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RESuUMO

MOURAO, P.S. Identificacdo de compostos bioativos nos extratos
etandlico das raizes e folhas da Cecropia pachystachya Tréec. e
estudos in silico PreADMET e docagem molecular com as enzimas
5-LOX e a-l-antitripisina. 2022. 87 p. Dissertacao (Mestrado em

Quimica) — Universidade Estadual do Piaui. Teresina.

As plantas medicinais sdo amplamente estudadas, devido seus compostos
fitoquimicos possuirem um potencial terapéutico para tratamento de
diversas doencas. A Cecropia pachystachya Trécul, popularmente
conhecida por embauba, pertence a familia Cecropiaceae, sendo utilizada
pela populagéo no tratamento de bronquite, asma, presséo alta, febre, e
como diurético. Suas ac¢bes farmacologicas como anti-inflamatéria,
antioxidante, efeito cardiotbnico, sedativo entre outros ja foram
comprovados cientificamente. Com isso, o0 objetivo deste trabalho é
identificar compostos bioativos dos extratos etandlico das raizes e das
folhas da C. pachystachya (ERCP e EFCP), bem como verificar a afinidade
destes metabdlitos com as enzimas 5-Lipoxigenase (5-LOX) e a-1-
antitripsina por meio de testes in silico. O isolamento dos compostos do
ERCP foi realizado por cromatografia classica e a identificacéo foi realizada
utilizando técnicas de CG-EM CLAE, Infravermelho (IV) e Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN). Apés a identificacdo e/ou isolamento dos
compostos bativos, estes foram submetidos ao estudo in silico que se
procedeu na realizagdo de simulacdes PreADMET e calculos de docagem
molecular. Os compostos bioativos identificados foram: L - (+) - &cido
ascorbico 2,6-dihexadecanoato, hexadecanoato de etila, (9E,12E)-
octadeca-9,12-dienoato de etila, (Z)-octadec-9-enoato de etila,
octadecanoato de etila, fitol, &cido linoleico e 2,2-dicloroacetato tridec-2-inil
por CG-EM; acido clorogénico, catequina, epicatequina, seringaldeido,
acido cumarico por CLAE; B-sitosterol, sitostenona, beccaridiol, acido
torméntico, lupeol, a e B-amirina por técnicas de cromatografia classica, 1V,
RMN 1H e 13C. As propriedades ADMET (Absorcdo, Distribuicéo,



Metabolizacdo, Excrecdo e Toxicidade) foram determinadas para cada
composto bioativos. O beccaridiol mostrou melhor afinidade com a enzima
5-LOX e a sitostenona apresentou melhor afinidade com a enzima a-1-
antitripsina. Diante disso, temos que a C. pachystachya estudada
apresenta uma gama diversificada de metabdlitos secundarios, tendo estes
apresentado interacdes relevantes com as enzimas 5-LOX e a-1-
antitripsina. Ressaltando assim que a embauba pode ser empregada em
estudos experimentais in vivo como uma forma de tratamento alternativo a
doencas pulmonares cronicas.

Palavras-chave: Cecropiaceae, beccaridiol, DPOC, sitostenona, embauba.



ABSTRACT

The medicinal plants are widely studied because their phytochemical
compounds have a therapeutic potential for the treatment of various
diseases. “embauba”, belongs to the Cecropiaceae family, and is used by
the native population in the treatment of bronchitis, asthma, high blood
pressure, fever, and as a diuretic. Its pharmacological actions such as anti-
inflammatory, antioxidant, cardiotonic effect, sedative and others have been
scientifically proven. Thus, the objective of this work is to identify bioactive
compounds from ethanolic extracts of the roots and leaves of C.
pachystachya (ERCP and EFCP), as well as to verify the affinity of these
metabolites with the enzymes 5-Lipoxygenase (5-LOX) and a-1-antitrypsin
through in silico tests. Isolation of the compounds from ERCP was
performed by classical chromatography and identification was carried out
using GC-MS, HPLC, Infrared (IR) and Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) techniques. After the identification and/or isolation of the bactive
compounds, they were subjected to the in silico study that proceeded in
performing PreADMET simulations and molecular docking calculations. The
bioactive compounds identified were: L - (+) - ascorbic acid 2,6-
dihexadecanoate, ethyl hexadecanoate, ethyl (9E,12E)-octadec-9,12-
dienoate, ethyl (Z2)-octadec-9-enoate, ethyl octadecanoate, phytol, linoleic
acid and tridec-2-inyl 2,2-dichloroacetate by GC-MS; chlorogenic acid,
catechin, epicatechin, syringaldehyde, coumaric acid by CLAE; -sitosterol,
sitostenone, beccaridiol, tormentic acid, lupeol, a- and -amyrin by classical
chromatography, IR, 1H and 13C NMR techniques. ADMET properties were
determined for each bioactive compound. Beccaridiol showed better affinity
for the 5-LOX enzyme and sitostenone showed better affinity for the a-1-
antitrypsin enzyme. Thus, we have that the C. pachystachya studied
presents a diverse range of secondary metabolites, and these showed
relevant interactions with the enzymes 5-LOX and a-1-antitrypsin. Thus, we
emphasize that the embalba can be employed in in vivo experimental
studies as a form of alternative treatment for chronic pulmonary diseases.

Keywords: Cecropiaceae, beccaridiol, DPOC, sitostenone, embauba.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

O mundo cientifico, vem sempre inovando em pesquisas para O
desenvolvimento de novas formas de tratamento de doencgas. Uma das alternativas
que tem crescido muito nos ultimos anos é o uso de plantas medicinais no tratamento
de doencas, por apresentarem diversas propriedades farmacolégicas como
antioxidantes, anti-inflamatérias, antidepressivas, hipoglicémicas, entre outras.’? A
espécie Cecropia pachystachya Tréc. (syn.: Cecropia adenopus Mart.), da familia
Cecropiaceae®, é uma arvore ereta, de 5-15 metros de altura, com troncos vazios e
segmentados, onde as formigas (Azteca) vivem em metabiose.*>

A C. pachystachya é comum em todo territério brasileiro®’ sendo conhecida
popularmente como “embaulba”’ 810 e é usada pela populagdo nativa no tratamento
de bronquite, asma, presséao alta, febre e como diurético.''"13 As folhas apresentam
atividade broncodilatadora e efeito cardiovascular,'*'®> possui acdo cardioténica e
sedativa,'>1® propriedade antioxidante!>l’ e atividade anti-inflamatéria e
apoptopica.t>18 Estudos fitoquimicos da planta revelaram a presenca dos triterpenos,
a-amirina, &cido ursélico, acido oleandlico'®, &cido pomdlico'®, sitostenona®, do
esteroide B-sitosterol’®?!, acido torméntico’®® e compostos fendlicos isoorientina,
orientina, isovitexina, vitexina, rutina e acido clorogénico.??

Os estudos com plantas medicinais envolvem uma sequéncia de passos, que
incluem o estudo etnolégico, producao dos extratos, estudos fitoquimicos, isolamento
de compostos bioativos e testes de avaliagdo farmacoldgicas, que podem ser
realizados in vivo, in vitro e in silico. Dentre os testes in silico, as predicdes PreADMET
(Predicdo de Absorcéo, Distribuicdo, Metabolizagcdo, Excressao e Toxicidade) e a
docagem molecular vem sendo muito utilizadas e tem se mostrado uma ferramenta
eficiente. No PreADMET é possivel realizar testes de tedricos para avaliar a Absorcao,
Distribuicdo, Metabolizacdo, Excre¢do e Toxicidade de moléculas candidatas a

farmacos, bem como a semelhanca desta a uma droga.?®
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Ja a docagem molecular, também conhecido como atracamento, ancoragem,
acoplamento ou docking molecular, consiste na busca do “encaixe perfeito”, sendo
este entre duas moléculas simultaneamente, por exemplo uma molécula candidata a
farmaco e uma enzima/proteina relacionada a uma doenca. Essa interacdo ocorre no
sitio ativo da enzima e é chamada de ‘complexo’, baseado no modelo “chave-
fechadura” que assim pode ser usado para estimar a afinidade de ligagao e priorizar
as moléculas que “melhor” se ligam ao alvo bioldgico.?*

Plantas com atividades farmacoldgicas antioxidantes e anti-inflamatérias sédo
muito visadas em estudos que envolvem a busca de tratamentos alternativos para a
Doencga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC).? A DPOC é um conjunto de doencas
respiratérias cronicas, caracterizada por uma inflamacdo pulmonar persistente,
obstrucdo do fluxo das vias aéreas e destruicdo dos alvéolos pulmonares.?>2® Esta
inflamacdo é marcada pela presenca de células inflamatérias como linfocitos,
macréfagos e neutrdéfilos, e por interleucinas 1B e 6.2 Os leucotrienos, marcadores
lipidicos de inflamacéo derivado do acido araquiddnico, também estéo relacionados a
inflamacgdes pulmonares. Em sua biossintese a enzima 5-Lipoxigenase (5-LOX), atua
como catalisador e € expressa como varios leucécitos polimorfonucleares (neutréfilos
e eosindfilos), macrofagos e linfocitos, sendo estes antes citados como células
inflamatérias da DPOC.282° Os principais fatores de causa pra DPOC séo o tabagismo
ativo e passivo, inalacdo de gases nocivos e de pequenas particulas (PM2,5) e a
deficiéncia genética da enzima a-1-antitripsina.?

A a-1-antitripsina € um inibidor de protease da glicoproteina codificado pelo
gene SERPINAL, e a deficiéncia dessa enzima € ocasionado por mutacdes nesse
gene. Esta caréncia leva a estudos para descobertas de medicamentos prototipos de
precisdo pra DPOC, pois possui bases identificaveis em termos genéticos, com
epidemiologia especifica e caracteristicas clinicas.®® E uma doenca lenta e de
diagnostico tardio, sendo diagnosticada geralmente em pessoas acima de 40 anos de
idade. Seu tratamento consiste no uso continuo de corticosteroides (N-acetilcisteina,
Clenil A)?>3! e antagonistas associados a reabilitacdo pulmonar e pratica de exercicios

fisicos®? para amenizar os sintomas da DPOC e regredir seu progresso.
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5-Lipoxigenase (5-LOX) a-I-antitripsina

Figura 1.1 Estrutura das enzimas alvos da DPOC

Estes medicamentos podem apresentar alguns efeitos colaterais como o
desenvolvimento de problemas gastrointestinais. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi realizar um estudo de identificacdo de compostos bioativos nos extratos etanolicos
das raizes e folhas da Cecropia pachystachya bem como verificar a afinidade destes

metabolitos com as enzimas 5-LOX e a-1-antitripsina por meio de testes in silico.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral:
Realizar um estudo de identificacdo de compostos fitoquimicos presentes nos
extratos etandlicos das raizes e folhas da C. pachystachya como como alternativa

para o tratamento da DPOC.

1.1.2 Objetivos Especificos:

- Preparar os extratos etandlicos das raizes e folhas da C. pachystachya;

- Realizar a prospeccéo fitoquimica dos extratos etanodlico das raizes e folhas
da C. pachystachya,;

- Utilizar métodos cromatograficos para isolamento e identificacdo de

compostos bioativos dos extratos etandlico das raizes e folhas da C. pachystachya;
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- Predizer os parametros ADMET dos compostos bioativos que apresentaram
maior percentuais no extrato;

- Desenvolver calculos de docagem molecular dos compostos ativos da C.
pachystachya com os possiveis alvos da DPOC.

- Verificar a afinidade destes metabdlitos com as enzimas 5-LOX e a-1-

antitripsina por meio de testes in silico



Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo utilizadas como uma forma alternativa e/ou
complementar de tratamento para diversas doencas, bem como as doencas
respiratorias. Uma planta medicinal € toda planta ou partes dela que contenham as
substancias ou classes de substancias responsaveis por uma acéo terapéutica.*3
Uma pratica muito antiga conhecida como fitoterapia, e repassado de geracdo a
geracao, ao longo dos anos, sendo comumente difundido entre comunidades e grupos
étnicos. Alguns fatores influenciam o crescimento desta pratica nos ultimos tempos,
como os efeitos adversos de farmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por
tratamentos “naturais” tem crescente validacido cientifica das propriedades
farmacoldgicas de espécies vegetais além do baixo custo.*44°

As substancias quimicas produzidas pelas plantas medicinais, podem ser
classificados como metabdlitos priméarios e secundarios, Figura 2.1.2 Os metabolitos
primarios sdo responsaveis pelo desenvolvimento e crescimento das plantas, como
acucares, aminoacidos, acidos graxos, lipideos e nucleotideos. Ja os metabolitos
secundarios, sdo altamente especificos e desempenham um papel importante na
evolugdo dos vegetais, produzidos como uma forma de defesa contra agentes
externos e eles também sdo responsaveis pela acéo terapéutica das plantas, que
possuem trés principais classes de substancias: terpenos, compostos fendlicos e

nitrogenados.*®
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Figura 2.1 Plantas medicinais: funcdo dos metabdlitos

O uso e comercializagdo das plantas medicinais e produtos derivados das
mesmas, devem seguir os padrdes aceitaveis de qualidade, seguranca e eficacia, por
isto é de suma importancia o desenvolvimento de pesquisas para a determinacdo dos
constituintes quimicos e testes farmacoldgicos, conhecendo assim os compostos
ativos e possiveis substancias maléficas, pois algumas plantas sao toxicas aos seres
humanos.** 4" As pesquisas com plantas medicinais envolvem diversas areas como
etnobotéanica, quimica organica, fitoquimica, farmacologia, farmacognosia e quimica
medicinal.

