose, retinopatia diabética,
nefropatia, neuropatia e cicatrizacao de feridas (CHINCHANSURE, KORWAR, KULKARNI,
JOSHI, 2015; KHANGHOLI et al., 2016). Na Tabela 24 encontram-se os resultados do

percentual de inibicdo dos compostos juntamente com o controle positivo (quercetina).

Tabela 24 — Percentual de inibi¢ao da atividade de glicagdo dos compostos I e II isolados dos

galhos de E. paniculata.

Composto (25 pg mL™) % de inibicdo

I 34,54+ 1,11
1I 25,75+ 1,36
Quercetina 97,50 £ 0,71

Nota: —: ndo obtido.

Fonte: o autor.

Os resultados apresentados na Tabela 24 mostram que o composto I apresentou melhor
valor de percentual de inibi¢do da glicacdo (34,54%) quando comparado ao composto I, porém
inferior ao apresentado pela quercetina (97,50%), composto usado como controle. Como a
porcentagem de inibi¢do foi inferior a 50%, ndo foi realizado ensaios para a determinacao do
Cls0, que corresponde a concentracdo necessdria para inibir 50% da atividade enzimatica.
Assim, os resultados demonstram que os compostos ndo apresentam atividade inibitoria de
glicacdo promissora frente a atividade de glicagao.

Na literatura encontramos outras neolignanas e fenilpropanoides ja avaliadas quanto ao
potencial de inibicdo de formacdo de AGEs, as quais também apresentam baixos percentuais
de inibi¢do. Por exemplo, o composto pomegralignan, uma neolignana isolada das sementes de
roma (Punica granatum L., Lythraceae) apresentou baixos valores de inibi¢ao da atividade de
glicacdo (ClIso > 20) (ITO et al., 2014). O composto eugenol, um fenilpropanoide com
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, cardiovasculares, analgésica e anestésica
apresentou 58% de inibi¢ao da atividade de glicagdo (PRAMOD, ANSARI, ALI, 2010; SINGH
et al., 2016), abaixo do padrdo de quercetina (97%).
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5.8.2  Atividade inibitoria da o-glicosidase
Os ensaios in vitro de inibi¢ao da atividade da a-glicosidase foram realizados com I e
I1. Neste teste, o substrato p-NFG ¢ hidrolisado a D-glicose e p-nitrofenol (p-NF), de acordo

com a Figura 126 (AIN et al., 2017).

Figura 126 — Reacdo da hidrolise do p-NFG pela a-glicosidase.

CH,OH CH,OH
O alfa-glicosidase 0
OH » (OH OH + »—|o~<j>—No2
OH OON% OH
p-NFG D-glicose p-NF

Fonte: adaptado de Ain e colaboradores (2017).

Os mecanismos desta reacao podem ser essencialmente diferentes um do outro, com ou
sem reten¢do de configuracdo. No primeiro, como mostrado na Figura 127A, os dois grupos
ionizéveis cataliticos de um carboxil (-COOH) e um carboxilato (—COQ"), clivam a ligacao
glicosidica cooperativamente, por ataques eletrofilicos e nucleofilicos diretos contra atomos de
oxigénio glicosil e carbono anomérico, respectivamente, resultando em um complexo covalente
de B-glicosil-enzima, envolvendo inversdo de configuracdo. Posteriormente, a ligacdo
B-carboxilacetal ¢ substituida pelo ion hidroxila da 4gua para interromper a hidroélise, retendo a
configuragdo inicial do anomero. No segundo mecanismo, como mostrado na Figura 127B, um
carboxil novamente cliva a ligacdo [B-carboxilacetal, voltando a configuragdo inicial do
anomero. Posteriormente, a ligacdo a-carboxilacetal ¢ substituida pelo ion hidroxila, resultando

em uma inversao de configuracdo (CHIBA, 1997).
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Desse modo, os compostos foram avaliados frente a esta atividade inibitoria, devida a
necessidade de encontrar compostos que inibem a a-glicosidase para auxiliar no tratamento da
diabetes, levando a uma diminuicao da glicemia ap6s a ingestdo de uma dieta rica em glicose.
Na Tabela 25 encontram-se os resultados do percentual de inibicdo dos compostos, juntamente

com o controle positivo (Acarbose).

Tabela 25 — Percentual de inibi¢do da a-glicosidase dos compostos I e Il isolados dos galhos

de E. paniculata.

Composto (25 pg mL™) % de inibigdo

I 14,85 £ 7,99
11 17,45+ 1,34
Acarbose 74,40 + 0,85

Fonte: o autor.

Os resultados apresentados na Tabela 25 mostram que o composto II apresentou melhor
valor de percentual de inibicdo da a-glicosidase (17,45%) quando comparado ao composto I,
porém inferior ao apresentado pela Acarbose (74,45%), composto usado como controle. Como
a porcentagem de inibicao foi inferior a 50%, ndo foi realizado testes para a determinag¢do do
Clso. Assim, os resultados demonstram que os compostos ndo apresentam atividade inibitoria
promissora frente a enzima a-glicosidase.

Na literatura outras neolignanas ja avaliadas quanto ao potencial de inibicdo da
a-glicosidase, apresentaram resultados promissores. Os compostos rebaneolignano A e
rebaneolignano B isolados dos extratos do caule de Mangifera reba (Anacardiaceae), por
exemplo, possuem atividade inibidora potente, com valores de Clso variando de 28,5 a
162,8 uM, menores do que a acarbose (Clso = 214,5 uM) (DUONG et al., 2017).

Em um outro estudo, uma série de 12 compostos inspirados em neolignanas também
foram avaliados e apresentaram resultados muito promissores (Clso = 0,15 a 4,1 uM), onde os
compostos utilizados como controle positivo foram a acarbose (Clso =269,9 uM) e a quercetina
(Clso = 14,2 uM) (PULVIRENTTI et al., 2017). No entanto, a baccalignana, uma neolignana
isolada da Taxus baccata nao apresentou atividade inibitoria satisfatoria para a enzima
a-glicosidase (LEI et al., 2018), assim como I e II. Importante observar que os valores de Clso
variam de acordo com a metodologia utilizada, por isso ¢ importante a comparacao dos Clso

dos compostos e controles utilizando a mesma metodologia.
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5.8.3 Atividade inibitoria da lipase pancredtica

Os ensaios de inibicdo da atividade da lipase pancredtica foram realizados com os
compostos O-metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II). Nesse método, a atividade
de lipase ¢ determinada pela medi¢ao da formagao do substrato p-nitrofenol (p-NF, de coloracao
amarela), como resultado da hidrolise enzimatica do p-NFP. O mecanismo desta reagdo esta

ilustrado na Figura 128 (SILVA, CARMONA-RIBEIRO, PETRI, 2014).

Figura 128 — Mecanismo da reagdo enzimatica do p-NFP catalisada pela lipase.

OJ\/\CH3 OH

0
LIPASE
—_— S .
Tris-HCI ?
NO, 0,050 mol L™’ NO, Acido butanoico
p-NFP p-NF

Fonte: adaptado de Silva, Carmona-Ribeiro, Petri (2014).

Desse modo, os compostos foram avaliados frente a esta atividade inibitoria, devida a
necessidade de encontrar compostos que atuem como agentes antiobesidade, sendo que a
prevaléncia da obesidade estd aumentando a um ritmo alarmante e poucos medicamentos para
o tratamento estdo atualmente disponiveis no mercado (SOUZA, PEREIRA, SOUZA,
SANTOS, 2012). Na Tabela 26 encontram-se os resultados do percentual de inibicdo e dos

compostos juntamente com o controle positivo (Orlistat), além do Clso de I e do Orlistat.

Tabela 26 — Percentual de inibi¢cdo e Clso da lipase pancreatica dos compostos I e II isolados

dos galhos de E. paniculata.

Composto (25 pg mL™) % de inibicdo Clso (uM)
I 55,45+ 1,91 201,67 +£21,39
11 39,40 + 0,70 —
Orlistat 97,00 + 4,24 0,34 £ 0,10

Nota: — ndo obtido.

Fonte: o autor.

Os resultados apresentados na Tabela 26 mostram que o composto I apresentou melhor

valor de percentual de inibi¢do da lipase pancredtica (55,45%) quando comparado ao composto
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I1, porém inferior ao apresentado pelo orlistat, composto usado como controle (97,00%). Como
o composto II apresentou porcentagem de inibi¢do inferior a 50%, nao foi realizado testes para
a determinacao do Clso. Assim, os resultados demonstram que os compostos ndo apresentam
atividade inibitoria promissora frente a enzima da lipase pancreéatica.

Na literatura encontramos outras neolignanas que ndo apresentaram atividade
promissora quanto ao potencial de inibi¢ao da lipase pancreatica. Por exemplo, os compostos
magnotriol A e magnaldeido B isolados das cascas de Magnoliae officinalis L. (Magnoliaceae)
apresentaram valores de Clso de 213,03 e 96,96 uM, respectivamente (WANG et al., 2015),
sendo obtido resultados melhores neste trabalho para as neolignanas I e II. Ja alguns
fenilpropanoides, como o acteosideo, lipedosideo A-I e osmanthusideo B (Clso = 2 a 20 uM)
isolados do extrato etandlico das folhas de Ligustrum purpurascens (Oleaceae), apresentaram

inibicado moderada da lipase pancreatica (WU et al., 2014; FAN et al., 2015).

5.9 DOCKING MOLECULAR

5.9.1 Analise da inibicdo da enzima Cox-1

Nesta etapa do trabalho foram realizados calculos de docking molecular para avaliar a
inibicdo da enzima Cox-1 pelos compostos I e II. Assim foi selecionado um modelo
cocristalizado de diclofenaco (codigo PDB: 3N8Y), para validar e comparar os resultados
obtidos com as neolignanas I e II, ibuprofeno e celecoxibe.

