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Elaboracdo de um complexo de inclusdo a partir de um constituinte isolado de Platonia
insignis Mart. (bacurizeiro) e avaliacdo da sua atividade genotoxica. SOUSA JUNIOR,
R.S. Orientadora: Chistiane M. Feitosa. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-graduacéo
em Quimica. Centro de Ciéncias da Natureza. Departamento de Quimica, UFPI, 2018.

RESUMO

Dentre as riquezas da flora brasileira, a espécie Platonia insignis Mart., conhecida como
bacurizeiro, € uma planta de grande importancia econémica para alguns estados da regido
nordeste dada sua multiplicidade de usos, como planta frutifera, com aproveitamento dos frutos;
como planta madeireira, para fabricacdo de mdveis, além da extracdo do 6leo das suas sementes.
O bacuri é o fruto da espécie P. insignis, bastante consumido na forma de sorvetes, doces,
geleias e sucos e apresenta em sua semente, dentre outros compostos, o 1,3-diestearil-2-oleil-
glicerol (TG1) um triglicerideo isolado do extrato hexanico das sementes de P. Insignis.
Trabalhos demonstram que o TG1 em estudos in vivo com camundongos tem mostrado um
efeito benéfico sobre o défice de aprendizagem e de memoria, esse triglirecideo ndo apresentou
toxicidade e apresentou outras relevantes atividades farmacoldgicas. Diante disso, este estudo
teve como objetivo obter e caracterizar uma formulacéo farmacéutica a partir de complexos de
inclusio do composto TGl com p-ciclodextrina (B-CD) visando a melhoria de suas
propriedades como sua solubilidade, ja que, formacdo do complexo de inclusdo facilita, em
alguns casos, a solubilizagdo de substancias pouco soltveis. O preparo foi feito utilizando-se a
técnica de malaxagem e a caracterizacdo foi feita através das técnicas, a saber: espectroscopia
na regido do infravermelho, andlise termogravimétrica, difracdo de raios-X e calorimetria
exploratéria diferencial. Estas técnicas evidenciaram a formacdo de complexos de inclusédo
entre TG1 e B-CD. A partir disso, foi avaliada a atividade genotdxica do complexo por meio de
ensaio cometa e teste de micronucleo na medula 6ssea e sangue periférico em camudongos.
Portanto, os resultados obtidos sdo promissores para elaboragdo de uma futura formulacéo
farmacéutica com o complexo.

Palavras-chave: 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol, Ciclodextrina, Complexo de inclusdo,
Genotoxidade.
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Elaboracion of a inclusion complex from an isolated constituent of Platonia insignis Mart.
(bacurizeiro) and evaluation of their genotoxic activity. SOUSA JUNIOR, R. S. Advisor:
Chistiane M. Feitosa. Master’s Dissertation. Post-graduate Program in Chemistry. Center of
Natural Sciences. Department of chemistry, UFPI, 2018.

ABSTRACT

Among the riches of Brazilian flora, Platonia insignis Mart., known as bacurizeiro, is a plant
of great economic importance for the states of the Northeast region due to its multiplicity of
uses, as a fruiting plant, with use of the fruits; as a timber plant, for the manufacture of furniture,
in addition to extracting the oil from its seeds. The bacuri is the fruit of P. insignis, quite
consumed in the form of ice creams, jams, jellies and juices which contains 1,3-distearoyl-2-
oleoylglycerol (TG1) a triglyceride isolated from the hexanic extract of the seeds of P. insignis.
Studies demonstrate that TG1 in in vivo studies with mice has shown a beneficial effect on
learning and memory deficits, this triglionetid showed no toxicity and presented other relevant
activities pharmacological. This study was aimed to obtain and characterize a pharmaceutical
formulation from inclusion complexes of TG1 with B-cyclodextrin (B-CD). The formation of
the inclusion complex facilitates in some cases the solubilization of poorly soluble substances.
The preparation was done by using the technique of malaxing and the characterization was
made by infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis, X-ray diffraction and differential
scanning calorimetry. These techniques evidenced the possible formation of inclusion
complexes between TG1 and B-CD. From this, the genotoxic activity of the complex was
evaluated by comet assay and micronucleus test in bone medulla and peripheral blood in mice.
The results obtained are promising for the preparation of a future pharmaceutical formulation
with the complex.

Keywords: 1,3-distearoyl-2-oleoylglycerol, Cyclodextrin, Inclusion complex, Genotoxicity.
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Prospeccao tecnologica do 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol: Atividades farmacoldgicas do
composto isolado de Platonia insignis Mart. (bacurizeiro) - perspectivas na elaboracéo de
fitomedicamentos.

Technological prospecting of 1,3-distearoyl-2-oleoylglycerol: Pharmacological activities
of compound isolated from Platonia insignis Mart. (Bacurizeiro) - perspectives in the

development of medicinal plants

'Ronaldo dos S. S. Junior; 'Chistiane M. Feitosa*;*'Rivelilson M. de Freitas

1Programa de Pos-graduacdo em Quimica, Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro
Petronio Portela, Centro de Ciéncias da Natureza, CEP: 64049-550, Teresina — PI, Brasil

1 in memorian.2Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal

do Piaui, Campus Ministro Petrénio Portela, Centro de Ciéncias da Saude, Teresina — PI, Brasil

Resumo

Este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento das atividades farmacoldgicas de
1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1), composto bioativo isolado da espécie Platonia insignis
Mart. (bacurizeiro). Foi realizada uma revisédo em artigos, dissertagdes e teses publicadas nos
ultimos seis anos através das bases de dados Google Academics, PubMed, Scielo e
Sciencedirect. O composto TG1 corresponde a um triglicerideo isolado do extrato hexanico das
sementes de P. insignis. Os estudos apontam que o TGl é um composto sem atividade
citotoxica. As analises macroscépicas e histolégicas das feridas dos ratos tratados com o creme
contendo TG1 demonstram uma possivel atividade cicatrizante. Através de analises in vitro e
in vivo comprovou-se a¢Oes antioxidante e inibitoria da acetilcolinesterase, enzima associada a
doenca de Alzheimer. O TG1 também foi capaz de melhorar os défices de memaria em ratos.
Os estudos indicam que o composto também apresentou diversas atividades farmacoldgicas que
podem ser melhores caracterizadas para sua utilizacdo na formulacdo de novas formas
farmacéuticas.

Palavras-chave: 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol, Platonia insignis Mart.. Propriedades
farmacoldgicas, Fitomedicamentos.
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Abstract

This study aimed to survey the pharmacological activities of 1,3-distearoyl-2-oleoylglycerol
(TG1), bioactive compound isolated from the Platonia insignis Mart. (Bacurizeiro) specie. A
review was carried out in articles, dissertations and theses published in the last six years through
databases Google Academics, PubMed, Scielo e Sciencedirect. The compound TG1
corresponds to an isolated triglyceride hexane extract of P. insignis seeds. Studies TG1 as a
compound without cytotoxic activity. Macroscopic and histological analysis of wounds of rats
treated with the cream containing TG1 show a possible healing activity. Through analysis in
vitro and in vivo was proved antioxidant actions and inhibiting acetylcholinesterase, an enzyme
associated with Alzheimer's disease. The TG1 was also able to improve memory deficits in rats.
Studies indicate that TG1 has several pharmacological activities that can be best characterized
for use in the formulation of novel dosage forms.

Keywords: 1,3-distearoyl-2-oleoylglycerol, Platonia insignis Mart., pharmacological
properties, medicinal plants.

1. Introducéo

Ao longo do processo evolutivo, 0 homem foi aprendendo a selecionar plantas para a
sua alimentacdo e para o alivio de seus males e doengas. O resultado desse processo € que
muitos povos passaram a dominar o conhecimento do uso de plantas e ervas medicinais
(Ferreira & Pinto, 2010). O conhecimento sobre plantas medicinais, muitas vezes representa a
Unica alternativa de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda é possivel encontrar nas
regibes mais pobres do pais e nos grandes centros brasileiros, plantas medicinais
comercializadas em feiras livres, mercados populares, ou cultivadas em quintais residenciais
(Funasaki et al., 2016; Maciel et al., 2002).

Muitas pesquisas que descrevem as atividades farmacolégicas de drogas que tém sido
desenvolvidas quando de sua incorporacao em formas farmacéuticas, podendo dar origem a
medicamentos e cosméticos e a flora brasileira € uma fonte rica de compostos bioativos que
podem ser usadas para desenvolvimento de medicamentos, dentre estas espécies cita-se a planta
medicinal Platonia insignis Mart. (Funasaki et al., 2016). A espécie P.insignis (Figuras 1A, 1B,
1C), conhecida como bacurizeiro, uma planta de grande importancia econdmica para aguns
estados da regido Nordeste, € destaque principalmente no Piaui, dada sua multiplicidade de
usos, como planta frutifera, com aproveitamento dos frutos; como planta madeireira, para
fabricacdo de moveis, ripas e estacas, além da extragédo do 6leo das suas sementes (Costa Junior
etal., 2011).

O bacuri (Figura 1C) é o fruto da espécie P.insignis, pertencente a familia Clusiaceae,

subfamilia Clusioideae e ao género Platonia. No Nordeste do Brasil o fruto de P. insignis é
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bastante consumido na forma de sorvetes, doces, geleias e sucos. Nas areas de ocorréncia
natural, o bacurizeiro recebe diferentes denominagdes comuns. No Brasil seu uso na medicina
popular € resultado das suas diversas propriedades, tais como, cicatrizante, antimicrobiana,
antitumoral, citotoxica e antioxidante (Ciochina, 2006; Santos Junior et al., 2010; Costa Junior
et al., 2011). As sementes do fruto possuem alto teor de 6leo e sdo usadas no tratamento de
eczemas ¢ herpes (Agra et al., 2007). A “banha” dos 6leos das sementes € utilizada no
tratamento de feridas.

Figura 1. Platonia insignis: (A) Arvore, (B) Flores, (C) Frutos.
Fonte: Santos et al.

Dentre os compostos estudados isolados de P. insignis destaca-se o 1,3-diestearil-2-
oleil-glicerol (TG1) que é um triglicerideo isolado do extrato hexanico das sementes desta
espécie. Alguns estudos toxicoldgicos, histopatoldgicos e seu potencial terapéutico, entre
outros, foram realizados. Porém, ainda ha poucos relatos na literatura de testes farmacoldgicos
descritos para este composto.

Neste contexto, este estudo objetivou realizar um levantamento sobre as atividades
farmacoldgicas do composto TG1 através da pesquisa em trabalhos publicados, bem como as
perspectivas na elaboracdo de fitomedicamentos com este composto.

2. Metodologia

Foi realizada uma revisdo na literatura de artigos cientificos submetidos a revistas
nacionais e internacionais com ampla divulgacdo na comunidade cientifica e através das bases
de dados Google Academics, PubMed, Scielo e Sciencedirect, utilizando as seguintes palavras-
chaves: Platonia insignis Mart., 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol, atividades farmacoldgicas.