Com plantas medicinais pode-se realizar desde a investigagdo da medicina
tradicional até formulacGes para a producdo de fitoterapicos.*® Os fitoterapicos sdo
produtos acabados e etiguetados, medicamentos produzidos a base de extratos de
plantas e/ou combinacBes de extratos de plantas em seus estados brutos ou em
formas de preparos vegetais. Caracterizado por sua eficacia e pelos riscos de seu uso
previstos e baseados em evidencias clinicas, ndo sendo considerado produtos
oriundos de substancias ativas isoladas em sua composigdo. Plantas medicinais e
fitoterapicos sdo diferentes em seu conceito, mas ambos possuem grande importancia
e utilidade no tratamento de diversas doencas, como as doengas pulmonares

cronicas.49 50

2.2 Cecropia pachystachya Tréc.

Dentro das variedades de plantas medicinais, temos a Cecropia pachystachya
Trécul (Cecropeaceae), popularmente conhecida como “embauba” e encontrada na
América Central e do Sul e é abundante em todo o Brasil, Figura 2.2.7-21 Muito utilizada

na medicina popular para o tratamento de resfriados, asma, tosse, hipertenséao,
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diabetes, inflamacé&o,?! broncodilatador, antisséptico, expectorante, antiespasmaodico
e cardiotonico.5! Ja foram relatados a presenca dos seguintes metabdlitos secundario
para a C. pachyastachya: &acido clorogénico, isoorientina, orientina??, catequina,
epicatequina, isoquercitrina, isovitexina, sitosterol?® 22, a-amirina e acidos ursélicos,

pomodlico, oleandlico e torméntico.?%: 2152

Figura 2.2 Cecropia pachystachya Trécul

As folhas tém sido muito utilizadas em estudos para comprovar as atividades
bioldgicas e determinacdo de compostos bioativo presentes nessa planta. Sendo que
estas ja foram reportadas como tendo propriedades hipoglicémicas, diuréticas, anti-
inflamatérias e antioxidantes.>® As folhas apresentam atividade broncodilatadora e
efeito cardiovascular'*!®, possui acédo cardiotdnica e sedatival®®, propriedade
antioxidante!® 17 e atividade anti-inflamatéria e apoptépica.t> 18

O extrato metandlico, aquoso e hexanico de suas folhas podem apresentar
propiedades como hipoglicémicas, anti-inflamatérias, efeitos hipotensivos,
cardiotonicos e sedativos.?! * Uchoa et al (2010)%° estudou a atividade antimalarica
em camundongos, sendo que o extrato etandlico da madeira, raiz e folhas reduziu a
infeccdo dos camundongos em relagdo ao seu grupo de controle néo tratado e
conseguiu isolar o acido tormentico e o B-sitosterol do extrato de raizes da C.
pachystachya.?® A atividade anti-inflamatéria (in vivo) e antioxidante (in vitro) foi
estudada por Pacheco et al (2014)?1, a qual trabalhou com o extrato metandlico das
folhas de C. pachystachya em modelo de inflamac¢éo aguda e crbénica da pele em
camundongos e um modelo de ensaios de eliminacéo de radicais livres de DPPH,
poder redutor, branqueamento de Bcaroteno / acido linoleico e substancias reativas

ao acido tiobarbittrico (TBARS), o qual exibiu forte atividade antioxidante.?!
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Andrade et al. (2021)7 realizou uma pesquisa para avaliar o potencial da
atividade antimicrobiana do extrato etandlico de folhas da Cecropia pachystachya
frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Candida albicans, o
extrato demonstrou atividade contra as linhagens bacterianas testadas, cujos
resultados obtidos foram halos que variaram de 12 mm a 18 mm.” Atividade de
cicatrizacdo de feridas in vivo de géis contendo folhas de C. pachystachya ja foi
estudada®®, bem como o uso de extrato aquoso de folhas C. pachystachya em estudos
de compostos inibidores da deteccdo de quérum, sendo que este foi considerado uma
fonte promissora de substancias com essa atividade usando os biossensores C.
violaceum (ATCC 31532) e E. coli (pSB403).%

2.3 Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) é considerado um conjunto de
doencas respiratorias preveniveis com tratamento, mas néo curavel. A DPOC acarreta
uma morbidade global de 65 milhdes de pessoas, incluindo 3 milhdes de mortalidades
por ano.?”- 33 E caracterizada principalmente pela obstrucdo cronica do fluxo aéreo,
nao reversivel totalmente, ocasionada por uma inflamacé&o pulmonar devido a inalacao
de particulas e/ou gases toxicos.22° Essa obstrucado é progressiva, ocorrendo diversas
manifestacbes sistematicas como destruicdo do parénquima pulmonar, desequilibrio
entre a formacao de radicais livres de oxigénio e a capacidade antioxidante que resulta
em sobrecarga oxidativa nos pulmdes.?®> Manifesta sinais e sintomas como dispneia,
tosse e expectoracdo.?>3*

Esta inflamacdo é marcada pela presenca de células inflamatérias como
linfécitos, macréfagos e neutrofilos, e por interleucinas 1B e 6.2 Os leucotrienos,
marcadores lipidicos de inflamacéo derivado do acido araquidénico, também estédo
relacionados a inflamacdes pulmonares. Em sua biossintese a enzima 5-Lipoxigenase
(5-LOX), atua como catalisador e € expressa como varios leucocitos
polimorfonucleares (neutrofilos e eosindfilos), macréfagos e linfécitos, sendo estes
antes citados como células inflamatérias da DPOC.?8:29

Muitos fatores sdo associados ao desenvolvimento da DPOC nos individuos,
sendo o principal de todos o tabagismo, mas podemos citar outros, como a poluicdo
atmosférica por diversos gases nocivos, poluicdo domiciliar (devido ao uso de fogbes

a base de carvdo ou lenha), a vida intra-uterina, deficiéncias genéticas da a-1-
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antitripsina.3%:3> A deficiéncia no tecido pulmonar é ocasionada por mutacdes no gene
SERPINAL que esta presente na enzima a-1l-antitripsina, um inibidor de protease da
glicoproteina codificado por esse gene.?3¢ Esta caréncia leva a estudos para
descobertas de medicamentos protoétipos de precisdo pra DPOC, pois possui bases
identificaveis em termos genéticos, com epidemiologia especifica e caracteristicas
clinicas.®®

E uma doenca lenta, sendo diagnosticada em pessoas com idade entre 40 a
50 anos. Seu diagnostico incorpora a Volume Expiratério Forgcado no primeiro
segundo (VEF1) e avaliacdo de sintomas e exacerbacdes (espirometria), para
classificacdo de gravidade da doenca.? A classificacdo da gravidade da DPOC
estabelece o grau da obstrucdo do fluxo aéreo, determina a intensidade dos sintomas
(especificamente o grau da dispneia) e avalia o risco de exacerbacdes da DPOC.3’

O tratamento da DPOC deve ser baseado na disponibilidade das medicacdes
existentes, gravidade da doenca, interagcbes medicamentosas e comorbidades;
associado a cessacgédo do tabagismo, incentivo a atividade fisica, reabilitacdo pulmonar
e em casos avancados oxigenoterapia, tratamento cirlrgico, endoscépico e
transplante pulmonar.®” Por ser uma doenca cronica, ndo curavel, o tratamento
consiste em reducdo dos sintomas, melhora do estado de saude e da tolerancia ao
exercicio, reducdo de riscos e da mortalidade. Faz-se o uso de agentes com acéo
antioxidante e anti-inflamatéria, como o N-acetilcisteina, que podem reduzir o estresse
oxidativo nas vias aéreas e diminuir as células inflamatdrias dos pacientes.®” O N-
acetilcisteina apresenta efeitos colaterais comuns como nauseas e diarreia.3’: 38

A DPOC também pode estar associada ao desenvolvimento de outras
enfermidades, principalmente a uma disfungdo muscular periférica, diminuicdo da
capacidade para realizar exercicios fisico e desencadeamento de doencas a niveis de
equilibrio emocional, afetivo e relacional.®® Pacientes desnutridos apresentam
dispneia mais intensa, deterioragdo da qualidade de vida e deterioracao da funcéo e
estrutura muscular, classificados em dois grupos: musculares intrinsecos e
musculares extrinsecos. O metabolismo de aminoacidos pode ser influenciado
negativamente por manifestacdes da DPOC, promovendo assim a perda muscular nos
pacientes acometidos.34 3 Pacientes diagnosticado com DPOC e COVID-19, podem
apresentar grandes chances de ser hospitalizado, necessitando de internacdo na UT],

e mortalidade em comparacdo com pacientes com COVID-19 que nao tém DPOC.
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Para esses pacientes (DPOC-COVID-19) devem-se ter um cuidado redobrado e

priorizados na imunizagdo com Vacinas para o covid19.4°

2.4 Estudos in silico

As abordagens in silico estdo sendo muito utilizadas na descoberta de novos
medicamentos, por serem uma forma de economia tanto de tempo, como de dinheiro
com testes que sdo demorados, mas necessarios para a classificacdo de moléculas
como farmacos/fitofarmacos. Ressalta-se que com os testes in silico pode-se fazer
uma triagem de substancias para os testes in vitro, in vivo e clinicos, e ndo que deve-
se excluir tais procedimentos. As propriedades fisico-quimicas, reatividade,
parametros toxicolégicos, e previsdo ou avaliagdo da absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excrecéo, podem ser caracterizados usando modelos QSAR (Relacao
Quantitativa Estrutura/Atividade) convencionais (ferramentas computacionais).’
Predicbes ADMET podem ser realizadas no software on-line PreADMET

(https://preadmet.gsarhub.com/) para verificar propriedades de administragao,

distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo e toxicidade de substancias (PreADMET,
2022).%3

A docagem molecular, também conhecido como atracamento, ancoragem,
acoplamento ou docking molecular, consiste na busca do “encaixe perfeito”, sendo
este entre duas moléculas simultaneamente, por exemplo uma molécula candidata a
farmaco e uma enzima/proteina relacionada a uma doenca. Essa interacdo ocorre no
sitio ativo da enzima e é chamada no final de ‘complexo’, baseado no modelo “chave-
fechadura” que assim pode ser usado para estimar a afinidade de ligacéo e priorizar
as moléculas que “melhor” se ligam ao complexo.?* Na analise do melhor encaixe,
usa-se dois parametros: pontuacdo de encaixe (relaciona-se a energia de ligacao,
quanto mais negativo melhor) e tipo de interagéo (ligac6es de hidrogénio, interacdes
de Van der Walls).58 Dentre os softwares utilizados para a realizacédo de célculos de
docagem, temos: DOCK, AutoDock, FlexX, Surflex, GOLD, Glide, Cdocker, LigandFit,
MCDock, FRED, MOE-Dock, LeDock, AutoDock Vina, rDock, UCSF Dock.>®

O AutoDock Tools (ADT) prever interacbes de proteinas com pequenas
moléculas, como molécula de droga e substrato. AutoDock tem dois programas chave
para serem executados, o Autogrid4 e AutoDock4. O Autogrid4 prepara um mapa de

grade dos aminoacidos presentes na Grid Box definida pelo usuario e o AutoDock4
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analisa as interacfes desses residuos de aminoacidos com a molécula do
ligante.®®© No ADT é possivel visualizar e rotacionar as moléculas/enzimas em 3D,
preparar os arquivos autogrid e autodock4, realizar o processo de docagem,

apresentar os resultados do encaixe exibindo-os graficamente.5?
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Capitulo 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Producao dos extratos

As raizes e folhas da C. pachystachya foram coletadas na cidade de
Monsenhor Gil — Pl (56°33’56.7"S 42°36’19.3"W), nos meses de outubro e novembro
de 2020. A identificacdo botanica foi realizada pela botanica Ivanilza Moreira De
Andrade e uma exsicata depositada no Herbario Delta do Parnaiba da Universidade
Federal do Delta Parnaiba (UFDPa) sob nimero Tombo 6727. O material vegetal foi
seco em temperatura ambiente, triturado, pesado em uma balanca analitica e
armazenado em um recipiente de vidro (Tabela 3.1, Figura 3.1). Posteriormente, 0s
extratos foram produzidos com etanol a 99%, por método de maceracao, sob agitacéo
mecanica por trés vezes, em temperatura ambiente de 26°C +1. O solvente foi
evaporado em evaporador rotatério da Fisatom R-801 sob pressdo reduzida com
auxilio de bombas de vacuo da PRSIMATEC BBV-132 a temperatura < 40°C no
Laboratério de Sintese de produtos naturais do Instituto Federal do Piaui — Campus
Teresina Central. Esse processo foi realizado tanto com as raizes como para as folhas
da C. pachystachya e receberam a seguinte nomenclatura: Etandlico das Raizes da
C. pachystachya - ERCP e Etandlico das Folhas da C. pachystachya - EFCP. Os
extratos produzidos foram submetidos a prospecgdo fitoquimica, métodos

cromatograficos.
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Adigio do etanol Filtragem e rotaevaporacéo

Folhas

Foram trituradas
(individualmente)

Raizes

Figura 3.1 Producdo dos extratos etandlico das raizes e folhas da C.

pachystachya.
Tabela 3.1. Pesagem das raizes e folhas antes e depois de triturar
ERCP EFCP
Pesagem antes de triturar 822,26 g 495,14 g
Pesagem depois de triturar 751,82 g 460,93 g

3.2 Prospeccao Fitoquimica

A prospeccdao fitoquimica seguiu a metodologia de Matos (2009)%?, a qual baseia-
se na andlise das reacdes qualitativas de precipitacdo e coloracdo, nas propriedades
fisico-quimicas dos constituintes quimicos da planta, para a obtencéo dos resultados.
Na determinacgédo e identificagdo da composicdo quimica dos extratos etandlicos das
raizes e das folhas da C. pachystachya, realizou-se testes de verificacdo dos
compostos como: taninos, esteroides e triterpenos, flavonoides, saponinas e
alcaloides. Os testes foram realizados em duas proporcdes diferente de extrato pra

solvente, sendo de 1:1 e 2:1.

3.2.1 Teste de Taninos

Em um tubo de ensaio contendo 2 mL do extrato, adicionou-se trés gotas de
solucéo alcodlica de FeCls a 5% (5 g de Acido Férrico em 100 mL de agua) e em
seguida agitado fortemente observando se houve qualquer variagéo de cor, onde foi

realizado um teste em branco (H20 + FeCls3) para comparagéo dos resultados.
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Resultado esperado: A coloracéo variavel entre o azul e o vermelho indicara a
presenca de fendis, quando for negativo o teste branco. Precipitado de tonalidade azul
indica a presenca de taninos hidrolisaveis, e verde, a presenca de taninos
condensados.

3.2.2 Teste de Esteroides e Triterpenos

Baseia-se na reacdo de Lieberman- Burchard (anidrido acético + acido sulfurico
concentrado). Em 2 mL do extrato, adiciona-se 3 mL de Cloroférmio, com 2 mL de
anidrido acético, este foi suavemente agitado e acrescentou-se de forma cuidadosa 3
gotas de H2SO4 concentrado, sendo agitado repetidamente, observando se ocorreu
aparecimento de coloracéo.

Resultado Esperado: Coloracdo azul evanescente seguida de verde
permanente € indicativa da presenca de esteroides livres. Coloracdo parda até a

vermelha indica a presenca de triterpenoides pentaciclicos livres.
3.2.3 Teste de Flavonoides

Em 2 mL do extrato, adicionou-se alguns centigramas de fita de magnésio e 2
mL de HCI concentrado, feito através do teste de Shinoda, o término da reacao é
indicada pelo fim da efervescéncia.

Resultado esperado: Aparecimento da coloracdo vermelha variavel de parda a
vermelha indica a presencga de flavonoides no extrato.

3.2.4 Teste de saponinas

Em 2 mL do extrato, adicionou-se 2 mL de cloroférmio e 5 mL de 4gua destilada.
Posteriormente, a solugdo serad agitada permanentemente por 3 minutos e se
observard a formacéo de espuma.

Resultado esperado: Espuma persistente e abundante (colarinho) indicara a

presenca de saponina. (heterosideos saponinicos).

3.2.5 Teste de Alcaloides

Em 2 mL do extrato, alcalinizou-se a solugdo com quinze gotas de hidroxido de

sédio a 1% (ou NH4OH até pH 11), em seguida, acrescentou-se 2 ml de 4gua e 2 mL
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de cloroférmio. Desprezou-se a fracdo aquosa e acrescentou-se na fracéo
cloroférmica quinze gotas de acido cloridrico a 1% e 2 mL de agua. A fracdo
cloroférmica foi desprezada e os testes seguiu-se com a fracdo aquosa 4cida, na qual
adicionou-se trés gotas do reagente de Mayer (Cloreto de mercurio + lodeto de
potassio) para a verificacdo da presenca de alcaloides.