Para a validagdo do protocolo realizado no docking molecular, o re-docking do
diclofenaco foi realizado usando o software AutoDock4 para validar as relagdes estrutura-
atividade e usando o valor do RMSD (desvio quadratico médio) para analisar a precisdo dos
resultados. Para ser considerado um docking valido, os valores RMSD devem permanecer na
faixa de 0-2 A (THOMSEN, CHRISTENSEN, 2006). Como observado, o valor de RMSD foi
de 0,35 A. Este resultado foi confirmado pela sobreposi¢io do diclofenaco cocristalizado com

a melhor conformagao apos o re-docking (Figura 129).
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Figura 129 — Sobreposi¢do do diclofenaco cocristalizado com a melhor conformagao apos o

re-docking.

Nota: Amarelo: diclofenaco cocristalizado, Azul: melhor conformagéo do diclofenaco apds o re-docking.

Fonte: o autor.

Para realizar as comparacdes dos resultados, foram considerados como residuos
essenciais (Val349, Tyr385, Trp387, I1e523, Ser530), aqueles que fazem interagdes com o
composto cocristalizado de diclofenaco, os quais podem ser visualizados nos diagramas
disponiveis no PDB. Em particular, foi verificado que I possui energia de interagdo maior que
a de II, mas ambos valores sao comparaveis aos calculados para o diclofenaco e bem superiores
ao calculado para o ibuprofeno, mostrando que as neolignanas possuem alta afinidade com a
enzima. Além disso, o celecoxibe mostrou ser o ligante com a energia de interagdo mais
favoravel.

A Tabela 27 resume os valores das energias livres calculadas dos farmacos e dos
compostos I e I, o nimero de interagdes essenciais, o nimero total de interagdes com o sitio
ativo, a constante de inibigcdo calculada e o Cls, dos fArmacos. Foi observado que os valores da
constante de inibi¢do calculados seguem a sequéncia ibuprofeno > diclofenaco > celecoxibe,
enquanto os Clso seguem a sequéncia celecoxibe > ibuprofeno > diclofenaco. Além disso, os
resultados mostraram que todos os compostos apresentam interagdes intermoleculares de
hidrogénio (verde) e interagdes hidrofobicas (rosa), as quais podem ser visualizadas nos

diagramas de interagdes 2D.
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Tabela 27 — Resultados do docking molecular entre os compostos I e II e a enzima Cox-1.

Score do docking ' Interacdes com
Compostos Ki* (uM) o Clso® (uM)
(kcal mol™") o sitio ativo

I -8,36 0,739 10 -

II 8,17 1,03 12 -
Celecoxibe -9,23 0,172 7 15
Diclofenaco -8,29 0,837 8 1,57
Ibuprofeno -6,99 7,54 7 4,88

Nota: *Constante de inibi¢io estimada, Pvalores experimentais (CARVALHO, CARVALHO, RIOS-SANTOS, 2004).

Fonte: o autor.

A conformagdo de energia mais favoravel do diclofenaco (Figura 130) mostrou que
ocorrem interagdes com todos os cinco residuos essenciais além de interacdoes com outros trés

residuos ndo essenciais (Ser353, Leu352, Phe518), evidenciando que o modelo foi valido.

Figura 130 — Diagramas de interagdes 3D e 2D entre os residuos do sitio ativo da enzima

Cox-1 e o diclofenaco.

SER
A:353
a
SER
A:530
0
VAL
A:349
LEU
A:352
TRP
TYR PHE !
A:385  A518 A:387

I conventional Hydrogen Bond
Halogen (Cl, Br, I)

] Ay
[ PirAlkyl

Nota: Os atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.

A conformagdo de energia mais favoravel do celecoxibe (Figura 131) mostrou que
ocorrem interagdes com dois residuos essenciais, além de interagcdes com outros cinco residuos
nao essenciais (His90, Leu352, His513, Phe518, Ala527) do sitio ativo da Cox-1. A

conformac¢do de energia mais favoravel do ibuprofeno (Figura 132) mostrou que ocorre uma
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interagdo com um residuo essencial além de outras seis interagdes com residuos ndo essenciais

(Met113, Valll6, Tyr355, Leu359, Leu531, Val349).

Figura 131 — Diagramas de interagdes 3D e 2D entre os residuos do sitio ativo da enzima

Cox-1 e o celecoxibe.
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Nota: Os dtomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.

Figura 132 — Diagramas de interagdes 3D e 2D entre os residuos do sitio ativo da enzima

Cox-1 e o ibuprofeno.
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Nota: Os atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.

A conformacdo de energia mais favoravel do composto I (Figura 133) mostrou que
ocorrem interagdes com trés residuos essenciais (Val349, Tyr385 e [1e523) além de outras sete

interagdes com residuos ndo essenciais (His90, Phe205, Leu352, Tyr355, Phe381, Gly526,
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Ala527). A conformagdo de energia mais favoravel do composto II (Figura 134) mostrou que
ocorrem interagdes com trés residuos essenciais (Val349, Trp387 e Ser530) além de outras nove
interacdes com residuos nao essenciais. O residuo Gly526 faz ligacao de hidrogénio com o
atomo de oxigénio do grupo metoxi do composto I. Essa interagdo adicional pode justificar a
maior inibi¢do da enzima Cox-1 em relagdo ao composto II, visto que ocorrem mais interagdes

hidrofobicas neste composto em relagdo ao composto 1.

Figura 133 — Diagramas de interacdes 3D e 2D entre residuos do sitio ativo do receptor Cox-1

e o composto I.
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Nota: Os atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.

Figura 134 — Diagramas de interagdes 3D e 2D entre residuos do sitio ativo do receptor Cox-1

e o composto II.
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Nota: Os atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.
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Portanto, os resultados de docking molecular sugerem que os compostos I e II sdo
capazes de inibir a enzima Cox-1, além de ocorrer padrdoes de interacdes promissores

comparaveis aos medicamentos estudados.

5.9.2 Analise da inibicdo da enzima Cox-2

Nesta etapa do trabalho foram realizados calculos de docking molecular para avaliar da
inibicdo da enzima Cox-2 pelos compostos I e II. Assim foi selecionado um modelo
cocristalizado de celecoxibe (codigo PDB: 3NL1) para validar e comparar os resultados obtidos
com as dos compostos I, II, ibuprofeno e diclofenaco.

Para a validagdo do protocolo realizado no docking molecular, o re-docking do
diclofenaco foi realizado usando o software AutoDock4 para validar as relagdes estrutura-
atividade e usando o valor do RMSD (desvio quadratico médio) para analisar a precisdo dos
resultados. Para ser considerado um docking valido, os valores RMSD devem permanecer na
faixa de 0-2 A (THOMSEN, CHRISTENSEN, 2006). Como observado, o valor de RMSD foi
de 0,31 A. Este resultado foi confirmado pela sobreposi¢io do diclofenaco cocristalizado com

a melhor conformagao apos o re-docking (Figura 129).

Figura 135 — Sobreposi¢do do diclofenaco cocristalizado com a melhor conformagao apos o

re-docking.

Nota: Amarelo: diclofenaco cocristalizado, Azul: melhor conformacao do diclofenaco apos o re-docking.

Fonte: o autor.
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Para realizar as comparagdes dos resultados, foram considerados como residuos
essenciais (Leu338, Ser339, Val509, Gly512, Ala513) aqueles que fazem interagdes com o
composto cocristalizado de celecoxibe, os quais podem ser visualizados nos diagramas
disponiveis no PDB. Em particular, foi verificado que os compostos I e II possuem energias de
interagdes praticamente iguais, mas apresentam valores superiores aos dos medicamentos
ibuprofeno e diclofenaco, mostrando que os mesmos possuem alta afinidade com a enzima Cox-
2.

A Tabela 28 resume os valores das energias livres calculadas dos farmacos e dos
compostos I e II, o numero de interagdes essenciais, o numero total de interagcdes com o sitio
ativo, a constante de inibicao calculada e o Cls, dos farmacos. Foi observado que os valores da
constante de inibicao calculados e o Clso dos farmacos seguem o mesmo padrao (ibuprofeno >
diclofenaco > celecoxibe). Além disso, o celecoxibe mostrou ser o ligante com a energia de
interagdo mais favoravel, enquanto o ibuprofeno apresentou a energia menos favoravel em
comparagdo com 0s outros compostos. Nos diagramas de interagdes 2D, ¢ possivel observar
interacdes de hidrogénio (verde), dipolo-dipolo (azul), hidrofobicas (rosa) e eletrostaticas

(laranja).

Tabela 28 — Resultados do docking molecular entre os compostos I e II e a enzima Cox-2.

Score do docking ' Interagdes com
Compostos Ki* (uM) o Clso® (uM)
(kcal mol™") o sitio ativo

I -8,47 0,613 10 —

II 8,48 0,611 10 —
Celecoxibe —-10,44 0,022 12 0,04
Diclofenaco —7,60 2,68 7 1,1
Ibuprofeno -6,99 7,53 5 22,4

Nota: *Constante de inibi¢do calculada, ®valores experimentais (CARVALHO, CARVALHO, RIOS-SANTOS, 2004).

Fonte: o autor.

Os estudos de docking mostraram que todos os compostos apresentam diferentes
interagdes com os residuos de aminoacidos do sitio ativo, mas em todos foi verificado a
presenca de interagdes de hidrogénio e hidrofobicas. A Figura 136 apresenta a conformacao de
energia mais favoravel do celecoxibe com os residuos de aminoacidos. Foi observado que
ocorrem interagdes com todos os cinco residuos essenciais, além de interacdes com outros sete

residuos ndo essenciais (GInl178, Val335, Leu370, Trp373, Arg499, Met508, Phe504). Em
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particular, os residuos GIn178, Phe504, Ser339 e Arg499 fazem ligag¢des de hidrogénio com o

celecoxibe.

Figura 136 — Diagramas de interacdes 3D e 2D entre os residuos do sitio ativo da enzima

Cox-2 e o celecoxibe.
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Nota: Os atomos de hidrogénio nao polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.