Foram selecionados artigos, dissertacOes e teses publicadas nos ultimos seis anos.

3. Revisdo da literatura

17



3.1 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1)

O composto 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (Figura 2) também denominado de TG1
corresponde a um triglicerideo isolado do extrato hexanico das sementes de P. insignis. E um
derivado da trioleina, soltvel em solventes apolares. Possui formula molecular CsgH11206
(Costa Junior, 2011). Apds revisao da literatura sobre o TG1 verificou-se que ainda ha
relativamente poucas pesquisas sobre esse composto, justificando a necessidade e a importancia
da realizacdo do presente estudo. Porém ha relatos recentes sobre a citotoxicidade e seus

potenciais terapéuticos a partir do extrato hexanico (Feitosa, 2016).

Figura 2: Estrutura quimica do composto 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol. Molecular structures were
drawn with ChemDraw13. (Perkin Elmer)

3.2 Avaliacéo da toxicidade em ensaios pre-clinicos do 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol

Foram realizados alguns estudos por Santos (2015) para avaliar a toxicidade aguda
sobre os parametros bioquimicos e hematoldgicos, bem como andlises histopatoldgicas em
areas cerebrais de ratos adultos tratados por via oral com TG1. Além disso, foi realizado testes
para analisar a citoxicidade in vitro em 2 linhagens de células tumorais. O tratamento dos
animais com a dose de 30 mg kg (v.0) com TG1 alterou apenas a hemoglobina corpuscular
média (HCM) e hemoglobina corpuscular (CHCM) nos parametros hematoldgicos, em

comparagao com o grupo controle (Tabela 1). Os demais pardmetros permaneceram dentro dos
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valores de referéncia e ndo demonstram importancia clinica (Feitosa et al., 2016).

As andlises da avaliacdo dos parametros bioquimicos foram obtidas em ratos
submetidos aos ensaios toxicoldgicos, por via oral com TG1 durante 30 dias. Nesse grupo foram
verificadas alteracdes nas analises para o acido Urico, AST, bilirrubina total e direta, fostatase

alcalina em comparagdo com o grupo controle (p<0,05) na dose testada.

TABELA 1: Parametros hematoldgicos de ratos wistar tratados com 1,3-diestearil-2-oleil-

glicerol (TG1) por via oral durante 30 dias consecutivos.

PARAMETROS CONTROLE (N=10) TG1 (N=10)
HEMACIAS (MM3) 7,71 £0,19 7,51 +0,20
HEMOGLOBINA (G.DL™?) 12,60 0,27 13,01 £ 0,72
HEMATOCRITO (%) 41,21 + 0,94 39,96 + 0,79
VCM (FL) 53,70 £ 0,81 54,49 + 0,95

HCM (PG) 16,44 + 0,35 18,01 + 0,69*

CHCM (G.DL?) 30,62 + 0,26 34,09 + 0,85*
PLAQUETAS (MM3) 585,3 + 79,87 552,9 + 27,8

Fonte: Santos, 2015.

Na analise da citotoxicidade in vitro pelo método do 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT), uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar
0 potencial citotdxico das amostras testadas as saber: as linhagens tumorais utilizadas foram:
NCIH (carcinoma de pulméo - humano) e HEP-2 (carcinoma de laringe humano). O TG1 foi
diluido e testado na concentragdo de 25 pg/mL. A citotoxicidade foi avaliada pelo método do
MTT descrito inicialmente por Mosman (1983), este método verifica a viabilidade e o estado
metabdlico da célula. E uma anélise colorimétrica baseada na conversdo do sal MTT em azul
de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente
ativas. O 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol apresentou um percentual de inibicdo de 16% com erro
de 1,4 para a linhagem de células HEP-2 (carcinoma de laringe humano) e para a linhagem NCI
H2N2 (Carcinoma de pulm&o humano) inibicdo de 12,6 com erro de 1,3. De acordo com a escala
de intensidade para avaliacdo do potencial citotoxico, esses valores caracterizam como uma

substancia sem atividade citotoxica.
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Nas analises histopatologicas em ratos Wistar tratados com o composto, estudos
demostraram alteracdes histopatoldgicas no tecido hepético de ratos adultos. Ja o grupo tratado
com veiculo ndo apresentou nenhuma alteragéo histoldgica. No estudo histopatoldgico no corpo
estriado de ratos adultos ndo foi observada nenhuma alteracéo nos ratos tratados com TG1 e no
grupo veiculo. Para o estudo histopatoldgico no hipocampo de ratos adultos foi verificado
alterac6es apenas no hipocampo algumas células com nucleos picnéticos. Além disso, ndo foi
observada nenhuma alteracéo histopatolégica no corpo estriado (Santos, 2015).

Nesse contexto e de acordo com o estudo realizado por Santos (2015), animais tratados
com TG1 ndo apresentaram comprometimento das areas cerebrais: corpo estriado e hipocampo
e ndo produziram alteracBes significativas nas andlises hematoldgicas, bioquimicas e

histopatoldgicas cerebrais e hepaticas em ratos caracterizando uma baixa toxicidade.

3.3 Potencial cicatrizante

Estudos realizados por Santos Junior e colaboradores (2011) permitiram sugerir
potente atividade cicatrizante para o 6leo das sementes de P. insignis., ao realizar experimentos
e acelerar o processo de cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos. Santos Junior e colaboradores
(2011) analisaram a cicatriza¢do com o uso da “banha do bacuri” em feridas cutaneas no dorso
de ratos. Os resultados apresentaram que a banha foi eficiente no tratamento e que os animais
tratados demonstraram reepitelizacdo consideravel.

Mendes (2013) avaliou a atividade cicatrizante de uma formulacdo farmacéutica
semissolida contendo o TG1 obtida a partir do extrato hexanico de P.insignis em ratos Wistar.
A formulacdo farmacéutica consiste em um creme, o qual permite veicular principios
cosmeéticos em geral. Para a incorporacao do composto ativo a base creme, foram adquiridas as
formulacGes nas concentracdes de 5, 10 e 15%.

Os é&cidos graxos, diterpenos, alcoois e hidrocarbonetos de cadeia longa fazem parte
da composicdo do 6leo das sementes do bacuri. Os acidos graxos encontrados na banha do
bacuri sdo: palmitico (na forma de tripalmitina), o oleico, esteérico e linoleico. Estudos sugerem
que os acidos graxos e outros lipideos presentes na banha de bacuri podem favorecer o processo
cicatricial (Costa Janior et al., 2011).

As analises macroscépicas e histoldgicas das feridas dos ratos tratados com o creme
contendo TG1 demonstram uma possivel atividade cicatrizante do composto, o que destaca um
potencial econdmico e bioldgico da flora regional, possibilitando posterior desenvolvimento de

fitomedicamentos para tratamento de feridas (Mendes, 2013).
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3.4 Atividade anticolinesterasica de 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1)

Houghton e Howes (2003) revisaram as bases farmacoldgicas de algumas plantas e de
seus constituintes ativos que tém sido usados na medicina tradicional asiatica para melhorar
distdrbios cognitivos, tais como ocorrem na doenca de Alzheimer (DA). Estes pesquisadores
sugeriram que 0s extratos e as substancias isoladas que melhoravam significativamente a
memdria e o comportamento apresentavam atividades anticolinesterdsica e antioxidante
comprovadas quando de estudos cientificos in vitro ou in vivo. Isto demonstra o importante
papel de substancias, com essas propriedades, na terapéutica da DA. Além disso, estudos
sugerem que o estresse oxidativo acelera os processos patolégicos de vérias doencas tal como
a DA. Na DA ha diminuicdo da memoria e deposicdo de placas amiloides, sugerindo que
substancias antioxidantes possam ser reconhecidas como uma alternativa de tratamento para
essa doenca (Kanamaru et al., 2015).

Feitosa e colaboradores (2016) realizaram alguns testes para analisar a atividade
anticolinesterasica e efeitos sobre a memoria em ratos adultos do composto TG1. Dentre os
testes cita-se o teste de esquiva passiva, teste do labirinto de cruz elevado e labirinto aquético
de Morris. Além disso, foi realizado a determinacdo do efeito inibitorio do 1,3-diestearil-2-
oleil-glicerol sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE) in vitro e in vivo avaliada pelo método
descrito por Ellman (1961) e colaboradores e modificado por Rhee e colaboradores (2001).

Os resultados encontrados por Feitosa e colaboradores (2016) apresentaram
promissores resultados de inibicdo in vitro frente a enzima AChE foram de: 95,9; 86,92 e
77,12% quando utilizada a rivastigmina (Exelon®) (controle positivo), uma droga bastante
usada no tratamento da DA, em concentracgdes de 0,1, 0,05, 0 025%, respectivamente. Quando
avaliada a atividade inibidora do composto foi verificado seguintes resultados para TG1: 0,1%
(77,12%), 0,05% (72,34%), 0,025% (61,17%) e 0,0125% (20,21%) (Feitosa, 2016).

Neste estudo, os autores analisaram a atividade da enzima AChE em trés regi0es
diferentes do cérebro de ratos a saber: hipocampo, cortex frontal e cerebelo. Os resultados
sugeriram que tratamento com TG1 causou melhoria na aprendizagem e na memoria, tal como
evidenciado pela diminuicéo significativa no tempo necessario para 0s animais para encontrar
a localizacdo da plataforma no labirinto aquatico de Morris. O composto ativo também foi capaz
de melhorar os défices de memoria em uma dose testada (30 mg kg™), a meméria de curto prazo
(aprendizagem depois de alguns minutos), e memoria de atraso (um dia depois de

aprendizagem), como mostrado nestes estudos (Feitosa, 2016).

3.5 Potencial antioxidante

21



O estudo de Feitosa e colaboradores (2016) investigou a influéncia do TG1 na
peroxidacéo lipidica, contetdo de nitrito, atividade da catalase e superdxido dismutase no
hipocampo de ratos submetidos a testes de memoria (Tabela 2). Os resultados neuroquimicos
foram obtidos com grupos de ratos tratados com TG1 com a dose de 30 mg. kg™ (v.0.) e veiculo.
Foi observada no grupo tratado uma diminuicéo significativa de 88,49% na peroxidac&o lipidica
e 76,89% do teor de nitrito e um aumento significativo de 51,97% na atividade da catalase e

45,53% na atividade da enzima superoxido-dismutase quando comparado ao veiculo.

TABELA 2: Determinacédo dos niveis de substancias reativas ao TBARS, contetdo de nitrito,

atividades de catalase e SOD no hipocampo de ratos tratados com TG1.