Resultado Esperado: A formacédo de precipitado floculoso é indicativo da

presenca de alcaloides.

3.4 Analise por Cromatografia Gasosa —Espectro de Massa
(CG-EM) dos ERCP e EFCP

A cromatografia gasosa acoplada a espectro de massas foi realizada em um
cromatdgrafo a gas, acoplado a espetrémetro de massas Shimadzu, modelo GC/MS-
GCMS-QP2010CN Ultra, equipado com injetor Split/splitless (250 °C), coluna
cromatografica capilar do tipo DB-1 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), com fase
estacionaria composta de 100% dimetilpolissiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm
de didmetro interno e 0,10 um de espessura de filme. Iniciou-se coma propagacéao de
temperatura em 50 °C por 5 min, em seguida elevada para 250 °C com taxa de
crescimento de 5 °C/min (por 35 min). A temperatura da camara de ionizagao e da
interface entre CG/EM foram 200 °C e 250 °C, respectivamente. O gas de arraste
utilizado foi o gas Hélio com fluxo de 1,69 mL/min (100 kPa) e utilizado o modo
splitless. Para a injecao, foi preparada uma solucédo de 1 mg/mL de ERCP e outra de
EFCP solubilizado em etanol, em seguida 1 pL dessa solugdo foi injetado no
cromatografo. O espectrdmetro de massas operou a 70 eV no modo SCAN (Full

Scan). A quantificacdo dos compostos foi realizada por normalizacéo de area.%3 64

3.5 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) do ERCP e EFCP

A analise do extrato por CLAE foi realizada em cromatografo analitico, marca
Shimadzu modelo LC-20 AT. Controlador CBM-20A, detector UV-Vis SPD-20 A, forno
CTO-20A, autoinjetor SIL-20A HT, desgaseificador DGU-20A 5R, coluna de fase
reversa (C18) (Shim-pack VP-ODS, 4.6 mm x 150 mm, 4.6 um). O ERCP, EFCP e as

solucbes padrdo de &acido galico, catequina, epicatequina, acido clorogénico,
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seringaldeido, acido cumarico e acido salicilico foram filtradas em cartucho de
extracdo em fase solida Chromabond® C18-ec da Macherey-Nagel e disco de filtro de
0,45 um. As amostras foram filtradas em membrana filtrante Chromafil® Xtra PTFE-
20/25 de 25 mm e poro de 0,20 uym. A elui¢do foi realizada com uma solucao de acido
acético a 0,1% em agua (solvente A) e metanol (solvente B). As amostras e os padroes
foram eluidos de acordo com o gradiente de variacdes do solvente B: de 0 a 5min (7-
11%); 5 a 10 min (11-16%); 10 a 15 min (16-25%); 15 a 30 min (25%); 30 a 34 min
(25-38%); 34 a 38 min (38-50%); 42 a 46 min (60-65%); 46 a 50 min (65-70%); 54 a
58min (75-85%); 58 a 62 min (85-25%); 62 a 63 min (25-7%); 63 a 80 min (7%), fluxo
de 0,6 mL/min, volume de injecdo de 20 uL para padrbes e amostras e temperatura
do forno da coluna de 35 °C. Os cromatogramas foram monitorados em 290 nm. A
identificacdo de compostos no extrato foi realizada por comparacdo do tempo de
retencdo (tR) com aqueles obtidos injetando padrfes preparados sob as mesmas
condi¢cBes. Para quantificacdo foi construida uma curva analitica (10 pontos) a partir
de uma solucao contendo uma mistura de todos os padrdes (acido galico, catequina,
epicatequina, acido clorogénico, seringaldeido, acido cumarico e acido salicilico). Para
isso, foram preparadas solu¢des com concentracdes que variaram de 1 a 10 ppm em

solucdo agua:etanol (70:30 v/v).53 64

3.6 Fracionamento dos extratos etandlicos das raizes
(ERCP)

O extrato etandlico das raizes, foi submetido a uma cromatografia filtrante de 5
g de ERCP que produziu quatro fracdes uma hexanica com 2 g (40%) (ERCP-1);
cloroférmica com 1,82 g (36,4%) (ERCP-2); acetato de etila com 800 mg (16%)
(ERCP-3) e metandlica com 340 mg (6,8%) (ERCP-4). A fracdo ERCP-1 (1,5 g, 75%)
foi cromatograda em coluna de silica (50 g) fornecendo seis subfracfes: ERCP-1.1
(CeH14/CHCI3 20 %), ERCP-1.2 (CsH14/CHCI3 1:1), ERCP-1.3 (CsH14/CHCIl3 80%),
ERCP-1.4 (CHCIs), ERCP-1.5 (CHCI3s/MeOH 2,5%) e ERCP-1.6 (CHCI3/MeOH 5%). A
subfracdo ERCP-1.2 (650 mg, 43,34%) oleosa, de cor amarelo-claro, soluvel em
CHCIs, foi submetida a cromatografia em coluna com gel de silica impregnada com
KOH a 10%. Foram coletados 100 fragcoes de 10 mL, empregando-se na elui¢cdo das
mesmas CeH14, CHCl3, MeOH e misturas destes. As fracdes 14-36 (300 mg, 46,15%)

foram reunidas apds analise por CCD usando como eluente CesH14/CHCI3 5% e levou
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ao isolamento do composto 128, (100 mg, 33,34%), apos cristalizacdo em EtOH. Uma
recristalizacdo da agua mae em EtOH levou ao isolamento do composto 129 (25 mg,
8,34%). A subfracdo ERCP-1.5 (500 mg, 33,34%), um solido gelatinoso, de cor verde-
escuro, solivel em CHCIs, foi submetida a cromatografia em coluna em gel de silica.
Foram coletados 60 fracGes de 10 mL cada, empregando-se na eluicdo das mesmas
CeHi14, CHCI3, MeOH e misturas destes. As fra¢cdes 30-35 (150 mg, 30%) foram
reunidas apés analise de CCD usando como eluente Hex/CHCIls 1:1 e levou a
obtencédo do composto 130 (50 mg; 33,34%). A subfracdo ERCP-1.6 (350 mg, 23,34%)
foi submetida a cromatografia em gel de Sephadex LH-20, utilizando o MeOH como
solvente Unico, desta coluna foram coletadas 90 frac6es de 10 mL cada. As fracdes
50-60 (125 mg, 35,71%) foram reunidas apds analise de CCD usando como eluente
CHCI3/MeOH 15% e submetida a recristalizagdo em EtOH, fornecendo o composto
131 (50 mg, 40%). A subfracdo 25-38 (65 mg, 18,57%), foi submetida a permeacéo
em gel de Sephadex LH-20, utilizando como solvente a mistura CeH14/CH2Cl2 (1:4) e
forneceu um sélido branco, inodoro, pesando 35 mg (53,84%) que foi identificado
como uma mistura dos compostos 133 e 134. Um outro sélido branco, inodoro,

pesando 20 mg (5,71%), foi denominado composto 132.54

3.7 Propriedades ADMET

As propriedades ADMET (Absorcéo, Distribuicdo, Metabolizacdo, Excrecao e
Toxicidade) tedricas das moléculas, foram realizadas no software gratuito on-line Pre-
ADMET®, no qual podemos obter as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas com a finalidade de diminuir os gastos financeiros com testes
experimentais na determinacdo das mesmas. As férmulas estruturais dos compostos
fitoquimicos isolados e identificados (Tabela 3.2), foram desenhadas no préprio
software e submetidas aos testes de ADMET. Com os resultados do ADMET,
analisou-se os parametros de Ligacdo Proteina Plamatica (PPB), Penetracdo da
Barreira Hematoencefalica (BBB), Permeabilidade da Pele, Absorcdo Intestinal
Humana (HIA), Permeabilidade em células CaCo-2, Inibicdo da glicoproteina P,
solubilidade em 4gua e em agua pura, Teste de Ames, TA100 e TA1535 com e sem
ativacdo, carcinogenicidade em camundongos e em ratos, inibicdo da CYP450 e

semelhanca dos farmacos com drogas pela Regra de Lipinski.54
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Tabela 3.2 Compostos bioativos isolados e/ou identificados dos extratos etandlicos
das raizes e folhas da C. pachystachya: identificacdo PubChem CID, férmula e peso

molecular.
N. 1. Nome da molécula PubChem CID Formula molecular/Peso
Molecular
28 L - (+) - Acido ascérbico-2,6- 54722209 CasHes0s (652,9 g/mol)
dihexadecanoato
30 Hexadecanoato de etila 12366 Ci1sH3602 (284,5 g/mol)
39 (9E,12E)-octadeca-9,12-dienoato 5365672 C20H3602 (308,5 g/mol)
de etila

40 (2)-octadec-9-enoato de etila 5363269 C20H3802 (310,5 g/mol)
42 Octadecanoato de etila 8122 C20H4002 (312,5 g/mol)
97 Fitol 5280435 C20H400 (296,5 g/mol)
102 Acido linoleico 5280450 CisH3202 (280,4 g/mol)
103 2,2-dicloroacetato tridec-2-inil 531238 Ci15H24Cl202 (307,3 g/mol)
123 Acido Clorogénico 1794427 C16H1809 (354,31 g/mol)
124 Catequina 9064 Ci15H1406 (290,27 g/mol)
125 Epicatequina 72276 Ci15H1406 (290,27 g/mol)
126 Seringaldeido 8655 CoH1004 (182,17 g/mol)
127 Acido cumarico 637542 CoHsOs3 (164,16 g/mol)
128 B-Sitosterol 222284 C29H500 (414,07 g/mol)
129 Sitostenona 5484202 C20H480 (412,7 g/mol)
130 Beccaridiol 16088007 C20H4202 (422,6 g/mol)
131 Acido Torméntico 73193 C30H4s05 (488,7 g/mol)
132 Lupeol 259846 C30Hs00 (426,7 g/mol)
133 a-Amirina 73170 C30Hs00 (426,7 g/mol)
134 B-Amirina 73145 C30Hs00 (426,7 g/mol)

3.8 Docagens moleculares
Na realizac@o da docagem molecular utilizou-se o programa Autodock 4.2.55 Os
possiveis alvos da DPOC, a cadeia das estruturas da 5-lipoxigenase (5-LOX) e a a-1-
antitripisina, foram obtidos no banco de dados de proteinas (PDB - Protein Data
Bank)® com os cddigos 3V92 e 1KCT, respectivamente, e tratadas no programa

Chimera.®” Os ligantes utilizados foram os compostos bioativos isolados e
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identificados da C. pachystachya listados na Tabela 3.2, suas estruturas
tridimensionais foram obtidas no banco de dados PubChem. Com o Autodock Tools
(ADT) verséo 1.5.6,% preparou-se as proteinas e ligantes para as docagens, o estudo
da interacgéo foi direcionada para que ocorresse no sitio ativo de cada enzima, ou seja,
préximo ao residuo Phel77 (fenilalanina) para a 5-LOX, o qual ja foi identificado e
relatado por Carvalho et al. (2020),3! e residuos Met358 (metionina) e Ser359 (serina)
para a enzima a-1-antitripisina, identificado de acordo com Song et al. (1995).1% Em
seguida, adicionou-se os hidrogénios e calculou-se as cargas parciais. Uma caixa
cubica de 60 x 60 x 60 pontos foi gerada e cada simulacdo consistiu em 100 corridas
independentes. Definiu-se o0s parametros restantes de docagem com os valores
padrbées. Com os resultados analisamos as interacfes entre as substancias quimicas

da C. pachystachya com as enzimas.%°
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prospeccéao Fitoquimica

O rendimento da producéo dos extratos foi de 2,81 % e 4,55%, para o ERCP e
EFCP, respectivamente. A prospeccdo fitoquimica tem como objetivo a analise
qualitativa das classes de metabolitos secundarios presentes em um extrato, 0S
resultados dessa andlise para o ERCP e EFCP estdo apresentados na Tabela 4.1 e
Figura 4.1. Para o ERCP identificou-se a presenca de taninos, flavonoides, saponinas
e alcaloides. Ja para o EFCP, as reacdes observadas relataram a presenca de
esteroides e triterpenos, saponinas e alcaloides.

Os extratos aquoso e etandlico das folhas da C. pachystachya, estudado por
Costa & Hoscheid (2018)°, relataram a presenca de taninos, alcaloides e flavonoides
(para o extrato aquoso) e taninos, saponinas e esteroides (para o extrato etanélico).59
Esses metabdlitos secundarios podem estar relacionados as diversas atividades
biol6gicas expressas para o0 uso desta planta, como antioxidante, anti-inflamatoria,

antifingica, antimicrobiana, citotéxica, tratamento de diarreia e hipertenséao arterial.®®

Tabela 4.1. Prospeccao fitoquimica do extrato ERCP e EFCP nas proporcoes
1:1e2:1.

ERCP (1:1) ERCP (2:1) EFCP (1:1) EFCP (2:1)

Taninos + + - -

Esteroides e - - + -
Triterpenos

Flavonoides + + - -
Saponinas + + + +

Alcaloides + + + +
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Prospecgao fitoquimica do ERCP {1:1) Prospecgao fitoquimica do ERCP (2:1)

1- Taninos
2- Flavonoides
32- Triterpenos
4- Saponinas
5- Alcaloides

Prospecgao fitoquimica do EFCP (1:1)

opBRER

Figura 4.1 Prospeccéo fitoquimica para identificacdo de taninos, flavanoides,
triterpenos, saponinas e alcaloides nos extratos ERCP e EFCP nas proporcdes 1:1 e
2:1.