As conformacgdes de energia mais favoraveis do diclofenaco e do ibuprofeno (Figura
137 e Figura 138) mostraram que esses medicamentos realizam poucas interagcdes com residuos
essenciais (Val509, Gly512, Ala513 para o diclofenaco e Leu338, Val509 para o ibuprofeno),
no entanto ocorrem outras interacdes entre o diclofenaco e ibuprofeno com residuos nao
essenciais (Argl06, Val335, Phe504, Met508 e His75, Val335, Arg499, respectivamente). Foi
observado que mesmo estes compostos fazendo interagdes eletrostaticas com residuos do sitio
ativo, essas interacdes ndo contribuem suficientemente para compensar a falta das outras
interagdes essenciais e, deste modo, as energias de interagdes sdo relativamente menores em

comparacao com a do celecoxibe e dos compostos I e II.
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Figura 137 — Diagramas de interagdes 3D e 2D entre os residuos do sitio ativo da enzima

Cox-2 e o diclofenaco.
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Nota: Os atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.

Figura 138 — Diagramas de interagdes 3D e 2D entre os residuos do sitio ativo da enzima

.

Cox-2 e o Ibuprofeno.
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Nota: Os atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.

A conformacao de energia mais favoravel do composto I (Figura 139) mostrou quatro
interacdes com residuos essenciais (Ser339, Val509, Gly512 e Ala513). Além disso, ocorrem
interagdes com outros seis residuos ndo essenciais (Val335, Leu370, Tyr371, Trp373, Arg499,
Ala502). A conformagdo de energia mais favoravel do composto II (Figura 140) mostrou que
ocorrem interagdes com dois residuos essenciais (Val509 e Ala513) e outras oito interagdes

com residuos nao essenciais (Tyr341, Phe367, Tyr371, Argd99, Ala502, I1e503, Phe504,
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Glu510). O nimero menor de interagdes esséncias presentes no composto Il pode ser a causa
de este apresentar energia de interagdo relativamente inferior ao composto I. Além disso, os
residuos Tyr341, Arg499 e Glu510 fazem interagdes intermoleculares de hidrogénio (C—H---O
e O—H---O) com os grupos metoxi e¢ hidroxi do composto II enquanto os residuos Val335 e
Ala513 fazem interagdo intermoleculares de hidrogénio (C—H:--O) com os grupos metoxi do
composto I. Essas interacdes mais fortes podem justificar a maior afinidade da enzima Cox-2

pelos compostos I e II, em relagao ao diclofenaco e o ibuprofeno.

Figura 139 — Diagramas de interagdes 3D e 2D entre residuos do sitio ativo do receptor Cox-2

e o composto I.
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Nota: Os atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.

Figura 140 — Diagramas de interacdes 3D e 2D entre residuos do sitio ativo do receptor Cox-2

e o composto II.

ARG
A:499
Phe367
71 TR, VAL
A:341 . A:509
\ 3
; r TYR
L Bt GLU :
P Ao ASTL
H
ALA =
A:502
o
PHE
A:504 PHE
o A:367
ILE ALA
A:503 A:513
[ conventional Hydregen Bond
[ Ak
[ Pi-Alkyl

Nota: Os atomos de hidrogénio ndo polares foram omitidos para maior clareza.

Fonte: o autor.



220

Assim, os resultados de docking molecular mostraram que as neolignanas I e II inibem
o sitio ativo da Cox-2 de forma mais eficiente que o diclofenaco e o ibuprofeno, além de
apresentar valores de Ki inferiores. Portanto, os resultados deste estudo indicam que os
compostos I e II apresentam alta afinidade pela enzima Cox-2, além de padrdes de interacdes
promissores comparaveis aos medicamentos estudados.

Por fim, os resultados dos estudos de docking molecular sugerem que os compostos I e
IT possam apresentar atividade anti-inflamatéria e serem bons candidatos a estudos in vivo

devido aos resultados promissores aqui apresentados.

510 ANALISE IN SILICO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS DO
O-METILDESIDRODIEUGENOL B (I) E DESIDRODIEUGENOL B (II)

A predi¢do in silico dos parametros moleculares fisico-quimicos, biodisponibilidade e
farmacocinética, sdo etapas importantes do ponto de vista da descoberta de farmacos
(KRAMER, WUNDERLI-ALLENSPACH, 2001; NEERVANNAN, 2006). Nesse sentido, as
propriedades do ADME (absor¢ao, distribui¢do, metabolismo e excre¢dao) que determinam o
acesso do medicamento potencial ao alvo ou sua eliminag¢do pelo organismo, sdo necessarios
na fase inicial do processo de descoberta do medicamento, e tém um papel fundamental neste
processo (DOOGUE, POLASEK, 2013). Assim, neste trabalho, foi realizado um estudo
in silico para verificar na teoria a biodisponibilidade oral, solubilidade, absorcao e distribui¢ao
in vivo do O-metildesidrodieugenol B (I) e do desidrodieugenol B (II). De acordo com os
valores dos parametros fisico-quimicos apresentados na Tabela 29, calculados por meio do
programa online SwissADME, foi possivel prever se estes compostos poderiam ser
desenvolvidos como medicamentos, com base nas regras de Lipinski, Ghose, Veber e Egan.
Para Lipinski, os farmacos devem ter massa molar < 500, coeficiente de particdo entre
n-octanol/agua <5, nimero de doadores de ligagdo <5 e numero de aceitadores de ligagdo < 10.
Para Ghose, o farmaco deve apresentar massa molar entre 180 e 480, numero de dtomos entre
20 e 70; refratividade molar entre 40 e 130 e coeficiente de parti¢do entre n-octanol/agua entre
—0,4 e 5,6. Para Veber, o farmaco deve apresentar nimero de ligagdes giratorias < 10 e area de
superficie polar topologica < 140 A2 Para Egan o farmaco deve apresentar coeficiente de

parti¢io entre n-octanol/agua < 5,88 e 4rea de superficie polar topoldgica < 131,6 A2



221

Tabela 29 — Estudos in silico dos parametros de Lipinski, Ghose, Veber e Egan.

Parametros O-metildesidrodieugenol B (I)  Desidrodieugenol B (II)

Propriedades fisico-quimicas

Formula molecular C21H2404 C20H2204
Massa molecular 340,41 g mol™! 326,39 g mol™
Num. Atomos pesados 25 24
Fragdo de Csp’ 0,24 0,20
Num.. de ,llgagées 9 g
giratorias
Num. Lig. H doadores 4 4
Num. De H aceptores 0 1
Refratividade molar 100,65 96,18
TPSA'! 36,92 A? 47,92 A?
Lipofilicidade
Consenso % Log Por’ 4,75 4,44
Solubilidade em agua
Log S (Ali) —6,04 593
Classe 4 Pouco Moderado
Regras
Lipinski Sim Sim
Ghose ¢ Sim Sim
Veber ’ Sim Sim
Egan 8 Sim Sim
Pontuagao de
0,55 0,55

biodisponibilidade °

Nota: ' TPSA: Area de superficie polar topologica; > Log de consenso Poy = média de todas as cinco previsdes; >
Log P, = coeficiente de parti¢do entre n-octanol/dgua; # Classe = Todas as classes: insolivel < —10 < pouco
soluvel < —6 < moderadamente soltivel < —4 < soltivel < -2 < muito soltivel < 0 < altamente; * Lipinski = MM <
500; Log Pow < 5; Doadores de ligagdo H < 5; Aceitadores de ligagdo H < 10; ¢ Ghose = 180 < MM <480; 20 <
No. de atomos < 70; 40 < Refratividade molar < 130; —0,4 < Log Pox < 5,6; 7 Veber = Num. ligagdes giratorias <
10; TPSA < 140 A?%; 8 Egan = Log Pow < 5,88; TPSA < 131,6 A?; ° Pontuagdo de biodisponibilidade: 0,55 se for
aprovado a regra de cinco e 0,17 se falhar (MARTIN, 2005).

Fonte: o autor.
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A massa molecular de um composto ¢ um parametro importante, pois quanto maior a
massa molecular, maior o volume do composto e mais dificil a passagem da molécula para o
meio intracelular. A massa molecular de I ¢ 340,41 g mol™! e estd de acordo com a regra de
Lipinski e Ghose. Outro parametro importante ¢ o Log P, relacionado a hidrofobicidade de um
determinado composto e a capacidade de atravessar as membranas plasmaticas. O Log P obtido
para o composto foi 4,75 e atendeu as regras de Lipinski (Log Pow < 5), Ghose (Log Pow < 5,6)
e Egan (Log P,w < 5.8). Os resultados apresentados na Tabela 29 mostra que o nimero de
aceptores e doadores de hidrogénio estao de acordo com a regra de Lipinski, com valores para
aceitadores de 0 e para doadores de 4. Assim, de acordo com a regra de cinco de Lipinski, I tem
uma excelente biodisponibilidade oral tedrica. Porém, Veber considera dois parametros
essenciais para as moléculas a serem administradas por via oral, que sdao a area de superficie
polar topoldgica (TPSA) < 140 A2 e o niimero de ligagdes giratorias. A molécula em estudo
tem TPSA de 36,92 A2, e niimero de ligagdes giratorias sdo 9 e, portanto, a molécula tem
grandes chances de ser usada por via oral. Além disso, a solubilidade em agua ¢ uma
caracteristica importante para a absorcao e distribuicdo de um medicamento no organismo. O
Log S = —6,04 (determinado pelo método de Ali e colaboradores (2012)) de I indica que o
composto € pouco solivel, mas no limite de ser considerado moderadamente soluvel.

A massa molecular de II ¢ 326,39 g mol™! e esta de acordo com a regra de Lipinski e
Ghose. O Log P obtido para o composto foi de 4,44 e atendeu as regras de Lipinski, Ghose e
Egan. Os resultados apresentados na Tabela 29 para o nimero de aceptores e doadores de
hidrogénio, obedecem a regra de Lipinski, com valores para aceitadores de I e para doadores
de 4. A molécula possui um TPSA de 47,92 A% e estd de acordo com Ghose e Veber. O
Log S =-5,93 indica que o composto ¢ moderadamente soluvel.