TBARS NITRITO CATALASE SOD
GRUPOS (mmol/MDA/ug (uM) (U/ug of (U/ug of
proteina) proteina) proteina)
VEICULO 1,39+ 0,15 90,41+1,22 14,45+ 0,13 2,35+0,14
TG1 0,16 + 0,012 20,90 £ 0,79° 30,09 £ 2,.23? 3,42 £ 0,282

Fonte: Feitosa, 2016.

Os lipideos vém sendo usados como carreadores de farmacos, por otimizar a
distribuicéo e absorcdo, melhorando a biodisponibilidade ap6s administracdo oral, uma vez que
melhoram a permeabilidade intestinal dos farmacos, e promovem também uma absorcéo
seletiva nos tecidos alvos. E quando conjugados com medicamentos para administragdo
parenteral, prolongam a meia-vida, e facilitam a entrega no local especifico de acéo
potencializando seus efeitos farmacoldgicos (Hackett et al., 2012).

O composto TG1 é um triglicerideo da classe dos lipideos. Os componentes lipidicos,
especialmente os acidos graxos, encontram-se nas mais diferentes formas de vida, respondendo
por importantes fun¢fes nas membranas celulares e nos processos metabélicos (Yehuda et al.,
2002). Os é&cidos graxos poliinsaturados tem sido alvo de varios estudos. Destaca-se a sua
importancia, em diversas doencas, principalmente as degenerativas a saber: doenga de
Alzheimer, Parkinson e esclerose amiotréfica (Sumiyoshi et al., 2008).

O TG1 apresentou acdes contra as espécies reativas de oxigénio, sugerindo que, apos
estudos mais aprofundados seja possivel utilizacdo destes em futuras formulacOes
farmacéuticas, como terapia alternativa para varias doencas relacionadas com o stress

oxidativo, tais como a doenca de Alzheimer (Feitosa, 2016).
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4. Concluséao

Os estudos farmacoldgicos ja realizados com o 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1),
composto isolado do extrato hexanico da espécie P. insiginis Mart. (bacurizeiro) indicam que
esse composto é uma fonte promissora para a elaboracdo de possiveis fitomedica-mentos a
partir desta planta bastante consumida no Nordeste do Brasil. As propriedades apresentadas a
saber: ndo citotoxica, cicatrizante, anticolinesterasicae antioxidante sdo importantes para a
elaboracdo de medicamentos que possuam uma das propriedades farmacoldgicas ja

identificadas, com acao terapéutica de diversas doencas a saber: doenca de Alzheimer.
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CAPITULDO II: Desenvolvimento de uma formulagéo farmacéutica: Elaboracéo e

caracterizacdo do complexo de incluséo do 1,3- diestearil-2-oleoilglicerol com -

ciclodextrina.
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Elaboracéo de um complexo de inclusédo a partir de um constituinte isolado

de Platonia insignis Mart. (bacurizeiro).
Junior, R.S.S. Feitosa, C. M.
Programa de Pds-graduacdo em Quimica. Centro de Ciéncias da Natureza. UFPI, 2018.

RESUMO

Dentre as riquezas da flora brasileira, a espécie Platonia insignis Mart., conhecida como
bacurizeiro, € uma planta de grande importancia econémica para alguns estados da regido
Nordeste. O bacuri € o fruto da espécie P. insignis Mart., e apresenta em sua semente, dentre
outros compostos, o 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1). Trabalhos demonstram que TG1 em
estudos in vivo com camundongos tem mostrado um efeito benéfico sobre o défice de
aprendizagem e de memdria, além de outras relevantes atividades farmacologicas. Diante disso,
este estudo teve como objetivo obter e caracterizar uma formulagdo farmacéutica a partir de
complexos de inclusdo do composto TG1 com B-ciclodextrina (B-CD) visando a melhoria de
suas propriedades como sua solubilidade, ja que, formacdo do complexo de inclusdo facilita,
em alguns casos, a solubilizacdo de substancias pouco sollveis. O preparo foi feito utilizando-
se a técnica de malaxagem e a caracterizacdo foi feita através das técnicas, a saber:
espectroscopia na regido do infravermelho, analise termogravimétrica, difracdo de raios-X e
calorimetria exploratéria diferencial. Estas técnicas evidenciaram a formacédo de complexos de
inclusdo entre TG1 e B-CD. Portanto, os resultados obtidos s&o promissores para elaboracéo de
uma futura formulagéo farmacéutica com o complexo.

Palavras-chave: 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol, Ciclodextrina, Complexo de incluséo,

Formulacéo farmacéutica.

27



Elaboracion of a inclusion complex from an isolated constituent of Platonia

insignis Mart. (bacurizeiro).
Junior, R.S.S.; Feitosa, C. M.
Post-graduate Program in Chemistry. Center for Nature Sciences. UFPI, 2018.

ABSTRACT

Among the riches of Brazilian flora, Platonia insignis Mart., known as bacurizeiro, is a plant
of great economic importance for the states of the Northeast region. The bacuri is the fruit of P.
insignis, which contains 1,3-distearoyl-2-oleoylglycerol (TG1) inits seed. Studies demonstrate
that TG1 in in vivo studies with mice has shown a beneficial effect on learning and memory
deficits, in addition to other relevant pharmacological. This study was aimed to obtain and
characterize a pharmaceutical formulation from inclusion complexes of TG1 with B-
cyclodextrin (B-CD). The formation of the inclusion complex facilitates in some cases the
solubilization of poorly soluble substances. The preparation was done by using the technique
of malaxing and the characterization was made by infrared spectroscopy, thermogravimetric
analysis, X-ray diffraction and differential scanning calorimetry. These techniques evidenced
the possible formation of inclusion complexes between TG1 and B-CD. The results obtained
are promising for the preparation of a future pharmaceutical formulation with the complex.

Keywords: 1,3-diasteroyl-2-oleoylglycerol, Cyclodextrin, Inclusion complex, pharmaceutical
formulation.

1. Introducéo

O uso dos produtos naturais iniciou-se ha milhares de anos por varias populacdes com
0 intuito de tratar diversas patologias. Apesar dos grandes avangos observados na medicina
moderna, os produtos naturais continuam sendo utilizados e, estima-se que, cerca de 30% de
todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos sdo derivados de metabélitos secundarios
(Calixto, 2005; Veiga Junior e Mello, 2008).

Considerando-se somente o Brasil, a magnitude de sua biodiversidade ndo é conhecida
com precisdo tal a sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de dois milhdes de
espécies distintas de plantas, animais e micro-organismos, 0 que o torna o pais com a maior
diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de
um total estimado entre 350.000 e 550.000 (Guerra e Nodari, 2010).

Dentre a diversidade vegetal do Brasil a familia Clusiaceae compreende 49 géneros com
larga distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Para o Brasil, estdo registradas
183 espécies, subordinadas a 21 géneros, com ampla distribuicdo (Heywood, 1993). Dentre 0s

géneros da familia Clusiaceae, Platonia € um dos maiores. Platonia insignis Mart., é uma

28



especie frutifera e madeireira, tem origem na Amazonia Oriental Brasileira, no Estado do Para
e é encontrada em todos os estados da Regido Norte do Brasil e no Mato Grosso, Maranhdo e
Piaui e fora do territério Nacional (Souza et al., 2000; Moura et al., 2007; Carvalho, 2008).

Estudos fitoquimicos e farmacoldgicos realizados com extratos e compostos isolados da
espécie P. insiginis indicam que os compostos isolados ou extratos sdo fontes promissoras para
a elaboracdo de possiveis fitomedicamentos a partir dessa planta, bastante consumida no
Nordeste do Brasil (Santos et al, 2012).

A literatura registra diversos estudos farmacologicos e toxicologicos da casca, da polpa
e da semente do bacuri (Rufino et al., 2010; Santos et al., 2010; Costa Junior et al. 2010, 2011,
2012, 2013; Lustosa, 2012). De acordo com Costa Junior e colaboradores (2011), o estudo
fitoquimico das sementes, realizado por meio da analise do extrato hexanico (EH) revelou
potencial atividade leishmanicida frente as formas promastigotas de L. amazonenses, resultado
semelhante foi reportado nesse mesmo estudo para as fracdes acetato de etila (ACE) e
diclorometano (DCM), extraidas do extrato etandlico (EE), sendo a Ultima, de desempenho
superior as identificadas.

Dentre os compostos isolados de Platonia insignis o composto 1,3-diestearil-2-oleil-
glicerol também denominado de TG1 corresponde a um triglicerideo isolado do extrato
hexanico das sementes. E um derivado da trioleina, soltivel em solventes apolares. Possui
férmula molecular CsgH11206. Sua composi¢cdo quimica é definida como C (76,93%), H
(12,47%), O (10,60%), e peso molecular 856 g/mol (Costa Junior, 2011).

Os estudos com 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol sdo promissores visto que este,
demonstrou potente atividade anticolinesterasica, cicatrizante e antioxidante. O composto TG1
apresentou acdes contra as espécies reativas de oxigénio, sugerindo que, ap6s estudos mais
aprofundados seja possivel utilizacdo destes em futuras formulacdes farmacéuticas, como
terapia alternativa para vérias doencas relacionadas com o stress oxidativo, em particular para
doencas relacionadas com o sistema nervoso, como a doenga de Alzheimer (Feitosa, 2016). No
entanto, algumas propriedades do TG1 sdo limitadas como, por exemplo, sua solubilidade em
agua, sugerindo meios alternativos para melhorar essas deficiéncias para esse composto.

A formacdo de complexos de inclusdo entre farmacos pouco solveis em meio aquoso
e ciclodextrinas (CDs) tem sido uma das técnicas mais utilizadas para a melhora no perfil de
solubilidade de farmacos com baixa solubilidade. Alguns trabalhos demonstram que a formacao
do complexo de inclusdo farmaco/ciclodextrina induz a um aumento significativo da
biodisponibilidade, estabilidade e solubilidade de farmacos complexados (Del Valle, 2004;
Loftsson, 2005).
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As CDs também sdo conhecidas como moléculas hospedeiras tipicas, sendo as
moléculas por elas encapsuladas designadas por moléculas hdspedes. Desta associacdo resultam
complexos do tipo hospede-hospedeiro ou complexo farmaco-CD, no caso da molécula
hospede ser um farmaco, também designado de complexo de inclusdo. Os complexos de
inclusédo sao, portanto sistemas compostos por duas ou mais moléculas, nas quais uma delas, a
hospedeira, inclui total ou parcialmente, sem estabelecer ligacbes covalentes, uma molécula
hospede (Szejtli, 1988).

Sendo assim, é percebida a importancia dos estudos com 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol
provenientes da Platonia insignus Mart., dado o seu potencial farmacoldgico e terapéutico.
Dessa forma, O objetivo desse estudo foi realizar o delineamento de uma formulagéo
farmacéutica solida a partir da elaboragdo de um complexo de inclusdo entreaR-CD e o TGl e
posteriormente sera realizado um teste cometa para avaliar a genotoxidade do mesmo em

camundongos.