4.2 Andlise por CG-EM do ERCP e EFCP

O resultado da analise por CG-EM do ERCP mostrou um cromatograma com
60 sinais, sendo possivel identificar 51 compostos evidenciando a importancia desta
técnica para a identificacdo da composicdo quimica de espécies vegetais. Dentre 0s
60 compostos, temos: 20 ésteres, 6 funcdes mistas (compostos com mais de um grupo
funcional — alcool, éster, éter), 5 hidrocarbonetos, 5 &cidos carboxilicos, 2 alcoois, 2
fendis, 2 grupos sulfénicos, 1 esteroide, 1 anidrido, 1 colestendide, 1 benzenofurano,
1 oxano-triol, 1 aldeido graxo, 1 alopiranose, 1 2-monoglicerideo, 1 1-monoglicerideo
e 9 compostos néo identificados (Tabela 4.2). Os cincos compostos que apresentaram
o percentual relativo de area mais alto, para o ERCP, e receberam destaque nesta
pesquisa, Figura 4.2. Os compostos L - (+) - &cido ascorbico 2,6-dihexadecanoato
(28), hexadecanoato de etila (30), (9E,12E)-octadeca-9,12-dienoato de etila (39), (2)-
octadec-9-enoato de etila (40) e octadecanoato de etila (42) apresentaram os valores
percentuais de area mais significativos no ERCP. J& as substancias propano-1,2,3-
triol, 2,3-dihidro-1-benzofurano, 9-oxononanoato de metila, tetracosano e &cido
hexadecandico, éster 2-hidroxi-1- (hidroximetil) etil os valores mais baixos de
percentual de area para o ERCP.
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Tabela 4.2 Compostos identificados na analise por CG-EM do ERCP

N° TR Composto Formula Massa Percentual
do (min) molecular  molecular (u) relativo de
pico area (%)
01 5,705 2,3-dimetilbutano-2,3-diol CeH1402 118,17 0,44
02 9,517 Propano-1,2,3-triol C3HsOs3 92,09 0,19
03 17,355 Benzeno-1,2-diol CeHesO2 110,11 0,22
04 17,959 2,3-dihidro-1-benzofurano CsgHsO1 128,15 0,18
05 21,754 2-metoxi-6-metiloxano-3,4,5-triol C7H140s5 178,18 0,22
06 22,454 Benzeno-1,2,3-triol CeHsO3 126,11 1,78
07 23,099 Decanoato de etila C12H2402 200,32 0,30
08 23,615 Acido benzoico;4-[(4-hidroxi-3,5- C31H3206 500,6 0,23
dimetilfenil)metil]-2,6-dimetilfenol
09 24,124 9-oxononanoato de metila C10H1803 186,25 0,19
10 25,169 (3R,4R,5S,6R)-6-(hidroximetil)oxane[o- CeH1206 180,16 0,73
2,3,4,5-tetrol
11 25,897 N&o identificado - 178,0 0,22
12 26,462 Dodecanoato de metila C13H2602 214,34 0,25
13 28,188 Dodecanoato de etila C14H2802 228,37 0,21
14 28,309 N&o identificado - 296,6 0,37
15 28,605 (2R,3S,4S,5R,6R)-2-(hidroximetil)-6- C7H1406 194,18 0,78
metoxioxano-3,4,5-triol
16 30,659 Heneicosano Co1Haa 296,6 0,48
17 30,754 2,6-dimetoxi-4-prop-2-enilfenol C11H1403 194,23 0,38
18 31,056 4-etoxi-benzaldeido CoH1002 150,17 0,20
19 31,236 Tetradecanoato de metila C15H3002 242,4 0,25
20 31,985 Acido tetradecandico C14H2802 228,37 0,37
21 32,771 Tetradecanoato de etila C16H3202 256,42 0,50
22 32,890 Octadecano CigHas 2545 0,46
23 34,141 Acido pentadecandico C15H3002 242,4 0,23
24 34,413 Né&o identificado - 278,0 0,53
25 34,902 Pentadecanoato de etila Ci17H3402 270,5 0,68
26 35,014 Eicosane CooHa2 282,5 0,44
27 35,558 Hexadecanoato de metila C17H3402 270,5 1,61
28 36,264 L-(+)- Acido ascérbico 2,6- C3asHesOs 652,9 6,16
dihexadecanoato
29 36,517 Né&o identificado - 282,5 0,52
30 36,938 Hexadecanoato de etila C18Hz3602 2845 14,68
31 37,039 N&o identificado - 282,5 0,41
32 38,203 Acido heptadecandico C17H3402 270,5 0,33
33 38,426 (E)-hexadec-9-enoato de etila C18Hz3402 282,5 0,61
34 38,894 N&o identificado - 308,5 2,80
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35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

56

57
58
59
60

39,015
39,496
39,596
39,703
40,165
40,268
40,379
40,738
40,823
41,655
42,519
43,628
44,231
44,310
45,019
45,130
45,474
46,188
47,021
47,927
50,155

50,256

50,385
51,878
53,434
65,921

(E)-octadec-9-enoato de metila
Octadecanoato de metila
Acido (9Z,127)-octadeca-9,12-diendico
Acido (2)-octadec-9-endico
(9E,12E)-octadeca-9,12-dienoato de etila
(2)-octadec-9-enoato de etila
N&o identificado
Octadecanoato de etila
Dotriacontano
Dodecanoato de 3-metilbutila
Nonadecanoato de etila
Acido (Z,12R)-12-hidroxioctadec-9-endico
19-metil-eicosanoato de metila
Tetracosano
4-dodecan-6-ilbenzenosulfonato de metila
4-decan-5-ilbenzenosulfonato de metila
Gamma.-Sitosterol
Hexadecanoato de 1,3-dihidroxipropan-2-ilo
benzeno-1,2-dicarboxilato bis(2-etilhexil)
Na&o identificado
2,3-dihidroxipropil (9 Z , 12 Z) -octadeca-
9,12-dienoato
(Z)-octadec-9-enoato de [(Z)-octadec-9-
enoila]
Né&o identificado
bis (2-etilhexil) benzeno-1,3-dicarboxilato
Tetracosanoato de etila
(3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-10,13-
dimetil-17-[(2R)-6-metilheptan-2-il]-
2,3,8,9,11,12,14,15,16,17-decahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ol

Ci19H3602
Ci19H3802
CisH3202
Ci8H3402
C20H3602
C20H3802
C20H2002
Cs2Hes
Ci17H3402
C21H4202
Ci18H3403
C22H4402
Ca4Hso
C19H3203S
C17H2803S
C29H5202
Ci19H3804
C24H3804

C21H3804

C3sHe603

C24H3804
C26H5202
C27H440

296,5
298,5
280,4
282,5
308,5
310,5
310,5
312,5
450,9
270,5
326,6
298,5
340,6
338,7
340,5
312,5
432,7
330,5
390,6
312,5
354,5

546,9

312,5
390,6
396,7
384,6

1,69
0,96
2,10
3,85
12,66
14,23
0,67
9,07
0,31
0,21
0,22
1,28
0,77
0,18
0,30
0,52
4,71
0,18
1,17
0,47
0,27

0,35

0,28
4,83
0,28
0,54

Ja o resultado da analise EFCP apresentou um cromatograma com 62 sinais,

sendo possivel identificar 54 compostos (Tabela 4.3). Destas 62 substancias, temos:

17 funcbes mistas, 22 ésteres, 5 hidrocarbonetos, 3 alcoois, 2 acidos carboxilicos, 1

diterpeno, 1 cetona e 11 compostos néo identificados. Os compostos hexadecanoato
de etila (92), fitol (97), acido linoleico (102), 2,2-dicloroacetato tridec-2-inil (103) e
octadecanoato de etila (105) apresentaram o0s valores percentuais de area mais

significativos, no EFCP, e também receberam destaque neste trabalho, Figura 4.2. Ja

os valores mais baixos de percentuais de area foram obtidos para as moléculas 5-
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(hidroximetil)furan-2-carbaldeido, 2-metil-4-[(E)-oct-2-en-2-il]-2H-furan-5-ano,
shiobuano, laurato de isoamila e (9Z, 12Z)octadeca-9,12-dienoato de 2,3-
dihidroxipropila. Os compostos em comum, para ambos os extratos foram:
dodecanoato de etila, heneicosano, acido tetradecandico, octadecano, eicosano,
dodecanoato de metila, hexadecanoato de metila, hexadecanoato de etila, L-(+)-acido
ascorbico-2,6-dihexadecanoato, gamma-sitosterol, octadecanoato de etila, (Z2)-
octadec-9-enoato de etila, octadecanoato de metila, (E)-octadec-9-enoato de metila,
(E)-hexadecanoato de etila, &cido heptadecandico, hexadecanoato de 1,3-

dihidroxipropan-2-ilo e benzeno-1,2-dicarboxilato bis(2-etilhexil).

Tabela 4.3 Compostos identificados na andlise por CG-EM do EFCP

N° Tr Composto Formula Massa Percentual
do (min) molecular molecular (u) relativo de
pico area (%)
61 3,366 2-fluoroacetato de etila C4H702F 106,10 1,46
62 3,861 2-oxopraponoato de metila C4HeO3 102,09 0,34
63 6,667 2,3-dihidroxipropanal CeH1206 180,16 0,22
64 18,197 5-(hidroximetil)furan-2-carbaldeido CeHeO3 126,11 0,18
65 22,460 benzeno-1,2,3-triol CsHeOs3 126,11 1,64
66 23,094 decanoato de etila C12H2402 200,32 0,45
67 24,243 2-hidroxi-4-metilbenzaldeido CgHsO2 136,15 0,23
68 25,069 Acido acético [4-(1-hidroxi-1-metiletil C31H3206 500,6 0,25
69 26,455 dodecanoato de metila C13H2602 214,34 0,42
70 26,696 4,4, 7a-trimetil-6,7-dihidro-5H-1- C11H1602 180,24 0,44
benzofuran-2-ona
71 28,186 dodecanoato de etila C14H2802 228,37 0,22
72 28,309 Heneicosano C21Haa 296,6 0,32
73 28,474 2-(hidroximetil)-5-(2-hidroxipropan-2- Ci10H1603 184,23 0,41
il)ciclohex-2-em-2-ona
74 28,635 (2S,3S,4S,5S,6S)-2-etoxi-6- CsH1606 208,21 0,56
(hidroximetil)oxano-3,4,5-triol
75 30,657 (Nao identificado) C21Haa 296,6 0,28
76 31,611 (N&o identificado) C14H2203 238,32 0,26
77 31,987 acido tetradecanoico C14H2802 228,37 0,35
78 32,251 acetato de [(E)-2-(2,2,6-trimetil-7- C14H2203 238,32 0,75
oxabiciclo[4.1.0]heptans-1-il)prop-1-enil]
79 32,734 (N&o identificado) - - 0,59
80 32,885 Octadecano CigHas 2545 0,28

81 33,746 acetato de fitol C22H4202 338,6 1,39



Capitulo 4 - Resultados e Discussao

37

82
83
84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

108

109

100
111
112
113
114
115

116

33,873
34,275
34,407

34,652
35,009
35,159
35,554
36,283
36,520
36,807
36,934
37,032
38,203
38,894

39,012
39,258
39,490
39,605
39,724
40,002
40,154
40,278
40,375
40,736
41,912
42,031

43,595

44,220

44,317
44,910
45,090
45,333
46,185
47,013

50,155

6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona
(N&o identificado)
benzeno-1,2-dicarboxilato de bis(2-
metilpropil)
(E)-3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-ol
Eicosano
2-metil-4-[(E)-oct-2-en-2-il]-2H-furan-5-ano
hexadecanoato de metila
L-(+)-acido ascorbico-2,6-dihexadecanoato
(Nao identificado)
(E)-hexadec-9-enoato de etila
hexadecanoato de etila
(Nao identificado)
acido heptadecandico
(92, 127)-octadeca-9,12-dienoato de
metila
(E)-octadec-9-enoato de metila
Fitol
octadecanoato de metila
(Nao identificado)
(N&o identificado)
(Nao identificado)
cido linoleico
2,2-dicloroacetato tridec-2-inil
(Z)-octadec-9-enoato de etila
octadecanoato de etila
(E)-pentatriacont-17-eno
2-acetiloxipropano-1,2,3-tricarboxilato de
tributila
5-metil-5-(4,8,12-trimetiltridecil)oxolan-2-
ona
(92, 127, 157)-octadeca-9,12,15-trienoato
de etila
hexanedioato de bis(2-etilhexila)
Shiobuano
laurato de isoamila
gamma-sitosterol
hexadecanoato de 1.3-dihidroxipropan-2-il
benzeno-1,2-dicarboxilato de bis(2-
etilhexila)
(92, 12Z)octadeca-9,12-dienoato de 2,3-
dihidroxipropila

C18H360
C22H4202
C16H2204

C20H400
C2oHa2
C13H2002
C17H3402
C3sHesOs
Ci18H3402
Ci18H3402
Ci18H3602
CaoHa2
Ci17H3402
Ci19H3402

C19H3602
C20H400
C19H3802
Ci18H3202
Ci15H2402Cl2
C22H4202
CisH3202
Ci15H2402Cl2
C20H3802
C20H2002
CasH7o
C20H340s

C21H4002

C20H3402

C22H4204
Ci5H240
Ci17H3402
C29H5202
C19H3804
C24H3804

C21Hz3804

268,5
338,6
278,34

296,5
282,5
208,3
270,5
652,9
282,5
282,5
284,5
282,5
270,5
294,5

296,5
296,5
298,5
280,4
310,5
338,6
280,4
310,5
310,5
312,5
490,9
402,5

324,5

306,5

370,6
220,35
270,5
432,7
330,5
390,6

354,5

0,72
0,33
0,26

0,51
0,22
0,16
0,75
6,65
0,16
0,66
10,56
0,22
0,20
1,65

1,22
18,72
0,44
2,15
3,67
0,36
11,12
9,10
0,33
9,36
0,32
0,19

0,48

1,01

0,31
0,13
0,16
0,56
0,33
0,88

0,11
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117 50,252 (Z2)-octadec-9-enoato de 2,3- C21H4004 356,5 0,20
dihidroxipropila
118 51,859 benzeno-1,3-dicarboxilato de bis(2- C24H3804 390,6 1,12
etilhexila)
119 54,644 Escaleno CsoHso0 410,7 1,79
120 55,640 N&o identificado C27H4402 400,6 0,32
121 56,490 Né&o identificado C27H4402 400,6 0,31
122 70,761 vitamina E C29H5002 430,7 1,26

28 0 40 i
/M g o /\0 >

a7 0 42/105

H 102

Cl

Figura 4.2 Compostos identificado por CG-EM nos extratos ERCP e EFCP que
apresentaram maior percentual de éarea. 28. L - (+) — acido ascoérbico -2,6-
dihexadecanoato, 30/92. hexadecanoato de etila, 39. (9E,12E)-octadeca-9,12-
dienoato de etila, 40. (Z)-octadec-9-enoato de etila, 42/105. octadecanoato de etila.