Os parametros farmacocinéticos sdo fundamentais para um medicamento, visto que um
dos principais fatores relacionados ao insucesso dos tratamentos se deve a a¢do inadequada no
local da infeccdo. O medicamento ativa deve atingir o local apropriado em concentragdes
necessarias para matar ou suprimir o crescimento de patdogenos. Mesmo para compostos com
boa atividade in vitro, os parametros farmacocinéticos sdo decisivos para seu uso clinico
(PANKEY, SABATH, 2004). Assim, os resultados desta analise preliminar in silico, suportam
o potencial dos dois compostos como candidatos a farmacos, pois além de possuirem atividades
anti-inflamatodria, apresentaram parametros farmacocinéticos que sugerem boa absor¢do e
biodistribui¢do in vivo. Embora se trate de um estudo preliminar, esses resultados servem de
base para estudos futuros que avaliem a absor¢do e biodistribuicdo desse composto no

organismo humano.
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Com base em todos os resultados obtidos, este estudo mostrou que ambos compostos
possuem um perfil farmacocinético indicando boa biodisponibilidade oral teodrica, boa
solubilidade, absorcao e distribuicdo adequada da molécula in vivo, pois seguem todas as regras
propostas por Lipinski, Ghose, Veber e Egan. Assim, os dois compostos possuem
caracteristicas que sugerem serem bons candidatos como medicamentos para o tratamento de
inflamacdes. Assim, este trabalho incentiva futuros estudos farmacoldgicos destes compostos,

visando suas aplicagdes terapéuticas.

5.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DOS EHF E EHG E DAS
NEOLIGANANS O-METILDESIDRODIEUGENOL B (I) E DESIDRODIEUGENOL
B (II)

5.11.1 Efeitos dos tratamentos sobre os componentes do infiltrado inflamatorio

Esse trabalho ¢ o primeiro a mostrar os efeitos dos tratamentos com EHF, EHG,
O-metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II), em um modelo que possibilitou
avaliar componentes importantes e que ocorrem concomitantemente durante o desenvolvimento
de uma série de patologias que acometem a populacdo mundial, como as doengas inflamatorias
cronicas.

A avaliacao do efeito anti-inflamatorio associado aos tratamentos com os EHF, EHG, I
e II foi avaliado indiretamente pela atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e da N-acetil-
B-D-glucosaminidase (NAG), além da quantificagdo dos mastocitos presentes no tecido
fibrovascular (Figura 141). O tecido de granulacdo, induzido pela implantacdo subcutidnea dos
discos esponjosos, ¢ caracterizado pela presenca de intenso infiltrado de células inflamatdrias,
por processo de neovascularizagdo e pela migragdo e proliferagdo de fibroblastos, responsaveis

pela sintese dos componentes da matriz extracelular (Figura 142).
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Figura 141 — Analise histologica de mastécitos de implantes com 9 dias de idade.
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Nota: Fotomicrografias representativas de se¢des coradas com azul de toluidina (5 um), com ampliagdo de 400
%, em (a) grupo controle e (b) II (10 ng). Setas amarelas indicam mastocitos.

Fonte: o autor.

Figura 142 — Analise histologica de implantes de 9 dias em cortes corados com hematoxilina-

eosina, com aumento de 400x.

Nota: Segoes de implante representativas de (a) animais tratados com o controle e (b) tratados com II (10 ng)
mostrando o tecido de granulagdo recém-formado, composto por uma mistura de células inflamatorias,
fibroblastos e numerosos vasos sanguineos (setas amarelas).

Fonte: o autor.

O tratamento com EHF e II mostraram reducdes na quantidade média de mastocitos em

todas as doses, quando comparados ao grupo controle (CT), enquanto o I mostrou reducao
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apenas na dose de 100 ng, porém foi observado um aumento consideravel de 63% na dose de
1000 ng. Entretanto, o EHG apresentou um aumento na quantidade média de mastocitos em
todas as doses, quando comparados ao grupo CT (Figura 143). A dose de 10 ng no tratamento
com I ndo apresentou diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo CT. A
Tabela 30 resume a quantificagdo de mastdcitos (em %) nos diferentes tratamentos em relagao
ao grupo CT. A reducdo do numero de mastocitos, apos o tratamento com EHF, I (na dose de
100 ng) e I, pode ter contribuido para o menor acimulo de células inflamatérias proximas ao
tecido fibrovascular formado. Além disso, a reducao desse tipo de célula nos grupos tratados
sustenta o potencial uso terapéutico do EHF e destes compostos no tratamento de alergias
(AMIN, 2012; CHOI et al., 2014) e hiperlipidemia (CHENG et al., 2017), doengas relacionadas

a um aumento muito grande na quantidade de mastocitos.

Figura 143 — Representacdo grafica da quantificagdo de mastdcitos dos EHF, EHG, I e I1.
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Nota: Os valores representam as médias (+ e.p.m) dos grupos. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 vs. CT.

Fonte: o autor.

Tabela 30 — Quantificagcdo de mastdcitos (em %) nos diferentes tratamentos em relacdo ao

grupo CT (100%).
Dose (ng)/
EHF EHG D (II)
Tratamento
10 72,22 +5,63 211,24+ 16,44 79,70+ 7,35 54,62+ 9,19
100 63,29+2,98 301,24 + 10,60 38,09+ 5,18 46,64 + 3,70
1000 57,22 + 5,61 29384+ 720 166,07 +12,43 52,81+ 2,28

Fonte: o autor.

O neutrofilo € o primeiro tipo celular a responder frente a um estimulo nocivo, migrando

em direcdo ao sitio inflamatdrio. Assim, quando ocorre aumento da atividade de MPO, ocorre um
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aumento no contetido de neutréfilos no local da inflamagdo. Da mesma forma, quando ocorre
diminui¢do da atividade de MPO, ocorre uma diminui¢do no contetido de neutrédfilos no local da
inflamagdo (FERREIRA, 2016).

Neste trabalho, o contetdo de neutréfilos nos implantes foi medido indiretamente pela
avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), que esta presente em grandes
quantidades no interior dos granulos dessas células. O tratamento com EHF, com 10 ng mostrou
reducdo da atividade da MPO quando comparado ao grupo CT. Quando os animais foram
tratados com I e II, houve reducdes da atividade da MPO nas doses de 100 ng e 1000 ng para
I e em todas as doses testadas para II, quando comparada ao grupo CT. Entretanto, quando os
animais foram tratados com EHG, em todas as doses testadas houve um aumento da atividade
da MPO quando comparada ao grupo CT, chegando a 400% de aumento na dose de 1000 ng.
As doses de 100 ng e 1000 ng no tratamento com EHF e a dose de 10 ng no tratamento com o
I ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas quando comparados ao grupo CT.

A Tabela 31 resume a atividade da enzima MPO (em %) nos diferentes tratamentos em
relagdo ao grupo CT. Esses resultados mostram que as neolignanas I e II diminuem a atividade
da enzima MPO, mas mesmo os EHF e EHG tendo os compostos I e II, a agdo conjunta dos
dois compostos nao foi capaz de diminuir a atividade da enzima MPO, visto que o EHG tem
um aumento desta atividade. Outros estudos também demonstraram efeitos semelhantes do
tratamento com fenilpropanoides por modelos in vivo (DOMICIANO et al., 2013; KANG et
al., 2013; FILHO et al., 2019).

Figura 144 — Efeito do tratamento com EHF, EHG, I e II na avaliacdo da atividade da enzima

MPO.
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Nota: Os valores representam as médias (£ e.p.m) dos grupos. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 vs. CT.

Fonte: o autor.
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Tabela 31 — Atividade da enzima MPO (em %) nos diferentes tratamentos em relacio ao

grupo CT (100%).
Dose (ng)/
EHF EHG (I (II)
Tratamento
10 77,51 4,29 255,85+ 10,58 107,91 +12,56 70,33 +3,95
100 87,53+6,71 323,28+1591 68,36+9,66 83,12+4,39
1000 9427+4,09 500,49+11,94 61,38+13,46 59,35+4,54

Fonte: o autor.

Durante a fase cronica da resposta inflamatoria, o infiltrado celular passa a ser substituido
por monocitos recrutados da corrente sanguinea que ao chegarem ao sitio da inflamagdo se
diferenciam em macrofagos, células de defesa (M1), resolugdo e reparo (M2) (FERREIRA, 2016).

Neste trabalho, a avaliagdo do conteudo de macrofagos, foi feita com base na dosagem
da atividade da enzima NAG e mostrou em animais tratados com EHF e EHG (nas doses de
100 ng e 1000 ng), um aumento da atividade da NAG observado nestas doses quando
comparadas ao grupo CT. Entretanto, quando os animais foram tratados com IelIl foi
observada uma reducdo da atividade do NAG apos o tratamento em todas as doses, quando
comparados ao grupo CT (Figura 145). A dose de 10 ng nos tratamentos com EHF ¢ EHG nao
apresentaram diferengas estatisticas significativas quando comparados ao grupo CT. A Tabela
32 resume a atividade da enzima NAG (em %) nos diferentes tratamentos em relagdo ao grupo
CT. Esses resultados mostram que as neolignanas I e II diminuem a atividade da enzima NAG,
mas mesmo os EHF e EHG tendo os compostos I e I, a acdo conjunta dos dois compostos nao

¢ a diminuig¢ao da atividade da enzima NAG, visto que no EHG ocorre aumento desta atividade.

Figura 145 — Efeito do tratamento com EHF, EHG, I e II na avaliacdo da atividade da enzima
NAG.
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Nota: Os valores representam as médias (£ e.p.m) dos grupos. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 vs. CT.

Fonte: o autor.
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Tabela 32 — Atividade da enzima NAG (em %) nos diferentes tratamentos em relacio ao

grupo CT (100%).
Dose (ng)/
EHF EHG (I (II)
Tratamento
10 118,71 +£3,92 120,05 + 8,61 72,42+ 10,37 66,68 +7,21
100 144,27+ 8,62 144,48 £ 6,04 77,54 + 4,64 80,86 + 3,61
1000 130,82+ 6,97 162,49 +6,37 81,66 + 4,92 65,18 £ 7,29

Fonte: o autor.