1.2 Ciclodextrinas

As CDs sdo atualmente um dos carreadores de moléculas mais estudados, atraindo a
atencdo de investigadores tanto no campo de pesquisa como no campo de tecnologias aplicadas
(Venturini et al., 2008). Também conhecidas como cicloamiloses ou ciclomaltoses, as CDs
foram descobertas por Villiers em 1891, quando obteve uma pequena quantidade de material
cristalino apos a hidrdlise do amido com Bacillus amylobacter, o qual denominou de celulosina,
no entanto os primeiros detalhes de sua preparagéo, descricao e isolamento foram descritos por
Schardinger em 1903 (Del Valle, 2004).

Ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos obtidos a partir da degradacdo enzimatica do
amido, possuindo estrutura ciclica formada por unidades de Dglucopiranose ligadas através de
ligagdes a (1-4). Estas moléculas possuem conformacao tronco-conica, com superficie externa
hidrofilica e cavidade interna hidrofébica (Mura, 2014). As ciclodextrinas naturais mais comuns
apresentam seis, sete ou oito unidades de D(+)-glicopiranose unidas por ligagdes o(1,4) e

denominam-se a-, - e y-ciclodextrinas, respectivamente (Saltdo & Veiga, 2001).
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Figura 3. Estrutura da B-ciclodextrina

As caracteristicas de inclusdo das ciclodextrinas naturais podem ser alteradas pela
introducdo de substituintes nas hidroxilas disponiveis. A dimetil-B-ciclodextrina normalmente
apresenta melhores caracteristicas de inclusdo, especialmente no que diz respeito a dimensdo da
cavidade apolar, do que a B-ciclodextrina (Figura 3). O uso de derivados lipofilicos (etilados ou
acetilados) permite que moléculas hidrofilicas possam ser incluidas na cavidade das ciclodextrinas
a partir de solventes menos polares do que o interior da cavidade (Saltdo & Veiga, 2001). Algumas

propriedades fisico-quimicas das CDs sdo descritas na Tabela 3.

TABELA 3: Propriedades fisico-quimicas das Ciclodextrinas.

Propriedades a-CD B-CD v-CD
Numero de unidades de glicose 6 7 8
Massa molar (g mol?) 972 1135 1297
Solubilidade em agua a 25 °C (g/100 mL) 14,5 1,85 23,2
Didmetro interno da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Didmetro externo da cavidade (A) 14,6 15,4 17,5
Volume da cavidade (A)? 174 262 472
Forma dos cristais Laminas Paralelogramos Prismas

hexagonais monoclinicos guadraticos

Fonte: Del Valle, 2004

O uso de ciclodextrinas (CDs) em aplicaces farmacéuticas envolvendo solubilizacéo,
tem se expandido exponencialmente a cada década. Isto se deve ao fato das ciclodextrinas
possuirem propriedades complexantes capazes de promoverem o aumento da solubilidade,

dissolugdo e biodisponibilidade de farmacos poucos sollveis. As CDs funcionam como
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transportadores moleculares, carregando as moléculas hidrofébicas hospedes em solucéo até as

membranas celulares lipofilicas, facilitando sua absor¢do (Guedes et al., 2008).

1.3 Complexos de inclusao

A habilidade das CDs de formarem complexos de incluséo depende essencialmente da
compatibilidade estérica e dos critérios de polaridade existentes com a droga. Além disso, as
forcas que dirigem a complexacdo tém sido atribuidas a alta energia de repulsdo da dgua na
cavidade das CDs, as interacGes de Van der Waals, hidrofobicas e ligacbes de hidrogénio (Van
de Manakker et al., 2009).

As moléculas complexadas permanecem normalmente orientadas em uma posi¢do onde
hd o maximo contato entre sua porcdo hidrofobica e a cavidade apolar, estando sua por¢éo
hidrofilica em contato com os grupos hidroxila da CD (Frémming; Szejtli, 1994). O complexo
de inclusdo formado entre CDs e moléculas hospedes € um equilibrio dindmico, em que se tem
a molécula hospede constantemente se associando e desassociando da cavidade da CD (Stella
etal., 1999; Astray et al., 2009).

Em solucédo aquosa, a cavidade hidrofébica das CDs esta preenchida com moléculas de
agua. Por apresentar um microambiente termodinamicamente desfavoravel, as moléculas de
agua tendem a sair e entrar com dificuldade. Assim, uma molécula hospede, quando adicionada
a solucdo de CD, expulsa as de 4gua e ocupa a cavidade (Matioli, 2000).

Estudos mostram que mais de 40% dos insucessos no desenvolvimento de novos
farmacos se devem a limitacGes farmacotécnicas como baixa capacidade de dissolugdo e
permeabilidade (Davis; Brewster, 2004). A capacidade das CDs em modificar propriedades de
moléculas pouco solUveis em agua faz com que as mesmas sejam Uteis no aumento da absor¢éao
de farmacos através de barreiras bioldgicas, podendo ser utilizadas como carreadores em

formulacGes de liberacdo imediata, por exemplo (Uekama, 2004).
1.4 Elaboracéo de complexos de incluséo
1.4.1 Em estado solido
A estrutura sélida de misturas binarias entre farmaco e CD pode ser bastante diferente
das encontradas em solugdes aquosas. Nestas, h&d um equilibrio dindmico entre as moléculas em

um meio polar, enquanto que os sistemas sélidos sdo estaticos e sofrem limitada influéncia do

seu contetdo aquoso residual. A maioria dos métodos de preparacdo de complexos solidos
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inclui diferentes graus de solubilizacdo como etapa intermediaria do seu processo de obtencéo.
A presenca da agua solubiliza os componentes e favorece a interacdo hidrofdébica entre a
molécula hospede e a CD. Em alguns casos, a agua fomenta a formacéo de pontes de hidrogénio
entre os grupos hidroxilicos e auxilia a captacdo e manutencdo do farmaco na cavidade da CD,
fazendo parte da estrutura cristalina do complexo no estado sélido (Hedges, 1998).

Os sistemas farmacéuticos solidos contendo farmaco e CD séo estruturas heterogéneas
que podem estar constituidas pelos seus componentes individuais ndo complexados, e/ou por
diferentes tipos de associacdes entre eles, como na forma de complexos de inclusdo de
diferentes estequiometrias e niveis de inclusdo ou como agregados com variavel estado
cristalino ou amorfo. Por esta razéo, a eficiéncia de complexagéo (relagdo entre farmaco livre e
complexado) destes sistemas € completamente dependente do processo de preparacdo (Cunha-
Filho, 2007). Devido as caracteristicas particulares inerente a cada sistema binario F-CD, nao
existe uma técnica geral de preparacdo. As condi¢fes devem ser definidas para cada molécula
hospede. Nesta secdo serdo discutidos os métodos mais comumente utilizados na obtengédo de
complexos solidos, avaliando os diferentes aspectos envolvidos.

1.4.2 Mistura fisica

Este método baseia-se na simples mistura dos componentes sem adi¢do de 4gua. Em
alguns casos sdo necessarios varios dias para detectar-se a formacao de complexos de inclusdo.
Em geral € um método de complexacdo pouco eficiente, restrito a principios ativos liquidos,
como a esséncia de limdo, que atua como solvente, propiciando a encapsulacdo dos 06leos

essenciais em escassos minutos (Hedges, 1998).

1.4.3 Malaxagem

Consiste em formar uma pasta a partir da adicdo da minima quantidade de liquido (dgua
ou misturas etano-aquosas) suficiente para umedecer a mistura em pé de farmaco e CD. Em
escala laboratorial, é realizada em um almofariz com auxilio de um pistilo (Fernandes & Veiga,
2002; Cirri et al., 2005; Cunha-Filho et al., 2007). Industrialmente, a mistura de componentes
é efetuada em uma malaxadora. A secagem do material pode ser feita em estufa ou diretamente
na malaxadora acompanhada de pulverizacdo para uniformizar o tamanho de particula.
VariagOes desta técnica utilizando extrusores de calor ou granuladores de leito fluidizado sdo

reportadas (Zema et al., 2001; Mura et al., 2005). Devido a simplicidade e a facilidade de
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transposicéo de escala, este método é um dos mais utilizados na industria farmacéutica, ainda

que sua eficiéncia de complexacéo seja inferior a conseguida com outras técnicas.

1.5 Caracterizacdo de complexos de inclusao

1.5.1 Métodos térmicos

Os métodos térmicos sdo amplamente utilizados na caracterizacdo das CDs e dos seus
complexos, principalmente pela rapidez das analises (Figueiras et al., 2007). Apesar de algumas
limitacdes e da necessidade de utilizar outras técnicas complementares para uma informacgéo
mais precisa, este ensaio consegue, em muitos casos, proporcionar informacdes quantitativas
qguanto ao grau de complexacdo, além de informacGes valiosas da estabilidade do sistema.
Conforme mostra a literatura (Cunha-Filho et al., 2007). Entre os métodos mais utilizados,
pode-se citar a termogravimetria (TG), os sistemas termoanaliticos (TAS), a cromatografia
pirolitica de gases e a calorimetria diferencial exploratéria (DSC).

1.5.2 Técnicas espectroscopicas

A técnica de espectroscopia de infravermelho é bastante utilizada para a avaliacdo da
ocorréncia de interacdes entre diferentes moléculas no estado sélido, mediante comparagéo das
bandas da molécula héspede e do carreador, com o complexo (Larkin, 2011). Melhorias
importantes na precisao e sensibilidade dos equipamentos mais recentes e a utilizacdo de
modelos matematicos, tornam possivel obter informag6es mais confiaveis sobre a conformacéo

espacial dos complexos de inclusdo (lliescu et al., 2004).

1.5.3 Técnicas cristalograficas com Raio-X

Entre as técnicas cristalograficas, a difracdo de raio-x do p6 (XRPD) é a mais empregada
devido a sua simplicidade e rapidez. Uma comparacao dos difratogramas do sistema tratado
com o perfil difratométrico dos seus componentes separados é realizada. Diferencas nas
amostras tratadas, como surgimento ou desaparecimento de picos ou mudancas nas intensidades
relativas, constituem indicios de formacdo de complexos (Cao et al., 2005). Inferéncias
quantitativas sobre o grau de cristalinidade dos sistemas também podem ser realizadas. Outra
técnica mais sofisticada, o ensaio de difracdo de raios X do monocristal, € 0 Unico capaz de

estabelecer com precisao a estrutura geométrica do cristal formado (Cunha-Filho et al., 2007).
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1.5.4 Propriedades de dissolugdo

Os estudos de dissolucdo constituem um dos mais importantes testes in vitro, uma vez
que fornecem informacdes que permitem relacionar de forma mais estreita as possiveis
melhoras na biodisponibilidade do farmaco na forma de complexo. Este ensaio evidencia ndo
somente os incrementos de solubilidade intrinseca conseguidos pela encapsulacdo molecular
do farmaco, mas também permite o estudo cinético da liberacdo. O procedimento experimental
costuma seguir requerimentos farmacopéicos e obedecem as condi¢bes Sink, no entanto,
variaces deste método sdo admitidas quando coerentemente justificadas segundo diferentes
autores (Fernandes et al., 2002; Mura et al., 2005; Cunha-Filho et al., 2007).