O L - (+) - acido ascoérbico 2,6-dihexadecanoato (28) é muito utilizado na area
da beleza como um corante de bronzeamento, ja foi identificado no extrato éter de
petréleo das folhas da Colombiana Muehlenbeckia tamnifolia (H.B.K.) Meisn.”® O
hexadecanoato de etila, relatado em ambos extratos (30 — ERCP e 92 — EFCP), é um
composto relatado na alga Laurencia dendroidea,’* extrato de acetona da
Indoneesiella echioides (L) Nees’® e Moringa oleifera, apresentando atividade

antioxidante.®® Ja relatado também, no extrato cloroférmio oleoso liquido de sementes

Cl
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da Juglans regia’3, extrato de éter de petréleo e metanol das folhas de Helicteres
guazumifolia Kunth’4, 6leo essencial das partes aéreas da Salvia verbenaca L.
(proveniente da Italia). "> Abarca-Vargas & Petricevich (2018) publicaram um artigo de
revisdo sobre o género Bougainvillea, em seu trabalho relatou o hexadecanoato de
etila na B. x buttiana (que pode desenvolver atividade antioxidante) e B. spectabilis (a
qual séo atribuidas as atividades antioxidante e anti-inflamatéria).”®

Este também foi encontrado, juntamente com o octadeca-9,12-dienoato de etila
(39), 9-octadecenoato de etila (40) e octadecanoato de etila (42 — ERCP e 105 —
EFCP) no extrato etandlico das sementes de Hibiscus sabdariffa L..”” O octadeca-
9,12-dienoato de etila apresenta atividade antifingica e hipocolesterolémico relatadas
na literatura.” Akhila & Aleykutty (2012), realizaram um estudo com o extrato etanélico
dos frutos da Helicteres isora e identificaram por CG-EM o0s compostos 9-
octadecenoato de etila e octadecanoato de etila.”® O octadecanoato de etila é descrito
como um dos principais componentes do 6leo essencial de folhas de Z. spina-christi.®°
Identificado também no 6leo essencial das partes aéreas de Koelreuteria paniculata
Laxm,8! extrato etandlico da Elephantopus scaber Linn.. 82

O 9-octadecenoato de etila e octadecanoato de etila também ja foram
identificados nos extratos brutos (hexano, MeOH e MeOH:H20) das folhas da Lecythis
pisonis Cambessedes, conhecida como sapucaia ou cumbuca-de-macaco,®® e 9-
octadecenoato de etila nos extratos de acetona, cloroformio e metanol da
Indoneesiella echioides (L) Nees.”? O 9-octadecenoato de etila, nomeado também de
oleato de etila e (Z)-octadec-9-enoato de etila, € muito utilizado no comercio como
plastificante, lubrificante, aditivo biolégico, fluido hidraulico,®* veiculos para
administracdo de progesterona’® e na culinaria como emulsificante, podendo ser
isolado por meio da reacao de esterificacdo do acido oleico com etanol, usando uma
lipase triacilglicerol isolada da enzima Candida antarctica B.2* O octadeca-9,12-
dienoato de etila e 9-octadecenoato de etila apresentam atividade antimicrobiana.®

O fitol (97) é um composto da familia dos dipertenos, possuindo uma cadeia
longa e ramificada, caracterizado por ser um alcool aciclico.8 Utilizado como um
adicional na alimentacdo, ndo mutagénico e de grande abundancia na natureza,® ja
identificado no 6leo essencial das folhas e flores (Italia) da S. verbenaca,’”® Cleome

serrata, Lantana radula, alga aquatica Hydrilla verticillata,® C. difformis, C. odoratus,
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C. alternifolius.?” As atividades farmacolégicas associadas ao fitol sdo: antimicrobiana,
antiviral, citotoxica em linhagens de tumor de mama MCF-7 e cancer cervical Hela,
antitumoral, antiteratogénica, anti-inflamatéria, antidiabética e antioxidante.86

O &cido linoleico (102), ja foi encontrado no extrato de 6leo e 6leo essencial
das sementes de S. verbenaca (Tunisia),”® extrato metandlico bruto das cascas do
caule da Fagraea fragans, extrato cloroférmio oleoso liquido de sementes da J. regia
e utilizado no tratamento de reducdo de dor inflamatéria aguda, niveis crénicos de
glicose no sangue, elevacéo de insulina sérica e normalizar os niveis de hemoglobina
glicada.” Os acidos graxos e ésteres tem exibido atividades farmacolégicas, como
antioxidante e antifingicos. "3

O 2,2-dicloroacetato tridec-2-inil (103) é pouco relatado na literatura, mas ja foi
descrito para as espécies C. difformis e C. odoratus,®” Hypha enethebaica L.,% Eclipta
prostrata.®? Os &cidos dicloroacético sdo utilizados geralmente, em tratamentos de
peelings e remocéo de tatuagens, e apresentam atividade contra células cancerigenas
do cérebro.®0 Este trabalho é o primeiro com a descri¢do destes constituintes por CG-
EM para o extrato etandlico das raizes e folhas da C. pachystachya na literatura.
Outros trabalhos de CG-EM desta planta relatam a identificacdo de compostos como
acido ursolico, esqualeno, acido pomdlico, [-sitosterol, vitamina E, a-amirina,
catequina, isovitexina, isoorientina e acido clorogénico (neste trabalho a identificacao
de acido clorogénico e catequina foi feita por CLAE; da a-amirina e B-sitosterol por IV
e RMN de 3C e 'H).?2 Com isso, temos que estes compostos ja foram descritos em
outros extratos de plantas apresentando alguma atividade biol6gica descrita na
literatura, com excecdo o octadecanoato de etila que ndo encontrou-se trabalho de

atividade biolégica (in vivo e/ou in vitro) relacionados.

4.3 Andlise por CLAE do ERCP e EFCP

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma analise
cromatografica de impresséo digital inovadora, rapida e abrangente que possibilita a
identificacdo, qualificacdo e quantificagdo de metabdlitos fitoterapicos como os
compostos polifendlicos.! Esta andlise permitiu a identificacdo e quantificacdo dos
metabolitos secundarios acido clorogénico (5,525 mg/g), catequina (6,880 mg/g),
epicatequina (7,290 mg/g) e seringaldeido (4,325 mg/g) presentes no ERCP (Tabela
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4.4, Figura 4.3 e 4.4) e acido clorogénico (5,085 mg/g), catequina (5,84 mg/g) e acido
cumarico (4,46 mg/g) presentes no EFCP (Tabela 4.5, Figura 4.3 e 4.4), por meio da
comparacao com o cromatograma dos padrdes analiticos utilizados &cido clorogénico,
acido cumarico, acido galico, acido salicilico, catequina, epicatequina e seringaldeido,
nao sendo identificado nem quantificado o acido cumarico, acido galico e acido
salicilico nesse extrato. Esses compostos receberam o numero de identificacao (N. I.):
acido clorogénico (123), catequina (124), epicatequica (125), seringaldeido (126) e
acido cumaérico (127), Figura 4.4.

Tabela 4.4 Tempo de retencdo (min) e quantificacdo dos compostos
identificados no ERCP por CLAE.

N. I. Compostos Tempo de Quantificacéo
retencdo (min) (mg/g)
123 Acido Clorogénico 27,400 5,525
124 Catequina 25,716 6,880
125 Epicatequina 30,609 7,290
126 Seringaldeido 32,234 4,325

Tabela 4.5 Tempo de retencdo (min) e quantificacdo dos compostos
identificados no EFCP por CLAE.

N. I Compostos Tempo de Quantificacéo

retencéo (min) (mg/g)
123 Acido Clorogénico 27,451 5,085
124 Catequina 24,920 5,84

127 Acido Cumarico 37,512 4,46
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_ EFCP
irio cromatografico

ERCP

Acido Gdlico, (2) Catequina, (3) Acido Clorogénico, (4) Epicatequina, (5)
Seringaldeido, (6) Acido Cumarico e (7) Acido Salicilico. Preto: Padrdo
cromatografico, Rosa: EFCP, Azul: ERCP.

Figura 4.3 Cromatograma do ERCP e EFCP em comparagdo com os padrdes, 290

nm.
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Figura 4.4 Compostos identificados nos extratos ERCP e/ou EFCP por analise de
CLAE. 123. 4cido clorogénico, 124. catequina, 125. epicatequina, 126. seringaldeido,
127. &cido cumarico.
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Duque et al. (2016) em seu trabalho com o extrato de acetato de etila das folhas
da C. pachystachya identificou por CLAE o acido clorogéncio, orientina e
isoorientina.®® Mathias & Oliveira (2017) em seu estudo de investigacdo do perfil
quimico fendlico do extrato metandlico da C. pachystachya e C. hololeuca utilizando
a cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplado com um detector de matriz
de diodos e espectrometria de massa, evidenciou o acido clorogénico, catequina e
epicatequina em ambas as plantas, bem como outros compostos.®? Rivera-
Mondragon et al. (2017) realizou um estudo bibliografico e reuniu os marcadores
guimicos das espécies Cecropia e os citados foram: acido clorogénico, flavonoides
glicosidicos (orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina e rutina), catequina,
epicatequina, procianidinas (B2, B5S e C1), esteroides (3-sitosterol) e triterpendides (a-
amirina, acidos pomdlico, tormentico e ursélico), sendo escolhidos como marcadores
para a avaliacdo da qualidade de acordo com a pontuacéo de classificacdo do Herb
MaRS.?® O &acido clorogénico possui uma boa estabilidade quimica, relevancia
farmacoldgica sendo que ja foi encontrado numa concentracdo de 28 mg/g em um
estudo com o extrato aquoso da C. pachystachya.’* De suas propriedades
farmacoldgicas podemos citar: anticarcinogénico, anti-inflamatério, neuroprotetor,
antioxidante e tem sido muito utilizado em estudos de tratamento em doencas
metabdlicas, como diabetes tipo 2.9

O flavan-3-ols, chamado catequina, ja foi identificada nos extratos butandlicos
da Cecropia obtusa e Cecropia palmata, como sendo o composto majoritario,%
também relatado junto com a epicatequina em extratos aquoso, metandlico e etandlico
de folhas da C. pachystachya, C. glaziovii e C. hololeuca.®* O seringaldeido também
3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzaldeido, um aldeido fendlico, ja relatados nas plantas
Tetradium ruticarpum, Blumea lanceolaria, Microtropis japonica, Coix lacryma-jobi,
Phaius. mishmensis (Lindl.) e Garcinia linii, porém em pequenas quantidades,®’ sendo
gue este ainda nao havia sido relatado para a planta C. pachystachya. Guerrero et al.
(2010), realizou um estudo de verificagdo do efeito vasodilatador com fracdes de
extratos metandlicos de duas plantas do Panama, Psychotria poeppigiana
(Rubiaceae) e Cecropia obtusifolia (Cecropiaceae), e identificou a molécula
seringaldeido apenas na P. poeppigiana sendo esta também a que apresentou o efeito

vasodilatador.®® O acido clorogénico, catequina, a-amirina e B-sitosterol foram



Capitulo 4 - Resultados e Discussao 44

relatados por CG-EM na composicdo do 6leo das folhas da C. pachystachya extraido
utilizando diéxido de carbono supercritico.?? Costa et al. (2011) realizou o isolamento
e identificacdo de metabolitos secundéarios dos extratos aquosos das folhas da C.
glaziovii e C. pachystachya, sendo eles &cido clorogénico, isoorientina, orientina,
isovitexina e isoquercetina.®®

Shairibha & Rajadurai (2014) em seu estudo, investigou o efeito do acido
cumarico no tratamento de hiperglicemia mediada por estresse oxidativo em ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina, e evidenciou melhora nos niveis de
glicemia e estado antioxidante, considerando o acido cumarico como um agente
adjuvante promissor em terapia de diabetes.'%° Este pode ser encontrado também nas
folhas de Ocimum basilicum e desenvolver efeito antibacteriano contra Lactobacillus
spp., E. coli e bacillus spp.1°! Existe na forma livre em niveis relativamente baixo nas
plantas, porem em niveis altos em algumas espécies de cogumelos, como
Ganoderma lucidum, Termitomyces heimii e Cantharellus cibarius .1°2 A presenca de
flavonodides, catequinas, proantocianidinas, compostos terpénicos e esterdides tem
sido associada as atividades anti-hipertensiva e anti-inflamatéria de C. glaziovii e C.
pachystachya.’* O acido cumarico possui atividades biolégicas como antioxidante,
anticancerigena, antimicrobiana, atividades antivirus, anti-inflamatdria, ansiolitica e
analgésica.1%?

A variedade de compostos bioativos na C. pachystachya, lhe proporciona as
mais diversas acles terapéuticas como anti-inflamatoria, antioxidante, agente
hiperglicémico, antimalarico, entre outras. Aragdo et al. (2012), verificou as
propriedades anti-inflamatoria, antinocepitiva e citotoxica do extrato metandlico das
folhas da C. pachystachya e associa estas propriedades farmacol6gicas ao acido
clordgenico, isoorientina, orientina.'% A atividade antioxidante de extratos das plantas
esta relacionada a presenca de compostos fendélicos.1%* Géis produzido a partir do
extrato de acetato de etila das folhas da C. pachystachya tem acédo de cicatrizacao
em feridas e tal € relacionada ao acido clorogénico e aos flavonoides presentes na
composi¢do quimica do extrato.>® Os compostos fenélicos possuem efeitos curativos
pois estimulam a sintese de colageno e reduz a degradacéo do colageno sollvel.®® B-
sitosterol, a-amirina, e acido clorogénico, fitocompostos de extratos da C.

pachystachya possuem acdo anti-inflamatdria.®® Epicatequina, catequina, quercetina
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e acido torméntico isolados do extrato etandlico do caule da C. pachystachya tem
atividade alelopatica na germinacgéo de brotos de alface (Lactuca sativa).'%®

O 4&cido clorogénico pertence a classe dos &cidos fendlicos, uma das
subclasses de metabdlitos secundérios de plantas denominados compostos fendlicos,
que tem propriedades antioxidantes, anti-inflamatorio, neuroprotetor, e atua no
controle da hipertenséo, diabetes e obesidade.1%¢: 197 J4 a catequina e epicatequina
sdo epimeros um do outro, pertencentes a classe os flavonoides que sao
caracterizados por propriedades antioxidante, anti-inflamatérios, antiviral,
antimicrobiana, entre outras.%% 198 109 Os flavonoides desenvolvem acéo inibitéria de
interleucina-4 e -13 e a expressao do ligante CD40 por basofilos (equilibra a histamina
e liberacdo de citocinas) mediada por acao inibitéria sobre a ativacdo de fatores
nucleares de células T ativadas.'%8

A biossintese de compostos fendlicos prossegue construindo o anel aromatico
a partir de carboidratos que ja contém o grupo hidroxila necessario.'%° O seringaldeido
esta no grupo dos aldeidos fendlicos, e apresenta as atividades biolégicas como
capacidade antioxidante, antimicrobiana, antifungica, antioncogénica e mediador,
inibidor de hidrolise enzimaticas.'1® Os compostos identificados neste trabalho para
os ERCP e EFCP, apresentam atividades biol6gicas ja relatadas na literatura
ressaltando assim o uso desta planta para o tratamento de diversas doencas e
podendo ser utilizado em estudos de busca alternativa para tratamento de doencas
inflamatorias crénicas. Fato este que para ser confirmado, necessitara da realizacéo

de testes experimentais (talvez in vitro ou/e in vivo) futuramente.
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4.4 |dentificag&o e isolamento de compostos do ERCP

Da fracdo em hexano das raizes da C. pachystachya foram isolados os
compostos [B-sitosterol (128), sitostenona (129), beccaridiol (130), acido torméntico

(131), lupeol (132), mistura de a e B-amirina (133 e 134), estruturas na Figura 4.5.

Figura 4.5 Compostos identificados por IV, RMN de *H e 3C e isolados por métodos
cromatograficos do ERCP. 128. B3-sitosterol, 129. sitostenona, 130. beccaridiol, 131.

acido tormentico, 132. lupeol, 133. a-amirina e 134. B-amirina.