Os resultados obtidos na avaliagcdo dos efeitos dos tratamentos sobre os componentes do
infiltrado celular mostram que os tratamentos com o EHF, I e II diminuem a quantidade de
mastdcitos e a atividade da enzima MPO enquanto no tratamento com o EHG foi observado um
aumento. Os tratamentos com os EHF e EHG aumentam a atividade da enzima NAG enquanto
no tratamento com I e II foi observado uma diminuigao. A Tabela 33 apresenta os resultados
gerais dos tratamentos sobre os componentes do infiltrado celular. Assim, através da
quantificagdo do numero de mastocitos foi possivel observar que o tratamento dos
camundongos com EHF teve efeitos anti-inflamatorios, enquanto o tratamento com o EHG teve
efeitos pro-inflamatorios. Ja o tratamento com I teve efeitos anti-inflamatorios (na dose de 100
ng) e pro-inflamatorios (na dose de 1000 ng), enquanto o tratamento com II teve efeitos anti-

inflamatorios, antifibrogénico e antiangiogénicos em todas as doses avaliadas.

Tabela 33 — Resultados gerais dos efeitos dos tratamentos sobre os componentes do infiltrado

inflamatorio.
Tratamento EHF EHG (D) (IT)
Mastocitos ¢ ? ¢ ? ¢
MPO ! t ! '
NAG t t } |

Nota: ‘diminui; f aumenta.

Fonte: o autor.

As diferengas vistas no EHG principalmente nas atividades das enzimas MPO e NAG
em relacao aos EHF, I e II podem estar associadas as interacdes farmacodindmicas. Tais
interacdes podem ocorrer quando dois ou mais compostos atuam sobre um mesmo receptor,

sobre um mesmo 6rgdo ou sobre um mesmo sistema fisiologico. Esse tipo de interacdo pode
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aumentar um efeito farmacologico, como também, diminuir, suprimir ou promover um efeito
toxico. Elas podem ocorrer devido a competi¢des enziméticas pelo substrato, grau de absorcao
pelo organismo, formagao de complexos, etc. Por exemplo, a agcdo conjunta dos farmacos acido
acetilsalicilico e ibuprofeno acarreta na diminuicao dos seus efeitos terapéuticos, quando
comparados aos seus efeitos isolados. O omeprazol causa uma influéncia significativa na
biodisponibilidade do atazanavir, inibidor de protease do HIV, ndo mediada pelo citocromo
P450, mas como consequéncia do aumento do pH no estomago (CASCORBI, 2012).

A inibi¢do das enzimas Cox-1 ¢ Cox-2 nos efeitos anti-inflamatérios associados a classe
dos fenilpropanoides sdo semelhantes aos observados pelos anti-inflamatdrios nao esteroidais
(AINEs) (MOMIN, DE WITT, NAIR, 2003; LEE et al., 2005; GUO et al., 2006; BALLABENI
et al., 2010). Além disso, os mecanismos anti-inflamatorios de alguns fenilpropanoides
significam mudangas na expressao de genes pro-inflamatorios, atividade antioxidante e inibigao
de importantes vias de sinalizagdo, incluindo a inibi¢do da via NF-kB (factor nuclear kappa B)
(AGGARWAL, SHISHODIA, 2006; RAHMAN, BISWAS, KIRKHAM, 2006). A
consequéncia disso ¢ uma inibicdo da transcricdo do gene de citocinas associada ao
recrutamento e ativacao de leucocitos (por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6)) e uma redu¢do na expressao de moléculas de adesdo celular,

necessarias para a transmigracao dessas células da corrente sanguinea.

5.11.2 Efeitos dos tratamentos sobre a angiogénese

A formacao de novos vasos sanguineos € um processo comum as respostas fisiologicas
e patoldgicas dos organismos (COSTA, INCIO, SOARES, 2007; VIALLARD, LARRIVEE,
2017; BADIMON, BORRELL, 2018). Nesse processo, a liberagdio de citocinas
proé-angiogénicas pelas células de cada microambiente € responsavel pela ativacao, proliferagao
e migracao das células endoteliais de vasos pré-existentes, em direcdo a um gradiente
quimiotatico (COSTA, INCIO, SOARES, 2007). Assim, para avaliar a formag¢ao de novos
vasos sanguineos nos implantes, foi avaliado os efeitos dos EHF, EHG,
O-metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II) sobre a angiogénese, segundo
parametros bioquimicos e¢ morfoldgicos. A angiogénese foi avaliada indiretamente pelo
conteudo de hemoglobina nos implantes e, diretamente pela contagem de vasos sanguineos nos
cortes histoldgicos. O teor de hemoglobina (mg/peso imido) nos animais tratados com EHF em
todas as doses, e II nas doses de 10 ng e 1000 ng foi menor quando comparados ao grupo CT,

enquanto I reduziu o teor de hemoglobina apenas na dose de 10 ng quando comparado ao grupo
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CT. Entretanto, nos animais tratados com EHG, o teor de hemoglobina foi maior na dose de
100 ng quando comparado ao grupo CT (Figura 146). As doses de 10 ng e 1000 ng no
tratamento com EHG, as doses de 100 ng e 1000 ng no tratamento com I ¢ 100 ng no tratamento
com II, ndo apresentaram diferencgas estatisticas significativas quando comparadas ao grupo
CT. A Tabela 34 resume o teor de hemoglobina (em %) nos diferentes tratamentos em relagao

ao grupo CT.

Figura 146 — Efeitos dos tratamentos com EHF, EHG, I e II no conteudo de hemoglobina.
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Nota: Os valores representam as médias (£ e.p.m) dos grupos. * p <0,05 ¢ ** p <0,01 vs. CT.

Fonte: o autor.

Tabela 34 — Teor de hemoglobina (em %) nos diferentes tratamentos em relagao ao grupo CT

(100%).
Dose (ng)/
EHF EHG (D) (1)
Tratamento
10 57,86 6,95 110,62 £+ 14,16 83,04 £ 7,01 50,15+ 7,57

100 69,01 £9,36 134,76 +17,32 95,19+ 11,42 88,21 £ 12,73
1000 69,74 £8,71 107,02+5,61  101,3+15,28 66,75 £4,74

Fonte: o autor.

O numero de vasos sanguineos formados nos implantes tratados com o EHF, EHG, I ¢
II foi menor quando comparados ao grupo CT (Figura 147). Esses resultados mostram que 11
causa maior reducao do conteido de hemoglobina e do tecido fibrovascular nas doses de 10 e
1000 ng, em comparagao aos tratamentos com EHF, EHG e I, enquanto o EHF causa uma maior
redu¢do na dose de 100 ng em comparagao aos tratamentos com EHG e I em todas as doses e
II na dose de 100 ng. A Tabela 35 resume o nimero de vasos sanguineos/area total

quantificados nos cortes histoldgicos nos diferentes tratamentos em relacao ao grupo CT.
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Figura 147 — Numero de vasos sanguineos/area total quantificados nos cortes histologicos dos

tratamentos com EHF, EHG, I e I1.
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Fonte: o autor.

Tabela 35 — Numero de vasos formados (em %) nos diferentes tratamentos em relacao ao

grupo CT (100%).
Dose (ng)/
EHF EHG (I (ID)
Tratamento
10 73,87 £8,15 62,11 +£10,46 65,71 £ 8,69 23,00 + 7,36
100 59,32 +£897 6598+13,44 62,85+13,63 65,22+7,85
1000 60,85 +8,50 76,09 + 12,62 60,00+ 8,90 40,86 + 8,16

Fonte: o autor.

Os resultados obtidos na avaliagao dos efeitos dos tratamentos sobre a angiogénese
mostram que os tratamentos com o EHF, I e II causam efeitos antiangiogénicos (diminuicao da
formacdo de vasos sanguineos) com consequente diminui¢cao do conteudo de hemoglobina. Ja
o tratamento com o EHG apesar de também apresentar efeito antiangiogénico, apresenta
aumento do conteudo de hemoglobina, o que indica a presenca de vasos sanguineos maiores. A

Tabela 36 apresenta os resultados gerais dos tratamentos sobre a angiogénese.

Tabela 36 — Resultados gerais dos efeitos dos tratamentos sobre a angiogénese.

Tratamento EHF EHG 1)) (I1)
Teor de hemoglobina il 4 il v
Ntmero de vasos v v v v

Nota: *diminui;? aumenta.

Fonte: o autor.
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Na literatura, a acdo antiangiogénica dos fenilpropanoides esta relacionada a inibi¢ao da
secrecdo de citocinas pro-angiogénicas (LIU et al., 2014; YANG et al., 2016). Além disso, sabe-
se que em diferentes condigdes patoldgicas associadas a resposta inflamatodria, eventos como
inflamacgao e angiogénese ocorrem concomitantemente e sinergicamente, de modo que uma
série de mediadores sdo capazes de promover a formagao de novos vasos sanguineos (COSTA,
INCIO, SOARES, 2007). Por exemplo, em muitos tumores, a elevacdo dos niveis de Cox-2
resulta em uma maior vascularizacdo da massa tumoral, devido a um aumento na secrecao de
citocinas pro-angiogénicas (TOOMEY, MURPHY, CONLON, 2009; KIM et al., 2018). Assim,
conforme observado nos resultados apresentados neste trabalho, a inibi¢do da resposta
inflamatoria, poderia explicar, pelo menos em partes, a redu¢do da angiogénese observada em
implantes tratados com o EHF, EHF, I e II.

A angiogénese excessiva ou insuficiente esta associada as principais classes de doengas
cronicas. A angiogénese excessiva estd associada a cancer, degenera¢do macular relacionada a
idade e artrite (CARMELIET, 2003; FOLKMAN, 2007). Assim, medicamentos com efeitos
antiangiogénicos, conforme observado nos EHF, I e II, sdo consideradas como um alvo
potencial para terapia antitumoral (RAJABI, MOUSA, 2017). No entanto, os medicamentos
com efeitos pro-angiogénicos, conforme observado no EHG, tém o potencial de auxiliar no
tratamento de doencas e condi¢cdes onde a formacao de novos vasos sanguineos € necessaria,
como na cicatriza¢ao de feridas (TONNESEN, FENG, CLARK, 2000; CARMELIET, 2003;
BAO et al., 2009), doencas cardiovasculares (PANDYA, DHALLA, SANTANI, 2006;
SILVESTRE, 2012) e derrame cerebral (BECK, PLATE, 2009; FONT, ARBOIX,
KRUPINSKI, 2010; ALHUSBAN et al., 2015).