2. Materiais e Métodos

O TG1 foi obtido das sementes do fruto da espécie Platonia insignis Mart.. O isolamento
e a identificagdo do TG1 utilizado neste estudo foram descritos (Feitosa, 2016). A B-
ciclodextrina foi adquirida da Sigma Chemical. Utilizou-se agua purificada e 0s outros
solventes utilizados foram de grau analitico.

Os complexos de inclusdo de 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol/B-ciclodextrina foram
preparados na razdo molar 1:1 e 1:2 (mol/mol), utilizando-se a técnica de malaxagem.
Brevemente, uma pequena quantidade de agua foi adicionada a mistura de TGl com f-
ciclodextrina. Essa mistura foi homogeneizada por 60 minutos com auxilio de gral e pistilo e,

em seguida, mantida em dessecador por 24 horas a temperatura ambiente.
2.1 Caracterizacao do complexo 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol/-ciclodextrina
2.1.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)
Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos nos comprimentos de onda de
4000 cm™ a 400 cm™ em um aparelho Shimadzu®, modelo IR Prestige-21. As amostras foram

preparadas pela técnica de pastilhas de KBr.

2.1.2 Analise termogravimétrica (TGA)
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A caracterizacdo teérmica através de analise termogravimétrica foi realizada em
equipamento Shimadzu®, modelo TGA-50, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL
mint, massa das amostras 3 mg (+0,5) acondicionadas em porta amostra de alumina e a faixa

de temperatura foi da ambiente a 600 °C, em razdo de aquecimento de 10 °C min™.

2.1.3 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A caracterizacdo térmica através de calorimetria exploratoria diferencial foi realizada
em equipamento Shimadzu®, modelo DSC-60, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL
min, massa das amostras 8 mg (1) acondicionadas em cadinhos de alumina e a faixa de

temperatura foi da ambiente a 600 °C, em uma razdo de aquecimento de 10 °C min™t.

2.1.4 Difracdo de raios-X (DRX)

O difratograma foi difratdmetro Shimadzu® (X-Ray Diffractometer, LabX XRD-6000),
equipado com anodo de cobre, em voltagem de 40 Kv e uma corrente de 30 mA. As amostras

foram preparadas em suportes de vidro com uma fina camada de material em pé sem solvente.

2.1.5 Ensaios de dissolucéo

As amostras analisadas foram encapsuladas com o equivalente a 1 mg de 1,3-diestearil-
2-oleil-glicerol e 1 mg de complexo de inclusdo TG1:BCD. Utilizou-se equipamento dissolutor
(Nova Etica — Modelo 299), aparato pa a 50 rpm. O meio de ensaio foi 900 m€ de solugio
aquosa de HCI, pH 1,3 e temperatura de 37 °C + 0,5 °C, a fim de permitir que a realizacdo do
ensaio ocorresse em condi¢Oes analogas as verificadas no trato gastrointestinal (condicdes
Sink). Foram coletadas aliquotas de 5 m{, nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos e,
imediatamente, filtradas em papel filtro JP 40 (25 um). Apds filtracdo, as concentracdes das
amostras, em triplicata, foram determinadas por espectrofotometria UV-Vis

(Espectrofotdmetro UVmini-1240 Shimadzu®) no comprimento de onda A=235 nm.

3. Resultados e Discussao

3.1. Espectroscopia na regido do infravermelho
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As técnicas de espectroscopia de infravermelho séo bastante utilizadas na caracterizagao
de sistemas com CDs. A formacdo dos Cls na fase sélida pode ser avaliada pela comparacéo de
espectros de 1V do fa&rmaco puro e dos complexos obtidos por diferentes métodos de preparacao
(Spricigo, 2008). Para isso, sdo verificadas interacdes em nivel molecular, detectando as
mudancas significativas na forma, posicdo ou intensidade das faixas de absorbancia. Os

espectros IV da B-CD, TG1 e dos complexos 1:1 e 1:2 sdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Espectros de infravermelho. TG1, 3-CD, Complexos 1:1 e 1:2.

O espectro de infravermelho da B-CD mostrou banda de absorgéo proxima a 3340 cm™
(estiramento O — H), 2920 cm™ (estiramento C — H), A banda em 1633 corresponde a
deformacéo do tipo H-O-H, estas bandas foram confirmadas em estudos anteriores realizados
por Rodrigues et al. (2010). Outras bandas também podem ser observadas com em 1170 cm™
(estiramento C — O) e proximo a 1000 cm™ (estiramento C — O — C).

O espectro de IV do TG1 mostrou bandas de absorcdo entre 2900 e 2700 cm™
(estiramento C — H), proximo a 1750 cm™ (estiramento C = O), em 1500 (deformagdo CH>) e
na regido de 1170 cm™ (estiramento C — O). Em geral, as bandas caracteristicos das ligacoes
duplas estdo na regido de 1680 cm™ — 1620 cm™ (Lopes, 2004). Para o espectro de
infravermelho do TG1 ndo é possivel notar de forma clara uma banda de absor¢éo nessa regido

referente a dupla ligagio da molécula, mas é possivel observar um pico préximo a 690 cm™ que
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se referem a olefinas onde as ligacdes C — H que participam da ligacédo dupla (C = C) estdo fora
do plano (Lopes; Fascio, 2004), este pico ndo esta visivel nos espectros do complexos sugerindo
que o encapsulamento ocorre na parte do TG1 onde esta a insaturagéo.

O espectro de infravermelho dos complexos de inclusdo mostra picos caracteristicos
tanto da B-CD quanto do TG1, sugerindo pouca interacdo entre as moléculas. No entanto,
observou-se que a banda de estiramento OH da B-CD préximo a 3340 cm™ teve uma acentuada
reducdo de intensidade nos espectros dos complexos de inclusdo nas duas fragcbes molares,
sugerindo que estas ligacdes possivelmente estdo implicadas na formacdo destes complexos,
visto que a insercdo de uma molécula-hdspede no interior da cavidade da 3-CD provoca uma
restricdo conformacional, reduzindo a movimentacdo das moléculas encapsuladas, reduzindo a
intensidade do sinal. AlteracBes do espectro nessa regido também foram percebido por Cao

(2005), quando preparou complexos de inclusdo com o sistema scutellarin/p-ciclodextrina.

3.2 Andlise termogravimétrica

Uma forma muito comum de se verificar a formacdo de complexos de inclusdo
utilizando analise termogravimétrica (TGA) é comparar a temperatura de inicio de degradacéo
da molécula isolada com a do suposto complexo. Caso tenha ocorrido a complexacéo, o inicio
da perda de massa da molécula hdspede ocorrera a temperaturas diferentes (Aradjo et al, 2008).

A Figura 5 mostra a TGA para B-CD, TG1 e os termogramas relacionados com os Cls.
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Figura 5: Termogramas :(a) TG1 e B-CD; (b) TG1, B-CD e Complexos de incluséo.

A TGA mostrou evidéncias de duas zonas em que a B-CD perdeu massa. A primeira
zona préxima a 100 °C, com uma perda de massa de quase 1 mg que pode ser atribuida a
evaporacdo da agua superficial associada com a ciclodextrina. A segundo em torno 310 °C que
pode estar relacionada com a degradagdo do 3-CD ocorrendo perda de cerca de 6 mg de massa
(Burgos et al., 2012). No TG1, foi possivel observar um processo Unico a partir de 300 °C onde
a massa do triglicerideo foi reduzida. Em relacdo a analise TGA dos complexos de incluséo,
Na Figura 5b vemos que o termograma relacionado com a as substancias individuais
apresentam algumas diferencas da dos Cls, nas zonas em que a perda de peso é observada. Na
curva de TG do CI na fracdo molar 1:2, notamos a presenca de um evento com perda de massa
acima de 200°C, sendo essa perda ndo muito significativa, cerca de 0,7 mg. Isso é um forte
indicativo de inclusdo da substancia hospede e a consequente formacdo do complexo,
comprovando a eficacia da metodologia utilizada na obtencdo do mesmo (Liu et al., 2013).

Além disso, uma ligeira modificacdo na temperatura de degradacdo é evidenciada.
Entretanto, ndo ha nenhuma evidencia que a estabilidade térmica do TG1 é aumentada quando
complexada. Em alguns casos a estabilidade térmica da substancia encapsulada pode ser
aumentada. Em estudo de Ishiguru e Agashi (1995), por exemplo, a TGA foi usado para
determinar a fracdo de acido linoleico (LA) e docosa-hexatioato de etilo (ED), incluidos na -
CD, com base na estabilidade térmica melhorada dos acidos gordurosos obtidos por complexos

de inclus&o, que mudou seu perfil de perda de peso em funcgdo da temperatura (Mura 2015).

3.3 Calorimetria exploratoria diferencial
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Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é uma das técnicas mais utilizadas para

confirmar a formacg&o de Cls no estado s6lido, devido a sua sensibilidade em detectar alteracdes

nos eventos térmicos caracteristicos da molécula hospede quando esta se encontra na cavidade

da ciclodextrina, bem como a estabilidade do sistema e sua cristalinidade (Araujo, 2008).
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Figura 6. (a) Termograma do TG1; (b) Termograma da 3-CD

A analise por DSC da -CD mostrou na Figura 6 um pico endotérmico em cerca de 140

°C que esté associada com a perda de agua (Pinto et al., 2005). Este pico estd muito reduzido

ou deslocado nos termogramas dos Cl mostrado na figura 7, indicando um possivel

deslocamento das moléculas de agua por moléculas de TG1, evidenciando que ocorreu a

formacdo do complexo. Os picos endotérmicos e exotérmicos a partir de 300 °C estdo
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associados a degradagdo e a perda de massa da B-CD. Para o TG1, foi possivel observar a
presenca de um largo pico exotérmico com um maximo a 400 °C associado a degradacéo do
composto. E importante notar que o processo se inicia somente a partir de 200 °C, o qual

coincide com a baixa volatilidade do composto.
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Figura 7. (a) Termograma do complexo de inclusdo na fracdo 1:1; (b) Termograma do

complexo de incluséo na fragdo 1:2.

Na figura 7 podemos observar que os termogramas dos complexos de inclusdao mostram
desaparecimento do pico do TG1, o que indicaria encapsulamento molecular do agente ativo
no interior da cavidade da f-CD e ndo meramente uma mistura fisica.