O composto 128 (Figura 4.5) apresentou-se como um cristal na forma de
escama, de cor branca, com pf. 134,2°C — 135,6°C (Etanol). O espectro na regido do
IV (Figura 4.6) obtidos em pastilha de KBr, revelou bandas em vmax (cm™): 3426 (O-
H), 2937 (C-H, CHz2 e CH3), e 1663 (C=C). O espectro de RMN de 'H (Figura 4.6)
descreve sinais em 3,55 e 5,4 ppm, referentes a H3 de carbono carbindlico e H6 de
carbono olefinico, respectivamente. O espectro de RMN de 13C em CDCIz (Figura 4.6),
apresentou 29 sinais de carbono. Os sinais a & 140,28 e 6 121,73 ppm, de carbonos
olefinicos (C-5=C6-) de esteroides e o sinal em & 71,83 referente a um carbono
carbindlico (C-3). A comparacéo dos dados obtidos para 0 composto 128 com valores
registrados na literatura,*'! permitiu identificar essa substancia como B-sitosterol, um

esteroide comumente encontrado em plantas.
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Figura 4.6 Espectro IV, RMN de 'H e 3C utilizados para identificacdo do composto
128.

O composto 129 (Figura 4.5) apresentou-se como cristais em forma de agulha,
de cor branca, pf 81,2°C — 83,3°C (Etanol). Seu espectro no IV (Figura 4.7), revelou
bandas em vmax (cm™): 2953,2 e 2867,2 (C-H, CH2 e CH3), 1677 (C=0) e 1617,7
(C=C). O espectro de RMN de *H (Figura 4.7) descreve sinal em 5,75 ppm referente
ao H4 de carbono olefinico. O espectro de RMN de 3C em CDCIs (Figura 4.7) indicou
29 &tomos de carbono. O simpleto em & 5,75 que corresponde ao H-4 ligado a um
carbono olefinico de sinal em 123,75 (C-4), sendo este carbono (C-4) conectado ao
carbono da carbonila (cetona a,B-insaturada) em & 199,68 (C=0).112 113 Estes dados

permitiram propor a estrutura da sitostenona para esta substancia.
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Espectro de IV
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Figura 4.7 Espectro IV, RMN de *H e 3C utilizados para identificacdo do composto
129.
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O composto 130 (Figura 4.5) é um solido amorfo de cor branca e pf. 131 —
133°C (EtOH). Seu espectro no IV (Figura 4.8), revelou bandas em vmax (cm™): 3324
(O-H), 2950 (C-H, CH2 e CH3), 1047 (C-O) e 808 cm atribuida a hidrogénio em
posicdo orto em anel aromatico. O espectro de RMN de 'H (Figura 4.8) em CDCls,
possui dois dupletos em & 6,96 (H-21) e 6,82 (H22) (J = 7,5 Hz) de hidrogénios
aromaticos, evidenciando a relagao orto entre ambos. O sinala § 5,54 (dd, J=4,5¢
2,6 Hz) caracteristico de hidrogénio olefinico, foi atribuido a H-12. Os sinais em & 3,77
(ddd) e & 3,05 (d) referem-se a hidrogénios carbindlicos H-2 e H-3, respectivamente.
Os sinais entre & 0,90 — 1,10, referente a 5 grupos metilas e um sinal intenso a 6 2,30
atribui-se a dois grupos metilas em anel aromatico. O espectro de RMN de '3C (Figura
4.8) e DEPT 135, mostram sinais para somente 29 carbonos que sao distinguidos
como 6 metilas, 6 metilénicos, 7 metinicos e 9 carbonos quaternarios. Os sinais a
125,24 (C-H) e 138,99 (quaternario) referem-se aos carbonos olefinicos (C-12 e C-13)
existentes na molécula. Os sinais a 6 125,28 (C-H) e 127,73 (C-H) referem-se aos
carbonos aromaticos metinicos C-21 e C-22, respectivamente. Os demais quatro
atomos de carbonos quaternarios do anel sdo observados a 6 134,18; 135,50; 136,81
e 139,30. Os dados espectrais permitiram propor a estrutura de um nor-triterpeno
ursano com o anel E aromatico, relatado pela primeira vez na familia Cecropiaceae.
A comparacdao destes dados descritos na literatural4 permitiu propor para o composto

130 a estrutura do beccaridiol.
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Espectro de IV
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Figura 4.8 Espectro IV, RMN de *H e *3C utilizados para identificacdo do composto
130.



Capitulo 4 - Resultados e Discussao 51

O composto 131 (Figura 4.5) é um solido amorfo de cor branca, pf. 270,4 —
272°C (Etanol), cujo espectro na regido do IV (Figura 4.9), apresenta bandas em vmax
(cm™): 3447 (O-H) e 1689 (C=0). O espectro de RMN *H (Figura 4.9) em CD30OD
mostra sinal em & 5,28 (t, J = 3,8 Hz) de um hidrogénio olefinico (H-12). Em & 3,95
(ddd) e & 3,45 (d) refere-se a hidrogénios carbinélicos (H-2 e H-3), respectivamente.
O espectro de RMN *3C (Figura 4.9) em CDsOD, possui trinta sinais cujo espectro
DEPT 135 permitiu classifica-los como: 8 quaternarios, 7 metinicos, 8 metilénicos e 7
metilas. Observou-se o sinal de um grupo carbonila a & 181,36 (C-28) e sinais a d
138,08 (C-13) e a 6 128,35 (C-12) referentes a carbonos olefinicos. Os sinais & 79,11
e 66,17 foram atribuidos aos carbonos carbinolicos (C-3 e C-2). A comparacao destes
dados com os dados descritos na literatura''® permitiu propor para o composto 131 a

estrutura do acido torméntico.
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Espectro de IV
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Figura 4.9 Espectro IV, RMN de *H e 3C utilizados para identificacdo do composto

131.
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O composto 132 (20 mg, Figura 4.5) € um sélido branco de pf. 176-178°C
(Etanol) cujo espectro no IV (Figura 4.10) revelou bandas em vmax (cm™): 3332 (O-H),
3069 (C-H de vinila), 2943 e 2871 (C-H, de CHz e CH3) e 1649 (C=C de vinila). O
espectro de RMN H (Figura 4.10) em CDCls, apresentou Varios sinais entre 5 0,8 e
1,0, referentes a hidrogénio de CHs, CH2 e CH, o sinal a 8 3,20 (dd, J =5 e 16 Hz) de
hidrogénio metinico carbindlico é caracteristico em espectros de triterpendides do tipo
3B-OH. O sinal em & 1,70 (1H, s, H-30) referente ao CHs ligado ao CH2em 8 4,71 e
4,59 (2H, d, J = 2,4 Hz, H-29a e 29b), o0 que indica a presenc¢a de uma ligacdo dupla
gem-dissubstituida. O espectro de RMN 3C (Figura 4.10) em CDCIs apresentou 30
sinais, definidos pelo DEPT 135, como sendo sete referentes a carbonos metinicos
(CHs), onze a carbonos metilénicos (CHz), seis a metinicos (CH) e seis a carbonos
nao hidrogenados. O sinal em & 79,2 sugere-se um carbono carbindlico (C-3),
confirmando a estereoquimica 33-OH, pois na configuragdo 3a-OH seria 76,1+0,5 e
observa-se que C-24 apresenta-se protegido & 15,5 confirmando que C-3 possui
configuracéo beta.''% Os sinais referentes a ligacdo dupla gem-dissubstituida (CH2) &
109,5 (C-29) e 151,2 (C-20) caracterizaram o esqueleto lup-20(29)-eno.'t” A
comparacao dos dados observados com os descritos na literatura, permitiu identificar

0 composto como sendo o triterpendide lupeol (Mahato & Kundu, 1994).116
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Espectro de IV
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Figura 4.10 Espectro IV, RMN de 'H e 3C utilizados para identificagdo do composto
132.

Os compostos 133 e 134 (100 mg, Figura 4.5) foram obtidos como um sélido
branco, pf. 171-173°C, cujo espectro na regido do IV revelou bandas em vmax (cm™):
3200 (O-H) e 2943 e 2871 (C-H, de CH2 e CHs). O espectro de RMN *H (Figura 4.11)
em CDCI, desta mistura apresentou sinais de hidrogénios (H-12) olefinicos (5 5,14 e
5,20 (t), J = 4,8 Hz), de hidrogénios carbindlicos (H-3) do tipo 33-OH (& 3,40 (dd); J =
10,0 e 6,0 Hz) e sinais entre & 1,10 e 0,77 caracteristicos de grupos metilicos. O
espectro de RMN 3C (Figura 4.11) em CDClIs, apresentou 30 sinais, definidos pelo
DEPT 135, como sendo oito referentes a carbonos metilicos (CHs), dez a carbonos
metilénicos (CH2), cinco a metinicos (CH) e sete a carbonos nédo hidrogenados. O
espectro de RMN 13C (Figura 4.11) em CDClIs apresentou, um sinal de carbono em &
79,26 (C-3) e dois pares de sinais de carbonos olefinicos (C-12 e C-13), sendo os

mais intensos em & 145,10 (C) e 121,60 (CH) que caracteriza a 3-amirina (esqueleto
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olean-12-eno) e sinais em & 140, (C) e 124,60 (CH), que caracteriza a a-amirina
(esqueleto urs-12-eno). A comparacao dos dados de RMN com os dados descritos na

literatura,**® permitiu identificar a mistura de triterpenos pentaciclicos, denominados

a- e B-amirina.
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Figura 4.11 Espectro IV, RMN de *H e 3C utilizados para identificacdo do composto

133 e 134.
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4.5 Predicoes ADMET dos compostos identificados /isolados dos
ERCP e EFCP

Os resultados das predicbes ADMET para os compostos identificados no ERCP
e EFCP estdo apresentadas nas Tabelas 4.6, e 4.7 para os compostos isolados do
ERCP. As proteinas sao formadas pela unido de varios aminoacidos e uma rapida
alteracdo nos niveis das varias proteinas plasmaticas leva a uma inflamacéo aguda,*®
analisando a porcentagem de Ligacao Proteina Plasmatica (Plasma Protein Binding -
PPB), temos que substancias identificadas por CG-EM e CLAE, 28, 30, 39, 40, 42, 97,
102, 103, 124, 125 e todos as substancias bioativas isoladas e identificadas (128-
134) da C. pachystachya, apresentaram valores acima de 90%, indicando que estes
devem apresentar interagcdes com as proteinas plasmaticas consideravelmente forte
o que influencia na acdo destes e na sua eficicia, ja as moléculas 123,126 e 127
exibem uma fraca interacdo com as proteinas. A interacdo molécula-proteina
plasmatica € muito importante do ponto de vista farmacocinético, toxicologico e do
ponto de vista farmacoldgico, uma vez que as PPB relacionam-se com a distribuicao,
meia-vida e depuracdo do medicamento.'?® Sendo que, PPB determina a fracédo de
medicamentos disponiveis na forma livre a ser distribuidos para varios tecidos e que
o plasma humano contém 70% de proteina soro de albumina humana, alfa-I-

glicoproteina acida e lipoproteina como componente principal.t?!
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Tabela 4.6 Predicdes ADMET dos compostos bioativos identificado no ERCP e EFCP

ADMET 28 30 39 40 42 97 102 103 123 124 125 126 127
Ligacao proteina plasméatica (PPB)(%) 100 100 100 100 100 100 100 100 41,96179 100 100 82,31119 63,05
Penetracdo na Barreira Hematoencefalica (BBB) 9,48 14,69 14,65 14,43 16,33 19,08 7,31 13,34 0,033 0,39 0,39 0,63 0,69
Permeabilidade da Pele (logKp, cm/hour) -0,84 -0,57 -0,53 -0,53 -0,53 -0,52 -0,54 -0,65 -3,89 -4,29 -4,29 -2,18 -1,71
Absorcdo Intestinal Humana (HIA, %) 95,94 100 100 100 100 100 98,37 100 20,42 66,70 66,70 92,23 92,09
Permeabilidade em células CaCo-2 (nm/sec) 50,10 56,86 57,09 57,10 57,11 37,63 28,08 49,38 18,71 0,65 0,65 18,86 21,11
Inibicdo da glicoproteina P | | | | | | | | N N N N N
Solubilidade em &gua (mg/L) 0,00012 5,83 27,40 6,52 1,55 1,45 645,76 4,75 817291 2253,95  2253,95 115,99 65965,
7
Solubilidade em agua pura (mg/L) 7,20e-007 0,51 0,78 0,27 0,094 0,074 2,65 0,65 7919,12 1240,55  1240,55 6202,40 6195,8
1
Teste de Ames NM NM NM NM NM NM M NM M M M M M
Ames TA100 (+S9) - - - - - - - - - - - - +
Ames TA100 (-S9) - - - - - - - - - + + + -
Ames TA1535 (+S9) - - - - - - - - - - - + -
Ames TA1535 (-S9) - - - - - - + - + - - + +
Carcinogenicidade em camundongos - + + + + + + + + - - - +
Carcinogenicidade em ratos - - + + - - + - - - - +
Inibicdo da CYP2C19* | | | | | | | | | | | | N
Inibicdo da CYP2C9* | | | | | | | | | | | | |
Inibicdo da CYP2D6* N N N N N N N N N N N N N
Inibicdo da CYP2D6** N N N N N N N N N N N N N
Inibicdo da CYP3A4* | | | | | | | | | | | | N
Inibicdo da CYP3A4** F F N N F S N F F F F F N
Regra de Lipinski \ A A A A A A A A A A A A

CG-EM: 28. L - (+) - Acido ascorbico 2,6-dihexadecanoato, 30. Hexadecanoato de etila, 39. (9E,12E)-octadeca-9,12-dienoato de etila, 40. (Z)-
octadec-9-enoato de etila, 42. Octadecanoato de etila, 97. fitol, 102. 4cido linoleico, 103. 2,2-dicloroacetato tridec-2-inil; CLAE: 123. Acido Clorogénico,

124. Catequina, 125. Epicatequina, 126. Seringaldeido, 127. acido cumarico. *Inibidor; **Substrato, (-): Negativo, (+): Positivo, NM: Ndo mutagédo, M:

Mutacgéo, A: Adequado, V: Violada, F: Fraca; I: Inibicdo, N: N&o inibicdo, S: Substrato
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Tabela 4.7 Predicdes ADMET dos compostos bioativos isolados do ERCP

ADMET 128 129 130 131 132 133 134

Ligacao proteina plasméatica (PPB)(%) 100 100 100 96,03 100 100 100

Penetracdo na Barreira Hematoencefalica 10,89 19,56 14,32 0,66 22,71 20,96 21,25

(BBB)

Permeabilidade da Pele (logKp, cm/hour) -0,59 -0,58 -1,11 -3,09 -1,97 -2,10 -2,22

Absorc¢éao Intestinal Humana (HIA, %) 100 100 94,70 91,23 100 100 100

Permeabilidade em células CaCo-2 52,37 53,81 29,54 20,89 47,17 47,17 46,75
(nm/sec)

Inibicdo da glicoproteina P | | | | | | |

Solubilidade em agua (mg/L) 1,80 3,59 9,54 1403,71 1,94 16,15 18,02
Solubilidade em agua pura (mg/L) 0,0014 0,00060 0,046 0,49 0,0014 0,0016 0,0022
Teste de Ames NM NM NM NM M NM NM

Ames TA100 (+S9) - - - - - R R
Ames TA100 (-S9) - - = - - - R
Ames TA1535 (+S9) - - - - - R R
Ames TA1535 (-S9) - - = - - - R