5.11.3 Avaliagdo dos tratamentos sobre a deposi¢do de colageno

O colageno ¢ o mais abundante dos constituintes da matriz extracelular, sendo de suma
importancia para o reparo tecidual, que ¢ o estagio final do processo inflamatorio. O colageno
do tipo I ¢ o coldgeno mais abundante do corpo humano. Esta presente no tecido cicatricial, isto
¢, o produto final quando o tecido cicatriza por reparo podendo de ser encontrado nos tendoes,
pele, paredes das artérias, cornea, fibrocartilagem e na parte organica dos ossos e dentes. O
colageno do tipo III é o coldgeno do tecido de granulagdo e ¢ produzido rapidamente por
fibroblastos jovens antes que o coldgeno tipo I mais resistente seja sintetizado (HANCE,

CRYSTAL, 1977; BUCKLEY et al., 2013).
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Com o objetivo de avaliarmos os efeitos dos tratamentos com EHF, EHG, I e II sobre o
processo de remodelamento tecidual, foi avaliado a concentracdo de colageno soluvel e
deposicao de colageno total e fibras de colageno dos tipos I e III. A concentragdao de colageno
no tecido fibrovascular induzido por implantes foi avaliada pela dosagem bioquimica do
colageno soluvel e pela técnica histologica de coloragdo por picrosirius red. Os cortes
histologicos foram utilizados para observar a deposi¢do de colageno total, examinados com e
sem a aplicacdo de filtro de luz polarizada, para avaliar a deposi¢ao total desse constituinte
(Figura 149 e Figrua 152), e também para analisar a deposicao de fibras de colageno do tipo I
e III (Figura 148, Figura 150 e Figura 151).

Nos implantes tratados com o EHF em todas as doses, houve aumento da deposigao de
colageno soluvel total, quando comparada ao grupo CT (10,02%, 14,74% e 18,71% para 10;
100 e 1000 ng, respectivamente). Nos implantes tratados com EHG em todas as doses, houve
reducdo da deposi¢do de colageno soluvel total, quando comparada ao grupo CT (20,31%,
15,25% e 21,31% para 10, 100 e 1000 ng, respectivamente). Quando os implantes foram
tratados com o O-metildesidrodieugenol B (I) houve redu¢ao na deposi¢ao de colageno soluvel
total em todas as doses (32,59%, 24,04% e 37,04% para 10, 100 e 1000 ng, respectivamente)
quando comparadas ao grupo CT. Quando os implantes foram tratados com desidrodieugenol
B (IT) houve reducdo na deposi¢do de coldgeno soluvel total nas doses de 10 e 100 ng (33,87 ¢
31,29%, respectivamente) quando comparadas aos grupo CT e a dose de 1000 ng (4,31%). O
mesmo comportamento foi observado nas intensidades do colageno do tipo I e III em todos os

tratamentos quando comparados ao grupo CT.



234

Figura 148 — Anadlise histologica da deposi¢do de coldgeno de secdes coradas com picrosirius
red (ampliagdo de 100 x) em animais tratados com EHF, EHG, I e II, sem e com um filtro

polarizador.

T 10 ng 100 ng 1000 ng

Nota: Sob luz polarizada, as fibras de coldgeno do tipo I s3o marcadas em vermelho, o tipo Il em verde ¢ a
sobreposicao dessas duas fibras de colageno em amarelo/laranja.

Fonte: o autor.
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Figura 149 — Efeito dos EHF, EHG, I e II na concentragdo de coldgeno total nos implantes

subcutaneos.
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Nota: Os valores representam as médias (£ e.p.m) dos grupos. * p <0,05 e ** p <0,01 vs. CT.

Fonte: o autor.

Tabela 37 — Concentracao (em %) de colageno total nos implantes em relacdo ao grupo CT

(100%).
Dose (ng)/
EHF EHG 1)) (Ir)
Tratamento
10 110, 02 +£2,27 79,69 + 2,30 67,58 £9,61 66,13 £9,61
100 114,74 + 2,98 84,75 £ 2,95 75,29 + 9,36 68,70 + 9,36

1000 118,71 £ 3,52 78,69 + 3,89 63,83 £8,54 95,68 +8,54

Fonte: o autor.

Figura 150 — Efeito dos EHF, EHG, I e II na concentragdo de colageno do tipo I nos

implantes subcutaneos.
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Nota: Os valores representam as médias (£ e.p.m) dos grupos. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 vs. CT.

Fonte: o autor.
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Tabela 38 — Concentracdo (em %) de colageno do tipo I nos implantes em relagdo ao grupo

CT (100%).
Dose (ng)/
EHF EHG @ (IT)
Tratamento
10 123,16 +£ 6,10 67,92 + 12,24 74,51 +£11,82 57,19+11,82
100 126,80 + 5,82 65,33 £6,91 67,61 £ 5,69 72,75 £ 5,69
1000 138,87 +£2,27 45,15+9,62 70,38 + 7,84 112,30+ 7,84

Fonte: o autor.

Figura 151 — Efeito dos EHF, EHG, I e II na concentracdo de colageno do tipo III nos

implantes subcutaneos.
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Nota: Os valores representam as médias (£ e.p.m) dos grupos. * p <0,05 e ** p <0,01 vs. CT.

Fonte: o autor.

Tabela 39 — Concentracao (em %) de colageno do tipo III nos implantes em relagdo ao grupo

CT (100%).
Dose (ng)/
EHF EHG (D (1)
Tratamento
10 122,07 + 6,30 94,27 £ 14,50 75,27+11,68 63,77 +11,68
100 133,33 + 5,88 85,25 £ 6,45 64,18 + 6,86 73,88 + 6,86
1000 145,33 £ 0,70 61,90 £ 12,06 68,09 + 8,25 102,96 + 8,25

Fonte: o autor.

Nos implantes tratados com o EHF, EHG e II em todas as doses, ndo houve diferengas
significativas da concentracdo de colageno soluvel (coldgeno que ainda ndo foi depositado na
matriz extracelular), quando comparada ao grupo CT (Figura 152). J4 nos implantes tratados

com I, houve redugdes em todas as doses testadas quando comparada ao grupo CT. A Tabela
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40 resume a concentragdo do coldgeno soluvel (em %) nos diferentes tratamentos em

comparacao ao grupo CT.

Figura 152 — Efeito dos EHF, EHG, I e II na quantidade de colageno solivel nos implantes

subcutaneos.
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Fonte: o autor.

Tabela 40 — Concentracdo (em %) de colageno soliivel nos implantes em relacdo ao grupo CT

(100%).
Dose (ng)/
EHF EHG (D) (I1)
Tratamento
10 9747+ 1,95 102,86 + 5,13 87,78 £5,40 101,36 + 3,31
100 95,39+ 2,32 101,96 £+ 4,62 76,10 + 3,57 112,94 +£ 5,27
1000 96,57 + 3,40 101,29 + 4,80 74,09 + 5,67 102,55 +£ 2,08

Fonte: o autor.

Os resultados obtidos na avaliacdo sobre a deposi¢ao de colageno (observados como

colageno total e fibras do tipo I e III) mostram que os tratamentos com o EHG, I e II causam

um efeito antifibrogénico (diminui¢do da deposi¢do de colageno) enquanto o tratamento com

EHF causa um efeito fibrogénico (aumento da deposicdo de coldgeno), o que pode ser o

resultado de interagdes farmacocinéticas de outros compostos quimicos presentes no extrato. Ja

a avaliacao da concentracao de coldgeno soltivel mostra que os tratamentos com o EHF e

I diminuem a concentrag@o deste coldgeno enquanto o tratamento com o EHG e II aumentam

este coldgeno. Estes resultados indicam que o tratamento com o EHF favorece a deposigdo de

colageno total, pois ha aumento deste colageno na matriz extracelular enquanto que o

tratamento com I ndo favorece a producao de colageno, pois ha diminui¢ao do colageno soluvel
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bem como da deposi¢ao de colageno total. Os tratamentos com o EHG e II indicam que eles
ndo favorecem a deposi¢do de coldgeno na matriz extracelular, pois hd uma diminui¢cdo da
deposicao de colageno e aumento da concentragdao de colageno soluvel. A Tabela 41 apresenta

os resultados gerais dos tratamentos sobre a deposi¢ao de colageno na matriz extracelular.

Tabela 41 — Resultados gerais dos tratamentos sobre a deposic¢ao de colageno.

Tratamento EHF EHG 1)) (II)

v t v
t v v
Colageno tipo | ? ¢ ¢
t v v

Nota: *diminui; T aumenta.

Colageno soluvel

Colageno total

?
v
v
v

Colageno tipo I1I

Fonte: o autor.

Em estudos da literatura com fenilpropanoides, ou extratos ricos destes compostos,
também demonstraram efeitos antifibrogénico, como os observados nos resultados do EHG, 1
e I1. Nestes trabalhos, a agdo anti-inflamatoria e o efeito antioxidante dos compostos testados,
bem como a diminui¢ao na sintese de citocinas pro-fibrogénicas, foram listados como fatores
que desencadeiam a menor deposicdo de colageno nos modelos avaliados (MOURA et al.,
2011; SHIN et al., 2013; ZHANG et al., 2017; PULIVENDALA, BALE, GODUGU, 2020),
estreitando ainda mais a relacdo entre a resposta inflamatoria excessiva € a deposi¢cdo
exacerbada de matriz extracelular. A sintese e o processo de deposicdo do colageno sdo
influenciados pelo equilibrio da liberacdo dos fatores fibrogénicos, pela acdo de proteases
capazes de degradar essas fibras (como as metaloproteases) e pela liberacao de inibidores dessas
enzimas (BAINBRIDGE, 2013). No entanto, em certas condi¢gdes patoldgicas, a deposi¢ao
exacerbada da matriz extracelular pode resultar em processos de cicatrizagao/fibrose aberrantes.
Isso poderia levar a mudangas estruturais e funcionais em diferentes 6rgaos, resultando em
danos a satde do individuo (WICK et al., 2013; WEISKIRCHEN, WEISKIRCHEN, TACKE,
2019), como visto na cirrose hepatica, doenca renal cronica e doenca pulmonar (SAFFIOTI,
PINZANI, 2016; HUMPHREYS, 2018; GEORGE, WELLS, 2020).