A inclusdo do TG1 na cavidade da CD expulsa as moléculas de 4gua existentes em seu

interior, dessa forma esse pico é suprimido do termograma, pois no complexo de inclusdo a
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quantidade de agua presente na cavidade na CD se torna muito reduzida. Quando presente, 0
pico referente & expulsdo da &gua se encontra em temperaturas mais baixas, pois a presenca de
um composto mais hidrofobico no interior da cavidade da CD faz com que as moleculas de

agua remanescentes figuem mais fracamente associadas a cavidade (Carvalho, 2014).

3.4 Difracgéo de raios-X

A difracdo de raios-X (DRX) determina a natureza cristalina dos solidos e € uma 6tima
técnica para a caracterizacdo de complexos de inclusdo (Aradjo, 2008). Esta técnica mede a
intensidade de raios-X difratados por uma amostra sélida sobre diferentes angulos. Nesta
andlise, faz-se a comparacdo dos difratogramas das espécies puras com os do complexo (Cunha-
Filho, 2007). A figura 8 mostra os difratogramas do TG1, p-CD e dos Cls.

O padrido de DRX da B-CD evidencia uma natureza clara cristalina, pois seus picos sao
intensos e afiados. Além disso, esse padrdo estd de acordo com uma estrutura do tipo de
encapsulador na molecula de B-CD proposto (Pinto, 2005). Por outro lado, os padrbes dos Cls
mostram algumas diferencas em comparagdo com o padrdo da ciclodextrina. O pico préximo a
20 = 9,8° desaparece e ocorre uma diminui¢ao da intensidade do pico proximo a 14°. Observa-
se que este pico ¢ mais intenso para o complexo 1:2 devido a maior quantidade de B-CD. Estas
alteracoes podem ser relacionadas com mudangas na organizagdo molecular da B-CD que é uma

forte evidéncia de formacdo de complexo de inclusao.
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Figura 8: (a) Difratograma do TG1; (b) Difratograma da B-Ciclodextrina; (c) Difratograma do
complexo de inclusdo 1:1; (d) Difratograma do complexo de inclusdo 1:2.

Os difratogramas dos complexos também apresentaram reducdo de intensidade bem
ampla sob os picos quando comparado ao triglicerideo isolado, o enorme pico em 20° do tgl,

estd bem reduzido nos difratogramas dos complexos sugerindo o encapsulamento da substancia.

3.5 Ensaios de dissolucéo

A dissolucdo consiste na liberacdo do farmaco de sua forma farmacéutica, tornando-se
disponivel para ser absorvido pelo organismo (Chowdary e Rajyalakshmi, 1987). Dessa forma
os testes de dissolugdo sdo importantes uma vez que permitem, atraves de ensaios in vitro,
prever a disponibilidade do farmaco in vivo.

Através de espectrofotometria no UV-Vis, observou-se que a TG1 possui um pico
maximo de absorbancia em A=235 nm em diclorometano, comprimento de onda a partir do qual

foi construida a curva de calibragéo do triglicerideo (Figura 9), obtendo-se a seguinte equagéo
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da reta: Y = 0,08756X — 0,0632 (R?

0,9924). A partir dessa equacdo, calculou-se a

concentracdo do TG1 no meio de dissolugdo, com e sem a presenca de f-CD (Figura 10).

0,5
0,4 y=0,1751x - 0,0632
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Figura 9 — Curva de calibracdo do 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol.
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Figura 10 — Perfil de dissolugdo do 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol e do complexo TG1:B-CD.

Observa-se, através da Figura 10, que a concentragdo de TG1 em solucgdo atinge seu

limite maximo em 30 minutos, sendo a porcentagem dissolvida de 2,5%. Diferentemente,

qguando se avalia a porcentagem de complexo de inclusédo dissolvida, nesse mesmo tempo,

verifica-se uma concentracdo de 3,5%, 0 que corresponde a um aumento em relacdo a

solubilidade do triglicerideo isolado, permanecendo nesses niveis ao longo da anélise.

44



Comparando os valores obtidos sobre o aumento da solubilidade no complexo de
inclusdo com a literatura é possivel perceber que ele é relativamente muito baixo. Pires (2016)
avaliou uma diferenga significativa das porcentagens dissolvidas do Tenoxicam puro em
comparacdo ao complexado em determinados periodos de tempo. Observou-se que a
porcentagem final do farmaco puro dissolvido foi em cerca de 60% inferior a do complexo.
Garcia et al (2014) em uma avaliagéo in vitro de albendazol complexado a -CD encontraram
Otimas taxas de dissolucao e nivel méximo de liberacdo do farmaco ap6s 20 minutos, assim
como Moriwaki et al. (2008) demonstraram o quanto a solubilidade de albendazol pode ser

aumentada com a inclusdo das B-ciclodextrinas.

4. Conclusodes

O uso de diferentes técnicas analiticas para caracterizacdo de complexos de incluséo
mostrou uma possivel formacdo do complexo de inclusdo entre o 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol
e a P-ciclodextrina, atraves do método de malaxagem. Portanto, esses resultados sdo
importantes para entender melhor as propriedades deste complexo de inclusdo e séo
promissores para a elaboracdo de uma formulagdo farmacéutica com o complexo, podendo,

futuramente, ser uma alternativa para o tratamento de véarias doencas neurodegenerativas.
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CAPITULO Il1: Avaliacéo da atividade genotoxica de um complexo de inclus&o

elaborado entre a -ciclodextrina e um constituinte isolado de Platonia insignis Mart.

(bacurizeiro).
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Avaliacio da atividade genotdéxica de um complexo de inclusiao elaborado entre a -
ciclodextrina e um constituinte isolado de Platonia insignis Mart. (bacurizeiro).

Junior, R.S.S. Feitosa, C. M. Programa de Pés-graduagdo em Quimica. Centro de Ciéncias da
Natureza. UFPI, 2018.

RESUMO

O triglicerideo 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1), é um triglicerideo isolado do extrato
hexanico das sementes de P. insignis Mart. uma espécie frutifera e madeireira, com origem na
Amazonia Oriental Brasileira, mais precisamente no Estado do Para. Alguns estudos
toxicologicos, histopatoldgicos e seu potencial terapéutico, entre outros, foram realizados com
0 composto isolado. Devido as suas promissoras atividades farmacologicas e a ausencia de
estudos genotoxicologicos, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade genotdxica de um
complexo de inclusdo elaborado por malaxagem entre o TG1 ¢ a B-ciclodextrina (B-CD), esta
ultima é um carreador farmcéutico muito usado para complexar farmacos. A genotoxicidade do
complexo na dose de 1000 mg/kg e 2000 mg/kg foram analisadas pelo teste cometa em sangue
periférico e medula 6ssea de camundongos. O complexo TG1:B-CD apresentou atividade
genotoxica no teste cometa em sangue periférico e medula 6ssea, principalmente, nas
concentragfes de 2000 mg/kg apds 72h de administracdo. Portanto pode-se concluir que o
complexo possui atividade genotoxica nos modelos experimentais avaliados.

Palavras chaves: Genotoxicidade; 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol, Teste cometa.
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Evaluation of the genotoxic activity of an included inclusion complex between f-
cyclodextrin and an isolated constituent of Platonia insignis Mart. (bacurizeiro).
Junior, R.S.S. Feitosa, C. M. Graduate Program in Chemistry. Center of Natural Sciences.
UFPI, 2018.

ABSTRACT

The triglyceride 1,3-Distearoyl-2-oleoylglycerol (TG1), is a triglyceride isolated from the
hexanic extract of the seeds of P. insignis Mart. a fruit and wood species, originating in the
Brazilian Eastern Amazon, more precisely in the State of Para. Some toxicological and
histopathological studies and their therapeutic potential, among others, were carried out with
the isolated compound. Due to its promising pharmacological activities and absence of
genotoxicological studies, the objective of this work was to evaluate a genotoxic activity of an
inclusion complex elaborated by malaxing between TG1 and B-cyclodextrin (B-CD), the latter
being a widely used pharmaceutical carrier to complex drugs. A genotoxicity of the complex at
the dose of 1000 mg / kg and 2000 mg / kg of were analyzed by the peripheral mass test and
bone marrow of mice. The TG1: B-CD complex presented genotoxic activity without test in the
peripheral market and bone marrow, mainly, in the concentrations of 2000 mg/kg after 72 hours
of administration. What is the complex has the genotoxic activity in the experimental models
evaluated.

Keywords: Genotoxicity; 1,3-Distearoyl-2-oleoylglycerol, Comet test.

1 Introducao

O conhecimento sobre as plantas e a descoberta de suas possiveis propriedades curativas
acompanhou a evolucdo do homem por meio dos tempos e tém revelado amplo potencial no
tratamento de numerosas doencas (Gaspi, 2011; Kaur et al., 2012). Platonia insignis Mart.,
pertencente a familia Clusiaceae, é conhecida popularmente por bacurizeiro, € uma espécie
frutifera e madeireira, com centro de origem na Amazbnia Oriental Brasileira, mais
precisamente no Estado do Pard. Assume importancia econdémica nos Estados do Parg,
Maranh&o, Tocantins e Piaui, onde se concentram populagdes naturais densas e diversificadas
(Lima et al., 2007). Esta espécie ocorre em areas abertas, clareiras e principalmente na
vegetacdo secundaria. Seu periodo de floracdo acontece entre os meses de agosto a dezembro
em diferentes fenofases, coincidindo com o periodo de estiagem e frutifica entre os meses de
novembro a marco (Batista et al., 2006).

O 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol (TG1) é um triglicerideo isolado do extrato hexanico
das sementes P. insignis. No Brasil o uso na medicina popular do bacurizeiro € resultado das
suas diversas propriedades, tais como, cicatrizante, antimicrobiana, antitumoral, citotoxica e

antioxidante (Santos Junior et al., 2010). Alguns estudos toxicoldgicos, histopatolégicos e seu
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potencial terapéutico, entre outros, foram realizados (Santos, 2012; Feitosa, 2016). Porem,
pesquisas sobre a genotoxicidade do TG1 ainda ndo foram relatadas, demonstrando assim, a
necessidade e importancia de avaliag@es precisas dos efeitos bioldgicos desse composto.

Nos estagios iniciais de desenvolvimento de novos farmacos tem sido dada grande
énfase aos estudos de genotoxicidade, uma vez que, dentre as varias reagcdes adversas que um
medicamento pode causar, a ocorréncia de efeitos genotdxicos e carcinogénicos ndo pode ser
excluida. A fim de se avaliar o risco de efeitos genotdxicos e cancerigenos para seres humanos,
as autoridades reguladoras da Europa, Japdo e EUA recomendam que estudos de
genotoxicidade e de carcinogenicidade sejam realizados antes da aprovacdo da comercializagdo
de produtos farmacéuticos (Brambilla; Martelli, 2009).