Carcinogenicidade em camundongos + + + + - + +
Carcinogenicidade em ratos - - + + + + +
Inibigdo da CYP2C19* N N

Inibicdo da CYP2C9* | | | | | | |

Inibicdo da CYP2D6* N N N N N N N
Inibicdo da CYP2D6** N N N N N N N
Inibicdo da CYP3A4* | | | | | | |
Inibicdo da CYP3A4** S S S S S S S

Regra de Lipinski A A A A A A A

128. B-Sitosterol, 129. Sitostenona, 130. Beccaridiol, 131. Acido Torméntico, 132. Lupeol, 133. a-Amirina e 134. B-Amirina
*Inibidor; **Substrato; (-): Negativo, (+): Positivo, NM: Nao mutacéo, M: Mutacao, A: Adequado, V: Violada, F: Fraca; I: Inibicdo, N: Ndo

inibicdo, S: Substrato
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Em relacdo a penetracdo na barreira Hematoencefalica (Blood-Brain Barreir -
BBB), que é uma estrutura que dificulta o acesso de substancias do sangue para o
sistema nervoso central e constituida por células endoteliais que ficam alinhadas com
os capilares.'?2 123 A BBB, uma estrutura complexa e altamente seletiva localizada em
vasos sanguineos que irrigam o cérebro, atua como uma fronteira protegendo o
sistema nervoso central de toxinas, agentes patdgenos e outras moléculas nocivas
gue podem prejudicar a homeostase cerebral. Sendo que, ao atravessar a BBB, 0s
metabdlitos com propriedades fisico-quimica apropriadas, podem causar varios danos
no cérebro.?4 125 Os compostos biativos 28, 30, 39, 40, 42, 92, 97, 102, 103, 128-130,
132-134 apresentaram valores de potencial alto podendo serem considerados
moléculas que atravessam livremente a BBB (valores referencia: >2,0 - atravessa
livremente; entre 0,1 e 2,0 - atravessa de forma moderada; e <0,1 - atravessa de forma
reduzida ou ndo atravessa).'?® 127 J4 os compostos 124, 125, 126, 127 e 131
apresentaram valores de potencial intermediario e composto 123 foi o Unico que
apresentou uma taxa baixa de penetracdo. Na literatura, um estudo realizado como
extrato aquoso da C. pachystachya relata que os metabolitos secundarios existentes
na mesma, possuem capacidade de ultrapassar a BBB e gerar danos no tecido
cerebral em dose entre 500-2000 mg/Kg.1?8

Nas areas de desenvolvimento de novos farmacos/fitofarmacos, a predicdo de
taxas de permeabilidade da pele é de grande importancia sendo um parametro crucial
na administracéo e avaliacdo de riscos.'?® 130 Um parametro indispensavel quando se
fala na administracdo transdérmica de medicamentos e utilizado na induastria
farmacéutica na avaliacdo de perigo dos produtos ao entrarem em contato com a
pele.’31 132 Estando relacionada na interacédo droga/pele resultando num aumento ou
numa diminuicdo da taxa de penetracdo do farmaco, e também pode interferir na
absorcdo de outro agente terapéutico aplicado concomitantemente.!3% 132 A taxa de
permeabilidade da pele previstas para as substancias foram de (28) -0,84; (30) -0,57;
(39) -0,53; (40) -0,53; (42) -0,53; (97) -0,52; (102) -0,54; (103) -0,65; (123) -3,89; (124
e 125) -4,29; (126) -2,18; (127) -1,71, (128) -0,59; (129) -0,58; (130) -1,11; (131) -
3,09; (132) -1,97; (133) -2,10 e (134) -2,22 cm/hour, de acordo com a literatura, valores

menores que 0,1 descrevem uma alta permeabilidade e valores maior de 0,1 uma
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baixa permeabilidade, em consequéncia desses valores todas as moléculas foram
classificadas com uma alta permeabilidade na pele, uma vez que apresentaram
valores abaixo de 0,1.1%7

Analisando as porcentagens de Absorcéo Intestinal Humana (Human Intestinal
Absorption - HIA), tem-se que as moléculas estudadas 28, 30, 39, 40, 42, 97, 102,
103, 126, 127 e 128-134 apresentaram valores acima de 70%, sendo assim
consideradas moléculas com uma alta porcentagem de absorcédo intestinal. Ja as
moléculas 123, 124 e 125 demonstraram valores entre 20 e 70% e assim classificada
com porcentagem de absorc¢ao intestinal intermediaria. Com esta andlise de HIA, que
baseia-se no somatério do grau de absorcéo e biodisponibilidade observada por meio
da excecdo nas fezes, bile e urina,'?” pode-se identificar o potencial de cada
substancia de forma a atingir uma concentracéo terapéutica de farmaco administrado
por via oral que chega a veia porta hepatica e assim obter uma acdo maior ao
tratamento de doencas.'*® Sendo importante na concepcéo, otimizacéo e selecdo de
candidatos a farmacos devido sua relacao na absorcéo de drogas administradas pela
via oral.*?!

Modelo de cultura in vitro com células CaCo-2, células extraidas de
adenocarcinoma de coélon humano, sao utilizados para determinar a absorcdo de
farmacos administrados por via oral por transporte passivo (transcelular e paracelular)
em humanos e auxilia na pesquisa de moléculas com uma possivel acdo terapéutica
devido possibilitar a predicdo de absorcdo destas moléculas dentro do corpo
humano.?” 133 O preADMET realiza simulagcdes computacionais (in silico) que
também expressam o coeficiente de permeabilidade em Caco-2. A maioria dos
compostos estudados apresentaram valores intermediarios de permeabilidade no
modelo com células CaCo-2, com excec¢do apenas da catequina (124) e epicatequina
(125) que exibiram ter baixa permeabilidade neste modelo, em compara¢gdo com 0s
valores de referéncia de permeabilidade: maior que 70 nm/sec: alta permeabilidade;
entre 4 - 70 nm/sec: permeabilidade intermediaria, menor que 4nm/sec: baixa
permeabilidade.?7 134

A glicoproteina P (P-gP) esta presente na membrana celular de tecidos dos
rins, figado, colon, endométrio de Uutero e células endoteliais da barreira

Hematoencefalica.’®® Tem habilidade de bombear compostos funcionalmente ativos
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do cérebro para a corrente sanguinea, proteger o sistema nervoso central dos
xenobidticos e esta envolvida no processo de absorcao, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo de diferentes farmacos.'*6-138 Para realizar a identificacdo de moléculas que
interagem com a PgP é necessario a realizacdo de estudos in vitro e in vivo muito
complexos, mas usando previsdes in silico de substratos de PgP pode facilitar a
identificacdo e eliminacdo de moléculas candidatas a fitofarmacos.*®® Os resultados
desta predicao relataram que todas as moléculas 28, 30, 39, 40, 42, 97, 102, 103 e
128-134 podem causar inibicdo da glicoproteina P, e com isso pode ocasionar uma
acumulacéo intracelular de seus substratos.'*® A solubilidade em &gua no sistema
tampdo e solubilidade em agua pura foram determinadas para cada molécula (Tabela
4.6 e 4.7).

A atividade mutagénica de uma substancia pode ser avaliada com a realizagao
de teste utilizando linhagens indicadoras de Salmonella typhimurium sensiveis as
substancias indutoras de mutacéo, este teste é chamado de Teste de Ames.140 141
Nesse modelo in vitro, basea-se na exposi¢ao das células de mamiferos ao composto
em estudo e na observacdo da sequéncia de nucleotideos nos genes, nimero e
estrutura dos cromossomos.**?> O PreADMET online realiza previsdes in silico deste
teste, sendo que para as moléculas estudadas nesse trabalho, os compostos 102,
123-127 e 132 podem esta realizando atividade mutagénica. Em testes realizados
com células especificas da linhagem TA100 e TA1535 (com e sem ativacao, +S9 e -
S9), as moléculas 28, 30, 39, 40, 42, 97, 103, 128-134, ndao apresentaram mutacao.
J& as substancias 102 e 123 apresenta resultado de previsdo positivo para mutacao
em TA1535 (-S9), 124 e 125 positivo em TA100 (-S9), 126 positivo em TA100 (-S9),
TA1535 (+S9 e —S9) e 127 positivo para TA100 (+S9) e TA1535 (-S9). Na literatura, o
extrato aquoso da C. pachystachya ndo apresentou agdo mutagénica em teste com a
TA100 e TA1535, sendo com ativacdo metabdlica (S9) ou nédo.'?® O extrato bruto e
fragcbes enriquecida com triterpenos das folhas da C. pachystachya podem
desenvolver efeito citotoxico em linhagem de células PC3 de cancer de préstata
humano.#3

A carcinogenicidade em camundongos descrita pelo software ADMET,
prescreve que os compostos 30, 39, 40, 42, 97, 102, 103, 123, 126, 127, 128-131,

133, 134 podem desenvolver atividade de carcinogenicidade em camundongos. Ja a
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atividade de carcinogenicidade em ratos pode ser evidenciada para moléculas 39, 40,
102, 126, 127 e 130-134. Pereira et al. (2020) relatou, em seu estudo com testes in
vivo e in vitro do extrato aquoso bruto da C. pachystachya, o efeito genotéxico em
células V79 (fibroblastos de pulmao) atribuindo-o a alta quantidade de acido
clorogénico presente no extrato.!** Porém descreveu que o extrato pode ser
classificado como seguro de acordo com a OECD 423 (2001), sendo que nenhuma
alteracdo no DNA (teste in vivo) foi observada apos administracdo durantes 28 dias e
correlacionou a metabolizacdo que ocorre no figado transformando agentes toxicos
em menos toxicos.44

As CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 sdo enzimas importantes nas
interacdes medicamentosas e pertencem a familia das enzimas citicromo P450, que
€ uma familia de monooxigenases envolvidas na metabolizacdo de medicamentos e
responsaveis pelos metabolismos de xenobibticos (poluentes quimicos ao organismo
humano).1#>147 O citocromo P450 desempenha um papel fundamental no Ciclo
metabdlico fase I, sendo que estes sdo 0s agentes oxidantes mais fortes conhecidos
nos seres Vvivos.**® As isoenzimas da familia CYP450 sdo particularmente propensas
a inibicdo competitiva passivel devido & sua ampla especificidade de substratos.*® Os
resultados indicaram que, as moléculas 127-134 podem nédo ocasionar inibicdo a
isoenzima CYP2C19* todas as substancias bioativas podem inibir a CYP2C9*,
nenhuma das substancias bioativas inibem a CYP2D6 (* e **), apenas a molécula 127
nao deve inibir a CYP3A4*, que 97 e 128-134 atuam como substrato na isoenzimas
CYP3A4**, 28, 30, 42, 103 e 123-126 devem atuar fracamente com a CYP3A4** e 39,
40, 102 e 127 nao causam inibicdo da CYP3A4**. A inibicdo dessas enzimas pode
desencadear efeitos indesejados como acumulo de medicamento e ou aumento da
toxicidade do medicamento afetado pela interacdo, ou reducdo da efetividade.#6
Nunes et al. (2020) descreve que a inibicdo das enzimas CYP2C19 e CYP2C9 tendem
a aumentar as concentracbes plasméaticas podendo causar efeitos adversos, a
CYP2D6 é responsavel pelo metabolismo de muitas drogas e produtos quimicos
toxicos e ja o citocromo CYP3A4 € uma enzima responsavel pela oxidacdo de
peguenas moléculas organicas (xenobidticos).13?

O dltimo dos parametros analisados de PreADMET foi a semelhanca dos

compostos bioativos com uma droga, esta pode ser descrita pela Regra de Lipinski
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(também conhecida como Regra dos 5 de Lipinski) que estabelece parametros
moleculares para determinar se as moléculas possuem bom potencial para vir a ser
um novo farmaco.#%151 Os principios norteadores da Regra dos 5 sdo: 1) o peso
molecular for inferior a 500 u.m.a. (unidade de massa atémica), 2) o coeficiente de
particdo octanol / agua calculado (Log P) for menor que 5, 3) houver menos de 5
doadores de ligacéo de hidrogénio (grupos OH e NH, por exemplo) e, 4) existir menos
de dez aceptores de ligacdo de hidrogénio (notavelmente N e 0).1%2 Tem-se que a
substéancia 28 apresenta peso molecular acima de 500 u.m.a (unidade de massa
atbmica), ndo se encaixando assim nos parametros da Regra dos 5. As demais
moléculas estudadas, apresentaram resultados adequados a classificacao de drogas
da Regra de Lipinski, ou seja, possuem peso molecular menor que 500 u.m.a., valor
de log P menor que 5, valor de doadores de hidrogénio menor que 5 e valor de
receptores de hidrogénio menor que 10, e podem assim apresentar uma boa absor¢ao

e permeabilidade.

4.6 Analise das docagens moleculares dos compostos identificados
elou isolados dos ERCP e EFCP

Os resultados dos célculos de docagens moleculares com as enzimas 5-LOX e
a a-1-antitripsina estdo apresentados nas Tabelas 4.8 e 4.9, respectivamente. Dentre
as docagens realizadas com a 5-LOX (PDB: 3V96), o complexo com o beccaridiol
apresentou o menor valor de energia de ligacdo, sendo de — 6,68 Kcal/mol, e valor de
constante de inibi¢cdo de 12,68 yM. Observou-se que nao houve interagdes por ponte
de Hidrogénio, mas houve interacdes hidrofébicas (forcas de Van der Walls) com os
residuos de aminoacidos Lys158, Cys159, Vall78, Glu412, Cys416, Cys418, Gly419
e Leu420 (Figura 4.12). O complexo 5-LOX /octadecanoato de etila relatou o maior
valor de energia de ligagao, -2,8 Kcal/mol, e o menor valor de constante de inibigéo
8,88 uM. Ligagao por ponte de Hidrogénio foi observada com o residuo de aminoacido
GIm611, e interagBes hidrofébicas com os aminoacidos Phel69, Serl71, Glyl74,
Vall75, Asn180, Lys183, Ala606, GIn609, GIn611 e lle673. Ja o 5-LOX/(Z)-octadec-
9-enoato de etila descreveu o maior valor de constante de inibicdo, sendo de 6980
MM, com energia de —2,94 Kcal/mol, ligacédo de Hidrogénio com Serl71 e interacdes
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hidrofébicas com Phel169, Aspl170, Serl71, Glyl74, Val175, Asn180, Lys183, Trp605,
Ala606, GIn609, GIn611.