Por outro lado, o aumento da producao de coldgeno como observado no EHF pode ser
uma via de tratamento para algumas doengas em humanos. Por exemplo, a osteogénese
imperfeita ¢ causada por uma mutacdo no colageno tipo I, distirbio autossdomico dominante,

que resulta em ossos fracos e tecido conjuntivo irregular, sendo que alguns casos podem ser
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leves, enquanto outros podem ser letais. Os casos leves tém niveis reduzidos de coldgeno tipo
I, enquanto os casos graves tém defeitos estruturais no colageno (GAJKO-GALICKA, 2002).
O envelhecimento da pele ¢ outro problema relacionado a diminui¢ao do colageno, sendo
causado pela reducao do coldgeno dos tipos I e III, e intensificada no fotodano (exposi¢ao a

luz) (VARANI et al., 2006).

6 CONCLUSOES

Os extratos das folhas e galhos de E. paniculata foram avaliados pela primeira vez em
relacdo a composicao quimica e o potencial bioldgico. A prospecgdo fitoquimica apresentou
resultados positivos para uma diversidade de metabolitos especializados (secundarios), tais
como fendlicos, terpenos, esteroides.

Através da analise de CG—EM foi possivel identificar 11 compostos presentes nos EHF
e 8 compostos presentes no EHG. Foram identificados acidos graxos, ésteres, neolignanas,
fenilpropanoides, sesquiterpenos e esteroides. Através desta técnica, também foi possivel
confirmar a partir dos espectros de massas e das fragmentagdes, as estruturas dos compostos I,
IL, IIL, IV e VI isolados a partir dos extratos hexanicos.

Através de analises de CLAE, foram identificados dois sinais mais intensos presentes
nos EHF e EHG, que foram posteriormente isolados por cromatografia em coluna e
identificados como as neolignanas O-metildesidrodieugenol B (I) e desidrodieugenol B (II). O
fracionamento do EHG, além do isolamento ¢ identificagdao de I e II, também conduziu ao
isolamento e identificagdo do B-sitosterol (III), o fracionamento do EHF levou ao isolamento
do estigmasterol (IV) e fragdes ricas de I e II, o fracionamento do EMG levou ao isolamento
do canferol (V) e o fracionamento do EMF ao isolamento do acido palmitico (VI). Todos os
compostos tiveram suas estruturas confirmadas por CG-EM e/ou RMN de 'H e '*C.

Todos os extratos foram submetidos a analises de atividade antioxidante pelo método
de sequestro do radical DPPH e avaliagdo dos teores fenois totais, proantocianidinas e
flavonoides. Os extratos apresentaram CEso entre 257 a 833 pug mL™' para a atividade
antioxidante, sendo os melhores resultados para os extratos metanolicos. Ja a analise dos teores
de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides, os melhores resultado foram: EMF para o teor
de fenois totais (274,9 + 1,5 mg GAE g!) e EHF para os teores de proantocianidinas
(19,7 + 0,1 mg CE g™') e flavonoides (7,7 + 0,4 mg QE g™').

As neolignanas I e I também foram submetidos a ensaios de inibi¢des da a-glicosidase,

glicacdo e lipase pancreatica e ambos apresentaram inibigdes menores para todas as atividades
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quando comparados aos respectivos compostos utilizados como controle. Os resultados
mostram que I apresentou melhor valor de percentual de inibicdo da glicagdo (34,54%) e
inibi¢do da lipase pancreatica (55,45%) quando comparado ao II (25,75% e 39,40%,
respectivamente). Entretanto, os resultados mostram que o II apresentou melhor valor de
percentual de inibi¢do da a-glicosidase (17,45%) quando comparado ao I (14,85%).

As neolignanas I e I foram submetidos a célculos de docking molecular com as enzimas
Cox-1 e Cox-2 para estudo do potencial frente a atividade anti-inflamatoéria. Os resultados
obtidos para as neolignanas foram comparados aos obtidos para os farmacos comerciais
celecoxibe, diclofenaco e ibuprofeno. Os resultados mostraram que I e II possuem energias de
interagdo com Cox-1comparaveis ao farmaco diclofenaco e maiores que ibuprofeno, enquanto
as energias de interacdo com a enzima Cox-2 foram maiores do que para os farmacos
diclofenaco e ibuprofeno.

Em vista dos resultados promissores de docking molecular, os EHF, EHG, I e II foram
submetidos a testes de atividade anti-inflamatoria realizadas in vivo nas dosagens de 10, 100 e
1000 ng, em camundongos da linhagem C57. O tratamento dos camundongos com EHF teve
efeitos anti-inflamatdrios, fibrogénicos e antiangiogénicos, enquanto o tratamento com o EHG
teve efeitos pro-inflamatdrios, antiangiogénicos e antifibrogénico em todas as doses avaliadas.
O tratamento com I teve efeitos antifibrogénico e antiangiogénico em todas as doses, anti-
inflamatorio na dose de 100 ng e pro-inflamatoério na dose de 1000 ng, enquanto o tratamento
com II teve efeitos anti-inflamatdrios, antifibrogénico e antiangiogénicos em todas as doses
avaliadas.

A anadlise in silico dos pardmetros farmacocinéticos mostrou que a massa molecular de
I e II estdo de acordo com a regra de Lipinski e Ghose. O Log P de I e II atendeu as regras de
Lipinski (Log Pow <5), Ghose (Log Pow <5.6) e Egan (Log Pow < 5.8). I e II apresentam niimero
de aceptores e doadores de hidrogénio de acordo com a regra de Lipinski. Assim, de acordo
com a regra de cinco de Lipinski, I e II tem uma excelente biodisponibilidade oral teérica. I e
II apresentam a area de superficie polar topolégica (TPSA) < 140 A? e o ntimero de ligacdes
giratorias < 10 e, portanto, seguem as regras de Veber e tem grandes chances de ser usada por
via oral. O Log S de I e II indicam que os compostos estdo na faixa de transi¢do entre
moderadamente soluvel e pouco solavel. Assim, a andlise in silico dos parametros
farmacocinéticos de I e II suportam o potencial de ambos como candidatos a farmacos, pois
apresentam parametros farmacocinéticos que sugerem boa absor¢ao e biodistribui¢do in vivo e
boa solubilidade, além de estarem de acordo com todas as regras propostas por Lipinski, Ghose,

Veber e Egan.
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Através dos compostos identificados, foi verificado que a planta acumula
preferencialmente neolignanas e esteroides nos extratos em hexano. Tais informagdes
constituem-se em importantes subsidios para estudos quimiossistematicos e de atividade
biologica. Além disso, com base nos resultados obtidos, os extratos das folhas e galhos, ricos
em compostos da classe das neolignanas, fazem desta espécie uma fonte natural promissora
para o estudo de outras atividades, como fungica e bacteriana. As neolignanas I e II sdo
compostos capazes de modular o processo inflamatorio, alterando, inclusive, alguns
componentes chave da angiogénese ¢ do reparo tecidual, de modo a favorecer a resposta

inflamatoria.
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Figura 153 — Espectro de RMN de 'H do composto I (400 MHz, CDCl5).
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Figura 154 — Espectro de RMN de '*C do composto I (100 MHz, CDCls).
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Figura 155 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (81 3,0—4,0) do composto I (400 MHz, CDCls).
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Figura 156 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (81 5,0-6,1) do composto I (400 MHz, CDCls).
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Figura 157 — Ampliagcdo do mapa de contorno COSY do composto I (400 MHz, CDCI3).
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Figura 158 — Ampliagdo do mapa de contorno HSQC do composto I (400 MHz, CDCI3).
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Figura 159 — Espectro de RMN de 'H do composto II (400 MHz, CDCl5).
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Figura 160 — Espectro de RMN de *C do composto II (100 MHz, CDCl5).
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Figura 161 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (8u 3,0-4,0) do composto II (400 MHz, CDCl3).
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Figura 162 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (81 5,0-6,0) do composto II (400 MHz, CDCl3).
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Figura 163 — Ampliacdo do mapa de contorno COSY do composto II (400 MHz, CDCI3).
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Figura 164 — Ampliagcdo do mapa de contorno HSQC do composto II (400 MHz, CDCI3).
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Figura 165 — Ampliagcdo do mapa de contorno HMBC do composto I1 (400 MHz, CDCI3).
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Figura 166 — Espectro de RMN de 'H do composto III (400 MHz, CDCIs).
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Figura 167 — Espectro de RMN de '*C do composto III (100 MHz, CDCls).
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Figura 168 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (81 0,6-1,1) do composto III (400 MHz, CDCI;).
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Figura 169 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (8u 1,0-2,4) do composto III (400 MHz, CDCI;).
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Figura 170 — Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (8u 3,5-5,4) do composto III (400 MHz, CDCI;).
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Figura 171 — Ampliacdo do espectro de RMN de '3C (8¢ 12,0-58,0) do composto ITI (100 MHz, CDCls).
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Figura 172 — Ampliagdo do espectro de RMN DEPT135 (6c 21,0—43,0) do composto III (100 MHz, CDCI3).
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Figura 173 — Ampliagdo do mapa de contorno HSQC do composto III (400 MHz, CDCl3).
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Figura 174 — Ampliagdo do mapa de contorno HSQC do composto III (400 MHz, CDCl3).
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Figura 175 — Espectro de RMN de 'H do composto IV (400 MHz, CDCIs).
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Figura 176 — Espectro de RMN de *C do composto IV (100 MHz, CDCl5).
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Figura 177 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (81 0,7-0,9) do composto IV (400 MHz, CDCl3).
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Figura 178 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (81 1,0-1,3) do composto IV (400 MHz, CDCl3).
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Fonte: o autor.
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Figura 180 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (81 1,3-2,3) do composto IV (400 MHz, CDCl3).
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Nota: Deslocamentos quimicos (8) em ppm estabelecidos em relagédo ao padréo interno TMS (61ms 0,00).