Compreendendo a relevancia de ensaios de genotdxidade na avaliacdo da seguranca de
possiveis farmacos, faz-se o estudo de uma formulacéo farmacéutica solida como o complexo
de inclusao elaborado por malaxagem entre a B-ciclodextrina e o 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol
que mostrou promissoras atividades farmacoldgicas, a saber: mal de Alzheimer.

Diante disso, 0 objetivo desse estudo é avaliar o potencial genotdxico do complexo de
inclusdo elaborado entre o 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol e a B-ciclodextrina em camundongos,

por meio do teste cometa.

1.1 Efeitos antioxidante e mutagénicos

Diversas pesquisas tém evidenciado a caracterizacdo e identificacao de efeitos bioativos
em frutos amazoénicos. Muitas plantas da regido amazonica sdo dotadas de atividade
antioxidante em estudos in vitro (Zanatta et al., 2008). O bacurizeiro € um exemplo visto que 0
tgl apresentou atividade antioxidante na peroxidacéo lipidica, contetdo de nitrito, atividade da
catalase e superoxido dismutase no hipocampo de ratos submetidos a testes de memoria
(Feitosa, 2016).

Nas ultimas décadas, foram realizadas inimeras pesquisas para esclarecer o papel dos
antioxidantes e dos radicais livres em processos fisiopatoldégicos como envelhecimento, cancer,
inflamacdo (Alvarez-Gonzaléz, et al., 2004). Os organismos sofrem acdo constantes dos
radicais livres gerados pelos processos inflamatorios ou por disfuncgdes bioldgicas. Quando a
producdo de radicais livres € excessiva, ocorre estresse oxidativo, ou seja, 0s antioxidantes
naturais sdo insuficientes para combater o excesso de espécies radicalares geradas (Andrade
Junior et al., 2005)

O DNA ¢ o principal componente celular suscetivel ao ataque de radicais livres

(Aruoma, 2003). Na presenca de agentes fisicos, quimicos e biolégicos, podem ocorrer danos
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ao DNA que, se ndo forem reparados, podem causar mutacdes celulares em um organismo,
denominado efeito mutagénico ou genotoxico. Mutagdes sdo alteragdes subitas e hereditarias
no material genético de um organismo (Nelson e Cox, 2014). Para avaliar este efeito séo
utilizados testes como teste de micronucleo e teste cometa (Kovacica e Somanathana, 2014).
Mutag6es atuam em diversas etapas do processo de carcinogénese (Yong et al., 2014)
A mutacdo pode ser o primeiro estagio no processo de formacdo de um tumor (O’Connor,
2015). Dessa forma, ensaios que detectam componentes genotdxicos permitem identificar
substancias com risco potencial para desenvolvimento de neoplasias nos seres humanos. 1sso

revela a importancia de trabalhos de avaliacdo da genotoxicidade de diferentes compostos.

1.2 Teste cometa ou Single Cell Gel Electrophoresis (SGE)

O Teste cometa ou ensaio cometa, também chamado Single Cell Gel Electrophoresis
(SCGE), é amplamente aceito como um método padrédo para avaliar danos no DNA (McKenna
et al., 2008). O ensaio cometa foi primeiramente descrito por Ostling e Johanson (1984) e foi
denominado como “estudo microeletroforético” de danos no DNA em células individuais. Essa
técnica tem sido modificada e extensivamente validada ao longo dos anos, e é agora comumente
referida como ensaio cometa (\Wong et al., 2005).

Esse teste pode ser aplicado em qualquer tecido in vivo, desde que uma suspenséao de
células individuais nucleadas possa ser obtida (Hartmann et al., 2003). Devido as humerosas
vantagens do ensaio cometa, essa técnica tem sido amplamente utilizada na avaliacdo da
genotoxicidade de medicamentos, alimentos, agroquimicos, em sistemas in vitro e/ou in vivo,
bem como nos estudos de reparo do DNA, estudos de ecotoxicologia, biomonitoramento
humano e ambiental (Wong et al., 2005; Piperakis, 2009; Liao et al., 2009).

E uma ferramenta confiavel que tem sido utilizada para investigacdo de compostos
antioxidantes. E uma técnica muito valida para verificar se as interagdes entre 0s compostos
antioxidantes e micronutrientes sdo capazes de proteger a integridade do material genético
(Cemeli, et al., 2008).

No teste, ocorre a deteccdo de quebras de fita simples e duplas, liga¢des cruzadas, sitios
de reparo por exciséo e/ou lesdes alcali-labeis. Nesse ensaio, as células sdo englobadas em gel,
espalhadas sobre uma lamina e o genoma nuclear é desenrolado e submetido a uma corrente
elétrica que proporciona a migracao de segmentos de DNA livres para fora do nucleo.

Quebras no DNA causam um relaxamento local do material genético superenrolado,
permitindo que alcas de DNA sejam arrastadas durante a eletroforese. As células que

apresentam um nucleo redondo s&o identificadas como normais, sem dano detectavel no DNA.
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Por outro lado, as células lesadas sdo identificadas visualmente por uma espécie de cauda,
similar a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA ( Figura 1) (Tice et al., 2000; Azqueta
et al., 2009; Oliveira et al., 2009).

Este teste também pode ser utilizado para estudos de reparo de DNA, visto que as lesdes
detectadas pelo ensaio cometa sdo passiveis de correcdo. Embora impossibilite inferir a
fidelidade do processo de reparo, pode trazer informacdes importantes sobre a cinética e o tipo
de les&o reparada (Tice, 2000; Silva et al., 2007).

Figura 11: Fotomicrografia do teste de cometa indicativo dos tipos de danos.
FONTE: Gomes, 2015.

O uso de ensaio cometa associado ao teste de micronucleo é recomendado. Enquanto o
ensaio do cometa detecta lesbes reversiveis, o teste de micronlcleo detecta lesbes mais
persistentes no DNA ou efeitos aneugénicos que ndo podem ser reparados (Hartmann et al.,
2003; Rothfuss et al., 2011).

2 Materiais e métodos

O TGL1 foi obtido das sementes do fruto da espécie Platonia insignis Mart.. O isolamento
e a identificagdo do TG1 utilizado neste estudo foram descritos (Feitosa, 2016). A B-
ciclodextrina foi adquirida da Sigma Chemical. Utilizou-se agua purificada e 0s outros
solventes utilizados foram de grau analitico.

Os complexos de inclusdo de 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol/B-ciclodextrina foi
preparado na razdo molar 1:2 (mol/mol), utilizando-se a técnica de malaxagem. Brevemente,

uma pequena quantidade de agua foi adicionada a mistura de TG1 com B-ciclodextrina. Essa
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mistura foi homogeneizada por 60 minutos com auxilio de gral e pistilo e, em seguida, mantida

em dessecador por 24 horas a temperatura ambiente.

2.1 Animais e Tratamentos

Nos experimentos foram utilizados camundongos da espécie Mus musculos Swiss, com
35 g = 5 g de peso, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui — UFPI,
Teresina-Pl, Brasil, concedidos ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica e Pesquisa dessa
instituicdo. Em todos os experimentos, o nimero de camundongos por grupo foi de 05 (cinco)
machos, Foram utilizados 04 (Quatro) grupos, o Controle Negativo (CN) usando solugéo salina,
0 grupo controle tratado com DMSO 0,5% (G1), e os outros dois grupos tratados através da
administracdo por gavagem, nas concentracfes de 1000 mg/kg (G2) e 2000 mg/kg (G3).

Todos os animais foram mantidos sem restricdes alimentar (racdo Labine-PURINE) e
de ingestdo de liquidos, durante todo o experimento, com ciclo claro/escuro de 12 h, e em caixas

de polipropileno adequadas a sua manutencao.

2.2 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com o protocolo de Singh et al. (1988), com
pequenas alteracdes (Tice, 1995). Apds o tratamento dos animais foram realizadas 3 coletas de
sangue periférico por puncdo caudal em intervalos de 0, 24 e 48 h ap06s a administracdo. Apds
48 horas os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e procedeu-se a coleta da
medula 6ssea. As células da medula foram extraidas dos dois fémures, com 0,5 mL de soro
bovino fetal, sendo preparadas duas laminas por animal. As laminas foram previamente
cobertas com agarose (1,5%) em tampéao fosfato salino livre de célcio e magnésio (PBS). Em
seguido 10 pL do sangue coletado foi misturado a 190 pL de agarose Low melting (1,5%) e
transferidas para duas laminas pré-cobertas e coberta com laminula. Depois da solidificacdo da
agarose (5 min em uma bandeja sob refrigeracéo), as laminas foram mergulhadas em solucao
de lise recém-preparada e resfriada (10% DMSO, 1% Triton X-100, 2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, pH 10,0 — 10,5) por 72 h a 4 °C. Posteriormente, as laminas foram
acondicionadas em cuba de eletroforese horizontal e cobertas com tampéo de eletroforese fresco
(0.0075 M, 1mM EDTA, pH 13) por 20 min.

A eletroforese foi realizada por 20 min a 25 V e 300 mA. Apds a eletroforese, as laminas
foram neutralizadas com solucdo de Tris 400 Mm (pH 7,5), fixadas (15%, v/v, acido

tricloroacético, 5%, v/v, sulfato de zinco, glicerol 5%), lavadas com agua destilada e postas
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para secar durante a noite. Os géis foram corados por 15 min (37 °C) com uma solugéo contendo
a seguinte sequéncia: 34 mL de solucéo B (0,2%, v/v, amonionitrato, 0,2%, v/v, nitrato de prata,
0,5%, v/v, &cido tungstosalisilico, 0,15%, v/v, formaldeido, 5%, v/v, carbonato de sodio) e 66
mL de solucdo A (carbonato de sodio 5 %). A coloracdo foi interrompida com uma solugéo de
acido acético 1 % e 0s geis postos para secar a temperatura ambiente. Um total de 100 células
foram analisadas randomicamente por tratamento.

Foram considerados dois pardmetros o indice de danos —ID (0-400) e frequéncia de
danos — FD (0- 100%). Para o calculo ID, as células foram, visualmente, classificadas em cinco
classes, de acordo com o tamanho da cauda dos cometas (0 = sem cauda; 4 = maximo
comprimento da cauda), o que resultou em um escore Unico de danos ao DNA de cada amostra
e, consequentemente, para cada grupo estudado. A Frequéncia de donos em % foi calculada

para cada amostra, com base no nimero de células com cauda em relacéo as células com dano.

3 Resultados e discussao

Tendo em vista que o0 ensaio cometa € um biomarcador de genotoxicidade que indica
danos recentes ao DNA (Collins, 2008), o presente estudo com a aplicacdo do referido ensaio,
identificou os possiveis danos em células de medula 6ssea de camundongos induzidos pelo
complexo TG1/B-CD. Os testes estatisticos forma realizados com o software Graphic Pad
Prisma 6.0 com a aplicagdo do teste de Newman-Keuls e significancia de 95%.