A 5- LOX é uma enzima chave na reacdo de catalise de biossintese de
leucotrienos, sendo participante da primeira etapa da via metabdlica juntamente com
0 acido araquidonico. Ela participa da primeira etapa da via metabdlica da reacéo de
biossintese de leucotrienos como um catalizador. Esta reacdo consiste na conversao
do acido araquiddnico em leucotrienos, que sdo metabolitos envolvidos no processo
de inflamac&o.'%3 54 Carvalho et al (2020) em seu estudo analisou os complexos da
5-LOX com as (-) epi-catequina e o acido araquidbnico, obteve energias de -6,83 e -
6,79 Kcal/mol e constante de inibicdo de 9,87 e 10,49 uM, respectivamente.3! Relatou
em seu trabalho também interacdes hidrofébicas com o aminoacido Leu420 e
Trp599.3! Analisando esses resultados nota-se que as docagens com 0S compostos
da C. pachystachya foram satisfatérias, pois os ligantes tiveram boas interacdes com
a enzima e que estavam de fato no sitio ativo da mesma proxima ao residuo Phel77,
sendo o complexo 5-LOX-beccaridiol que apresentou melhores resultados. Moléculas
gue inibem a 5-lipoxigenase, podem ser considerados como drogas potenciais para
varias doencas relacionadas a patologias inflamatérias.'>3

A analise dos complexos realizados com a enzima a-l-antitripsina (PDB:
1KCT), o complexo a-1-antitripsina/sitostenona apresentou a menor e melhor energia
de ligacao, sendo de -8,54 Kcal/mol, e o melhor valor de constante de inibi¢&do, 0,546
MM. Este complexo ndo apresentou interagdes por ponte de Hidrogénio, mas obteve-
se interacdes hidrofébicas com 11 aminoacidos, Argl96, Arg223, Gly225, Met226,
Met242, Lys243, Arg281, Met351, Phe352, Ala355, Met358 (Figura 4.12). O complexo
a-l-antitripsina/octadecanoato de etila também apresentou a maior energia de
ligacao, -3,54 Kcal/mol, com constante de inibi¢do igual a 2,54 uM, ligagao por ponte
de Hidrogénio com Arg223 e Met226 e interacdes hidrofébicas com Arg196, Arg223,
Leu224, Gly225, Met226, Ser283, Phe352, Met358, Ser359 e 11e360.

O maior valor de constante de inibicdo, para os complexos realizados com a a-
1-antitripsina, foi apresentado pelo complexo a-1-antitripsina/2,2-dicloroacetato tridec-
2-inil, sendo de 1460 yM, com energia de -3,87 Kcal/mol, ponte de Hidrogénio com o
aminoacido Arg223, e interacdes hidrofobicas Arg223, Leu224, Met226, Phe227,
Arg281, Met351, Phe352, Glu354, Ala355 e Met358. O aminoacido Arg223 é relatado
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na maioria dos complexos com a a-1-antitripsina, tanto realizando contato com o0s
ligantes por ligacdo de Hidrogénio, interacdes hidrofébicas e ambas possibilidades.
Nao sendo identificado apenas nos complexos a-l-antitripsina/beccaridiol e a-1-
antitripsina/dcido torméntico, mas estes apresentam interacdo com Met358 em
comum a alguns complexos aqui estudados. Ressalta-se que, as docagens realizadas
para a molécula de L - (+) - &cido ascorbico 2,6-dihexadecanoato e as enzimas 5-LOX
e a-l-antitripsina ndo apresentaram nenhum resultado, devido ser uma molécula
grande e nao ter sido possivel que a mesma entrasse em contato com o sitio ativo
das enzimas, ndo havendo o encaixe molecular.

A deficiéncia da enzima a-1-antitripsina esta entre os fatores patoldgicos da
DPOC, que € um inibidor de protease importante do corpo humano e pertence a
familia das serpinas.?® 155 Esta caréncia gera um desequilibrio entre elastase de
neutroéfilos e a atividade antielastase desencadeando assim a destruicdo progressiva
e irreversivel do tecido pulmonar que € uma caracteristica do desenvolvimento da
DPOC.?¢ A presenca de interacéo com o residuo Met358, Ser359 e/ou aminoacidos
proximos a estes sdo indicativos de que os compostos bioativos usados como ligantes
estavam no sitio reativo da enzima. Diante dos resultados aqui apresentados, é de
grande importancia e valia cientifica a realizacédo de testes experimentais num modelo
de tratamento da DPOC com extratos da C. pachystachya, consequentemente como
seus compostos bioativos, afim de reafirmar os bons resultados obtidos neste

trabalho.
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A) 5-LOX/beccaridiol
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Imagens 3D obtidas no Pymol Viewer e LigPIot+

Figura 4.12 Representacdo dos complexos que apresentaram melhores resultados

de docagem com A) enzima 5-LOX e B) enzima a-1-antitripsina.
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Tabela 4.8 Docagens com a enzima 5-LOX (PDB: 3V92) e os compostos identificados no ERCP e EFCP e compostos
isolados no ERCP

Complexo Kix Ndmero de Numero de Aminoécidos que Aminoéacidos que fazem interag8es hidrofobicas*
(Proteina-ligante) bind corridas* conformagdes* interagem por
(Kcal/mol) ponte de
Hidrogénio*
30 5-LOX / Hexadecanoato de etila -3,74 1820 uM 100 33 Asn180 Phel69, Aspl70, Serl71, Gly174, Vall75, Asn180, Phe402,
Ala606, Leu607, GIn609, GIn611, Ala672 e 11e673
39 5-LOX / (9E,12E)-octadeca-9,12- -4,72 344,14 yM 100 42 - Phel69, Serl71, Glyl74, Val75, Asn180, Phe402, Ala606,
dienoato de etila GIn609, GIn611, Asn613, Ala672, 1le673 e Phe610
40 5-LOX / (2)-octadec-9-enoato de -2,94 6980 uM 100 39 Serl71 Phel69, Asp170, Serl71, Glyl174, Vall175, Asn180, Lys183,
etila Trp605, Ala606, GIn609 e GIn611
42 5-LOX / Octadecanoato de etila -2,80 8,88 uM 100 37 GIn611 Phel69, Serl71, Gly174, Vall75, Asn180, Lys183, Ala606,
GIn609, GIn611 e lle673
97 5-LOX/fitol -3,3 3790 uM 100 38 Lys161 Cys159, His160, Lys161, Glul72, Lys173, Aspl76, Vall78,
Lys409, Glu412, GIn413, Cys418, Glu419 e Leu420
102 5-LOX/éacido linoleico -5,77 59,03 uM 100 32 - Phel77, Tyrl81, GIn363, His367, Leu368, His372, lle406,
Ala410, Leud14, Leud20, Phe4d21, Ala424, Asn425, Trp599,
Ala603, Leu607 e 1le673
103  5-LOX/2,2-dicloroacetato tridec- -4,6 426,03 uM 100 43 GIn611 Phel69, Aspl170, Serl71, Vall75, Asn180, Trp605, Ala606,
2-inil GIn609, GIn611, Ala672 e 1le673
123 5-LOX /Acido clorogénico -5,45 101,59 upM 100 24 Lys173 e Lys409 His160, Lys161, Lys173, Glul72, Val178, Lys409, Glu412 e
GIn413
124 5-LOX /Catequina -6,24 26,70 uyM 100 5 - Phel77, Tyrl81, GIn363, His367, His372, Leu414, Phe421,
Ala603, Asn425, Leu607 e 1le673
125 5-LOX /Epicatequina -5,92 45,81 uyM 100 10 = Phel77, Tyrl81, GIn363, His367, Leu368, His372, Leu414,
Phe421, Asn425, Ala603, Leu607 e lle673
126 5-LOX /Seringaldeido -4,96 233,14 uM 100 14 Tyrlsl Tyrl81, Glin363, His367, Leu368, Leud14, Phe42l e
Leu607
127 5-LOX/acido cumarico -4,97 228,95 uM 100 8 Asn425 Tyrl81, GIn363, His367, Leu368, Phe421, Asn425, Ala603
e Leu607
128 5-LOX/Sitosterol -5,60 78,30 uM 100 11 = Lys158, Vall178, His195, Arg411, Glu412, Cys416, Cys418,
Leud20 e Lys423
129 5-LOX/Sitostenona -6,43 19,20 uM 100 11 Lys173 Serl71, Glul72, Lys173, Gly174, Leul79, Ser182, Lys183,
Glul86
130 5-LOX/Beccaridiol -6,68 12,68 uM 100 1 - Lys158, Cys159, Val178, Glu412, GIn413, Cys416, Cys418,
Gly419 e Leu420
131 5-LOX/Acido Tormentico -4,8 302,8 uM 100 9 Lys183 Lys173, Leul79, Asn180, Lys183 e Glul186
132 5-LOX/Lupeol -6,15 31,28 uM 100 3 - Vall78, Serl82, GIn413, Cys418, Gly419, Leu420, Lys423
e Trp599
133 5-LOX/a-Amirina -6,52 16,52 uM 100 2 - Lys173, Glyl74, Leul79, Ser182, Lys183, Glu186
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134

5-LOX/B-Amirina

-6,30

24,08 uM

100

2

Vall78, Ser182, His195, Glu412, GIn413, Cys416, Cys418,

Leu4?20, Lys423 e Trp599

*Valores apresentados s&o para 0 menor e melhor valor de AGping apresentados em cada docagem, AGying: Energia de interacéo, Ki: Constante de inibig&o.

Tabela 4.9 Docagens com a enzima a-1-antitripsina (PDB:1KCT) e os compostos identificados no ERCP e EFCP e

compostos isolados no ERCP

Complexo AG Ki (IJM)* NUmero de NUmero de Aminoéacidos que interagem Aminoéacidos que fazem interag6es hidrofébicas*
(Proteina-ligante) bind corridas* conformagdes* por ponte de Hidrogénio*
(Kcal/mol)
30 a-1-antitripsina / -4,00 1160 uM 100 27 Arg223, Agr223 e Met226 Arg196, Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Arg281,
Hexadecanoato de etila Met351, Phe352, Glu354, Ala355 e Met358
39 a-l-antitripsina/ (9E,12E)- -4,21 827,22 yM 100 33 Arg223 e Met226 Arg223, Leu224, Met226, Phe227, Ser283, Ala355,
octadeca-9,12-dienoato Met358, Ser359 e 1le360
de etila
40 a-1l-antitripsina/ (2)- -4,38 614,71 uM 100 38 Lys243 Arg196, Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Met242,
octadec-9-enoato de etila Lys243, Phe352, Ala355 e Met358
42 a-1-antitripsina / -3,54 2,54 uM 100 39 Arg223 e Met226 Argl196, Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Ser283,
Octadecanoato de etila Phe352, Met358, Ser359 e 11e360
97 a-1-antitripsina ffitol -4,84 281,28 uM 100 39 - Arg196, Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Phe227,
Arg281, Met242, Lys243, Phe352 e Ala355
102 a-l-antitripsina /acido -4,28 723,17 uM 100 29 Arg223 e Met226 Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Phe352, Ala355 e
linoleico Met358
103 a-1l-antitripsina /2,2- -3,87 1460 uM 100 43 Arg223 Arg223, Leu224, Met226, Phe227, Arg281, Met351,
dicloroacetato tridec-2-inil Phe352, Glu354, Ala355 e Met358
123 a-1-antitripsina /Acido -5,47 97,76 uM 100 35 Arg223 e Met226 Argl196, Arg223, Gly225, Met226, Met351, Phe352,
clorogénico Glu354, Ala355 e Met358
124 a-l-antitripsina -6,01 39,24 uM 100 12 Arg223 e Lys243 Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Phe227, Leu241,
/Catequina Met242 e Lys243
125 a-l-antitripsina -5,90 47,11 yM 100 9 Arg223 e Met226 Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Mer242 e Lys243
/Epicatequina
126 a-1l-antitripsina -4,07 1030 pM 100 18 Met226, Lys243 e Arg281 Arg223, Gly225, Met226, Phe227, Met242, Lys243 e
/Seringaldeido Arg281
127 a-1-antitripsina/acido -4,65 388,62 uM 100 2 Arg223, Arg223 Argl186, Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Phe352,
cumarico Ala355 e Met358
128 a-l-antitripsina /Sitosterol -6,57 15,33 uM 100 12 - Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Phe227, Arg281,
Met351, Phe352, Ala355 e Met358
129 a-1l-antitripsina -8,54 0,546 uM 100 9 - Arg196, Arg223, Gly225, Met226, Met242, Lys243,
/Sitostenona Arg281, Met351, Phe352, Ala355, Met358
130 a-1l-antitripsina -6,54 16,04 uM 100 3 - Glu354, Pro357, Met358, Ser359 e Pro361
/Beccaridiol
131 a-1-antitripsina /Acido -5.59 112.48 yM 100 7 - Ser283, Met351, Glu354, Ala355, Met358, Ser359,
Tormentico 1le360 and Pro361
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132 a-1-antitripsina /Lupeol -6,53 16,40 uM 100 2 - Arg196, Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Phe227,
Arg281, Met351, Phe352, Ala355 e Met358
133  a-l-antitripsina/a-Amirina -7,94 1,52 yM 100 9 - Argl196, Arg223, Leu224, Gly225, Met226, Met351,
Phe352, Ala355 e Met358
134  a-1-antitripsina /B-Amirina -8,14 1,07 uM 100 7 Lys243 Arg196, Arg223, Gly225, Met226, Phe227, Lys243,

Arg281, Phe352 e Ala355

*Valores apresentados sdo para o menor e melhor valor de AGynq apresentados em cada docagem, AGying: Energia de interacéo, Ki: Constante de inibigao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A Cecropia pachystachya é uma planta conhecida em todo Brasil, que
apresenta uma composicao quimica bem ampla e diversificada de compostos, 0 que
Ihes confere a desempenhar varias atividades biolégicas. Neste trabalho, identificou-
se 134 compostos usando técnicas de CG-EM, CLAE, IV e RMN. Sendo que os
compostos a seguir receberam um destaque nesse trabalho: L - (+) - &cido ascorbico
2,6-dihexadecanoato, hexadecanoato de etila, (9E,12E)-octadeca-9,12-dienoato de
etila, (2)-octadec-9-enoato de etila, octadecanoato de etila, fitol, acido linoleico, 2,2-
dicloroacetato tridec-2-inil, &cido clorogénico, catequina, epicatequina, seringaldeido
acido cumarico, B-sitosterol, sitostenona, beccaridiol, acido torméntico, lupeol, a e 3-
amirina. Os extratos etandlicos das raizes e folhas da C. pachystachya, apresentaram
uma composicao fitoquimica bem diversificada com alguns metabolitos ja relatados
na literatura, e outros sendo relatados pela primeira vez, que € o caso dos compostos
identificados por CG-EM e o seringaldeido.

Todos esses compostos foram submetidos a simulacdes de PreADMET, sendo
gque a maioria destes apresentaram bons resultados de absorcéo, distribuicéo,
metabolizacdo, excrecao e toxicidade, o que sugere que podem ser utilizados como
fitofarmacos. Ressaltando que apenas o L - (+) - acido ascorbico 2,6-dihexadecanoato
nao se encaixa nos parametros da Regra de Lipinski. J& no estudo in silico de
docagens moleculares com as enzimas 5-LOX e a-l-antitripisina, 0S compostos
beccaridiol e sitostenona apresentaram melhores resultados, respectivamente. Com
isso, esses resultados tem uma grande relevancia cientifica e ressalta-se a
necessidade da realizacdo de experimento in vivo para compreendermos melhor a

acao da embauba no tratamento de doencas respiratorias cronicas.
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Apéndice A

CROMATOGRAMAS, ESPECTROS IV,
RMN peE H1E C13

APENDICE A — Cromatograma de CG-EM do ERCP.
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