Fonte: o autor.
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Figura 181 — Ampliacdo do espectro de RMN de 3C (8¢ 12,0-58,0) do composto IV (100 MHz, CDCls).
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Fonte: o autor.
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Figura 182 — Ampliagdo do espectro de RMN DEPT135 (6c 21,0—43,0) do composto I'V (100 MHz, CDCI3).
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Figura 183 — Ampliagdo do mapa de contorno HSQC do composto I'V (400 MHz, CDCI3).
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Figura 184 — Ampliagdo do mapa de contorno HSQC do composto I'V (400 MHz, CDCI3).
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Figura 185 — Espectro de RMN de 'H do composto V (400 MHz, DMSO).
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Fonte: o autor.
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Figura 186 — Espectro de RMN de '*C do composto V (100 MHz, DMSO).
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Nota: Deslocamentos quimicos (6) em ppm estabelecidos em relag@o ao padrdo interno TMS (61ms 0,00).

Fonte: o autor.



Figura 187 — Espectro de RMN de 'H do composto VI (400 MHz, CDCl5).
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Nota: Deslocamentos quimicos (8) em ppm estabelecidos em relagédo ao padréo interno TMS (d1ms 0,00).

Fonte: o autor.
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Tabela 42 — Dados de RMN do composto I em CDCI5?.

Posicdo IH oy° TH 51 13C 8¢ 13C §cP
1 - - 135,75 135,5
2 6,28 6,27 107,48 107,3
3 _ — 144,27 144,1
4 - - 138,22 138,1
5 - - 150,77 150,6
6 6,50 6,48 111,55 111,4
7 3,24 3,24 40,16 40,0
8 5,90 5,93 137,60 137,4
9 5,06 5,06 116,11 115,9
10 3,84 3,83 56,27 56,1
11 3,88 3,87 61,21 61,0
1' - - 136,22 136,0
2! 6,79 6,79 113,24 113,1
3 - - 153,69 153,5
4 - - 150,79 150,6
5' 6,82 6,81 119,62 119,4
6' 6,71 6,69 120,93 120,7
7 3,37 3,37 40,29 40,1
8' 5,90 5,93 137,29 137,1
9' 5,06 5,06 116,08 115,9

10" 3,88 3,87 56,17 56,0

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 (*H) ¢ 100 (3C) MHz e deslocamentos quimicos (3) em ppm
estabelecidos em relagéo ao padréo interno TMS (8tms 0,00). ®Dados da literatura (COSTA-SILVA et al., 2015).

Fonte: o autor.
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Tabela 43 — Dados de RMN do composto IT em CDCls".

Posicio IH 5y* TH 51 B3C §¢? 13C §cP
1 - - 131,28 131,0
2 6,50 6,49 107,48 107,3
3 - - 144,64 144,4
4 - - 135,41 135,4
5 - - 148,06 147.8
6 6,40 6,40 112,07 111,8
7 3,24 3,24 40,13 40,0
8 5,98 5,92 137,50 137,2
9 5,06 5,06 115,94 115,7
10 3,87 3,89 56,46 56,2
1' - - 136,64 136,4
2! 6,80 6,79 113,14 112,9
3! - - 150,62 150,4
4 - - 144,44 144,2
5' 6,89 6,89 119,72 119,5
6' 6,71 6,70 121,06 119,5
7 3,36 3,36 40,18 39,9
8' 5,98 5,93 137,65 137,4
9' 5,06 5,06 116,20 116,0

10" 3,86 3,86 56,21 55,9

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 (*H) ¢ 100 (3C) MHz e deslocamentos quimicos (3) em ppm
estabelecidos em relagdo ao padrdo interno TMS (8tms 0,00). ®Dados da literatura (COSTA-SILVA et al., 2015).

Fonte: o autor.
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Tabela 44 — Dados de RMN do composto III em CDCI3?.

Posicdo TH 51 'H 51° BC 8¢ 13C §cb
1 - - 37,49 37,5
2 - - 31,91 31,9
3 3,53 3,53 72,06 72,0
4 - - 42,54 42,5
5 - - 141,00 140,9
6 5,36 5,36 121,98 121,9
7 - - 32,14 32,1
8 - - 32,16 32,1
9 - - 50,36 50,3
10 - - 36,75 36,7
11 - - 21,33 21,3
12 - - 40,01 39,9
13 - - 42,56 42,6
14 _ _ 57,01 56,9
15 - - 24,55 26,3
16 - - 28,50 28,5
17 - - 56,29 56,3
18 - - 36,39 36,3
19 0,92 0,93 19,27 19,2

20 - - 34,18 34,2
21 - - 26,29 26,3
22 - - 46,07 46,1
23 - = 23,30 23,3
24 0,84 0,84 12,23 12,2
25 - - 29,37 29,4
26 0,83 0,83 20,07 20,1
27 0,81 0,81 19,65 19,6
28 0,70 0,68 19,02 19,0
29 1,01 1,01 12,11 12,0

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 ('H) ¢ 100 (*C) MHz e deslocamentos quimicos (8) em ppm
estabelecidos em relagéo ao padro interno TMS (8tms 0,00). "Dados da literatura (CHATURVEDULA,
PRAKASH, 2012; NYIGO et al., 2016). Fonte: o autor.
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Tabela 45 — Dados de RMN do composto IV em CDCI5?

Posigio TH 8yp° TH &y BC ¢ BC §cb
1 - - 37,51 37,31
2 - - 32,14 31,69
3 3,53 3,52 72,06 71,81
4 - - 42,55 42,35
5 - - 141,00 140,80
6 5,36 5,35 121,96 121,69
7 - - 31,91 31,94
8 - - 32,14 31,94
9 - - 50,41 50,20
10 - - 36,77 36,56
11 - - 21,33 21,11
12 - - 39,93 39,74
13 - - 42,47 42,35
14 _ - 57,12 56,91
15 - - 24,61 24,39
16 - - 29,17 28,96
17 - - 56,21 56,06
18 - - 40,74 40,54
19 0,92 1,02 21,47 21,11

20 - 5,16 138,57 138,37
21 - 5,02 129,53 129,32
22 - - 51,49 51,29
23 - - 25,66 25,44
24 - - 12,50 12,27
25 - - 32,14 31,94
26 - - 19,23 21,26
27 - - 19,65 19,02
28 0,70 1,01 21,33 19,42
29 1,01 0,68 12,30 12,07

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 (*H) ¢ 100 (3C) MHz e deslocamentos quimicos (3) em ppm
estabelecidos em relagfo ao padrio interno TMS (81ms 0,00). ®Dados da literatura (SRIGHT et al., 1978;
FERREIRA, 2011). Fonte: o autor.
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Tabela 46 — Dados de RMN do composto V em DMSO?.

Posigio TH 8yp° TH &y BC ¢ BC §cb
2 - - 146,78 146,1
3 - - 135,58 135,5
4 - - 175,84 175,7
5 - - 160,65 156,0
6 6,19 6,2 98,15 98,2
7 - - 163,84 163,8
8 6,43 6,44 93,42 93,4
9 - - 156,13 160,5
10 - - 102,98 102,9
1 - - 121,61 121,6
2' 8,04 8,05 129,43 129,3
3 6,92 6,94 115,38 115,3
4' - - 159,13 159,0
5' 6,92 6,94 115,38 115,3
6' 8,04 8,05 129,43 129,3

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 (*H) ¢ 100 (3C) MHz e deslocamentos quimicos (3) em ppm
estabelecidos em relagiio ao padrio interno TMS (8tms 0,00). "Dados da literatura (MOURA, VILEGA,
SANTOS, 2010; SCOTTI et al., 2011).

Fonte: o autor.
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Tabela 47 — Dados de RMN do composto VI em CDCI5?

Posigio TH 8yp° TH &y BC ¢ BC §cb
1 - - 180,33 182,61
2 2,36 2,34 34,31 36,68
3 1,65 1,64 24,93 25,35
4 1,27 1,26 29,84 27,33
5 1,27 1,26 29,84 32,09
6 1,27 1,26 29,84 32,24
7 1,27 1,26 29,84 32,32
8 1,27 1,26 29,84 34,58
9 1,27 1,26 29,84 31,71
10 1,27 1,26 29,68 31,89
11 1,27 1,26 29,61 32,02
12 1,27 1,26 28,49 32,95
13 1,27 1,26 28,31 32,24
14 1,27 1,26 32,18 32,32
15 1,27 1,26 22,94 24,48
16 0,89 0,88 14,36 16,78

Nota: “Experimentos de RMN realizados a 400 (*H) ¢ 100 (3C) MHz e deslocamentos quimicos (3) em ppm
estabelecidos em relagio ao padrio interno TMS (8tms 0,00). "Dados da literatura (WISHART et al., 2009).

Fonte: o autor.
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APENDICE C — EM-IE por CG—EM dos EHF e EHG
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Figura 188 — EM-IE do eugenol (VII) obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor.

Figura 189 — EM-IE do espatulenol (VIII) obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor.

Figura 190 — EM-IE do 6xido de cariofileno (IX) obtido por CG-EM.
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Fonte: o autor.
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Figura 191 — EM-IE do hexadecanoato de metila (X) obtido por CG—-EM.
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Figura 192 — EM-IE do (9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato de metila (XI) obtido por CG—EM.
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Fonte: o autor.

Figura 193 — EM-IE do (9E)-octadec-9-enoato de metila (XII) por CG-EM.
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Figura 194 — EM-IE do octadecanoato de metila (XIII) obtido por CG-EM.
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