Através da realizacao do teste cometa em sangue periférico é possivel observar na figura
12 gue a substéncia testada ndo ocasiona danos ao DNA pelo indice e frequéncia de danos nas
primeiras 24 horas apds a administracdo, exceto na dose 2000 mg/kg (G3) que ocorreu um
aumento significativo (p>0,05) do indice de dano em relacdo ao grupo CN de 24h. Entretanto
72 horas apo6s o tratamento foi verificado um aumento significativo (P>0,05) do indice e

frequéncia de danos para todos os grupos (G1, G2 e G3) quando comparado com o CN de 72h.
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Figura 12. indice de Danos (A) e Frequéncia de Danos (B) por grupo (média + desvio padrdo) em
sangue periférico de camundongos, ap6s Oh, 24h e 72h horas da administracdo do complexo. (software
Graphic Pad Prisma 6.0).

Com a realizagdo do teste cometa com células da medula dssea 72 horas ap6s o
tratamento é possivel observar na figura 13 que tanto para o indice de danos quanto para a
frequéncia de danos o resultado foi similar, demostrando que as duas maiores doses (G2 e G3)
ocasionaram um aumento significativo (p>0,05) destes parametros (ID e FD) em comparacao
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com o CN. As duas doses do complexo que fora administradas (G2 e G3) também apresentaram

um aumento significativo em relacéo ao niveis de danos do G1.
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Figura 13. indice de Danos (A) e Frequéncia de Danos (B) por grupo (média + desvio padréo) teste
cometa com células da medula 6ssea 72 horas ap6s o tratamento. (software Graphic Pad Prisma 6.0).

No presente estudo verificamos que na concentragdo 2000 mg/kg o complexo TG1/B-
CD apresentou diferenca significativa no indice de danos quando comparada com a
concentracdo CN, demonstrando assim que este complexo é uma substancia genotoxica.

O grupo G3, quanto ao dano e ao tempo de exposi¢éo, podemos constatar que mesmo
tendo sido submetido a um tempo de exposi¢do curto, o grupo apresentou dano no material
genético. Diferente do estudo de Freitas (2010), que em estudos com Aripiprazol um farmaco
utilizado para o tratamento da esquizofrenia e outros disturbios (Abilify, 2008) percebeu a partir
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do teste cometa realizado, que esse farmaco nao foi genotoxico, apos administracdo aguda em
camundongos Visto que a frequéncia de danos nas células do sangue dos camudongos para essa
substancia ndo foi significativo.

Diante do exposto, € possivel indicar os riscos da aplicacdo farmacologica do complexo
TG1/B-CD ou do composto isolado 1,3-diestearil-2-oleil-glicerol, devido as atividades
observadas para genotoxicidade. Entretanto, novos testes devem ser feitos para melhor
averiguar os mecanismos de indugdo de danos ao material genético pelo composto em foco,
tendo em vista inumeros relatos sobre a acéo de lesdes ao DNA, tais como quebras e inativacdo
de genes de reparo de varios farmacos com atividades carcinogénicas (Brambilla e Martelli,
2009).

4 Concluséo

Os testes de genotoxicidade séo de importancia fundamental no desenvolvimento de
novos farmacos, eles ajudam a tracar um perfil de seguranca e eficacia destes compostos. Com
os resultados obtidos, podemos concluir que a administragdo por gavagem do complexo de
inclusdo TG1/B-CD em camundongos nas doses de 1000 mg/kg e 2000 mg/kg apresentam
atividade genotdxica em células do sangue periférico e da medula 6ssea. Alguns estudos
complementares como teste de microntcleo devem ser realizados no sentido de confirmacéo

dos resultados e elucidacdo dos possiveis mecanismos causadores dos danos.
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CAPITULO IV: Estrutura de Produtos naturais antioxidantes extraidos de plantas.

Publicacdo no livro “Antioxidantes: Aspectos quimicos, farmacolégicos e terapéuticos”.

ANTIOXIDANTES
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Estrutura de Produtos naturais antioxidantes extraidos de plantas
Chistiane Mendes Feitosa, Ronaldo dos Santos Sousa Junior, Francisco José Borges dos
Santos e Valéria Lima Silva

Introducéo

Em sistemas aerdbicos, € essencial o equilibrio entre os agentes 6xido-redutores (como,
por exemplo, as espécies reativas de oxigénio - EROs) e o sistema de defesa antioxidante. Esses
agentes sdo gerados endogenamente como consequéncia direta do metabolismo do oxigénio e
também em situacdes nado-fisioldgicas, como a exposicdo da célula a xenobioéticos. Em
humanos, o excesso de EROs pode danificar moléculas lipidicas, proteinas ou DNA, inibindo
suas funcbes. Tais danos oxidativos geralmente ndo agem diretamente no inicio da doenca
crbénica, mas podem ser um dos promotores da doenca (Jun et al., 2008; Tavares et al., 2010).
Assim, devido ao seu grande potencial de dano, os radicais livres e as EROs sdo produzidos no
organismo sob rigoroso controle de sistemas de defesa, os quais incluem enzimas e outros
antioxidantes (Halliwell; Gutteridge; Cross, 1992); porém nem sempre esse controle € mantido
e, para evitar a producdo excessiva de substancias pro-oxidantes, a suplementacdo com
compostos antioxidantes naturais derivados de plantas é benéfica, pois previne danos celulares
causados por radicais livres. Dessa forma, considerando-se a implicacéo dos efeitos negativos
do estresse oxidativo sobre varias doencas, o proposito deste capitulo é abordar as substancias

antioxidantes naturais, estudadas em parametros in vitro e in vivo.

Substancias naturais antioxidantes

Antioxidantes reduzem o estresse oxidativo provocado por radicais livres nas células e
sdo amplamente utilizados no tratamento de muitas doencas humanas, incluindo céancer,
doencas cardiovasculares, doencas inflamatorias e doencas neurodegenerativas (Krishnaiah;
Sarbatly; Nithyanandam, 2011). Como existe possibilidade de efeitos colaterais e risco de
carcinogénese no uso de antioxidantes sintéticos, vem crescendo o interesse de substitui-los por
antioxidantes naturais provenientes de plantas medicinais (Zhang et al., 2009). Assim, a
suplementacdo de antioxidantes no sistema de defesa do organismo com compostos
antioxidantes naturais, derivados de plantas, é benéfica, pois previne danos causados por
radicais livres (Oh et al., 2001). As substancias antioxidantes naturais podem ser divididas em

dois grupos: 0 grupo enzimatico, composto pelas enzimas superéxido dismutase, glutationa-
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peroxidase e catalase, por exemplo, e 0 grupo ndo-enzimatico, composto pelos carotenoides,

acido ascorbico e a-tocoferol, por exemplo (Figura 3) (Boonmee et al., 2011).

ANTIOXIDANTES

VITAMINAS 7

CAROTENOIDES

FLAVONOIDES

_‘<

ALCALOIDES -

—>  0;"; OHe; H,0,; ONOQe; NO* €&——

ELIMINAGAO/REDUGCAO DE RADICAIS LIVRES

Figura 3. Representacdo das principais substancias antioxidantes e seus alvos. SOD (superdxido
dismutase); CAT (catalase); GSH-Px (glutationa peroxidase); GR (glutationa redutase); G6PH (glisose-
6-fosfato-desidrogenase).

Dentre as varias espécies vegetais, pertencentes a variadas familias, destacam-se:
Asteraceae, Leguminosae, Labiateae, Lamiaceae e Poligonaceae. Esse destaque justifica-se
pela presenga, registrada na literatura, de constituintes quimicos com atividade antioxidante,
pertencentes as classes de acidos e derivados, catequinas, esterdides, lignanas, pterocarpanos,
taninos, triterpenos (Quadro 1), flavondides (Tabela 3), dentre outras.

Derivados do acido p-cumarico sdo citados como detentores de potencial antioxidante
maior que o tocoferol e o acido ascorbico sobre o peroxinitrito, mediante nitracdo lipoproteina.
Tal propriedade sugere que esses derivados sdo bastante benéficos contra danos causados pela
oxidacdo (Hirschmann et al., 2004).

O esteroide B-sitosterol e o limondide limonin, presentes na espécie Citrus grandis
Osbeck, foram avaliados quanto ao seu potencial antioxidante em comparacdo com o poderoso
antioxidante a-tocoferol. Esses compostos, individualmente, apresentaram menor acgao
antioxidante do que quando presentes na mistura em um extrato acetato de etila, com
significativa acdo antioxidante. Esses compostos encontram-se presentes em varias especies de
Citrus (Hashinaga et al., 2006).
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Quadro 1. Alguns metabdlitos secundarios isolados de plantas com atividade antioxidante.

Classe de Estrutura Espécie Refe

substancias vegetal L
réncia

Acidos e derivados Nymphaea

OH
. OH| OH caerulea (Agnihotri
Acido 2S,3S,4S- et al., 2008)

triidroxipentanoico

Acido anacérdico HO_ _O Anacardium
2 o P occidentale  (Trevisan et
o al., 2006)
Acido anacardico HO._ _O Anacardium
3 o occidentale  (Trevisan et
= al., 2006)
Acido feldrico o
/ Rubus (Dall’Acqua
Vi
HO OH ulmifolius et al., 2008)
CH30
Acido elagico 0 Terminalia  (Pfundstein
horrida etal., 2010)

Quadro 1. (Continuagdo) Alguns metabolitos secundarios isolados de plantas com atividade

antioxidante.
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Classe de Estrutura Espécie Referéncia

substancias vegetal
Catequinas OH Polygonum (Yang
i paleaceum et al., 2005)

(+) Catequina HO O

¥ OH

oH

OH
6-Clorocatequina OH Rumex
patientia (Demirezer et

al., 2001)

Esteroides Citrus grandis  (Hashinaga et
al., 2006)
j-Sitosterol
17-(4-hidroxi-1,5- OH Cleome (Djeridane et
dimetil-hexil)- HsC arabica al., 2010)
) . o CH CHs
2,3,7-(acetiloxi) \( 3 il
gona-1,3,5(10)- o
trien-15-ol)
OH
o 0
A
H3C/L\O HsC

Quadro 1. (Continuagdo) Alguns metabolitos secundarios isolados de plantas com atividade

antioxidante.
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Classe de
substancias

Estrutura

Espécie Referéncia
vegetal

Lignanas OMe (Jeong
- i i oy Saururus et al., 2004)
Acido 2’-hidroxi Me O chinensis
dihidroguaiareético HO

MeO O I\‘/Ie OH
Machilina D Me OH (Jeong et al.,

MeNQO Saururus 2004)

chinensis
OMe
MeO OH

(7S,8S,7°S,8’S)- Me Me (Khan et al.,
3,3, 4’-trihidroxi-4- \ Larrea 2004)
metoxi-7,7’- HO \D OH tridentata
epoxilignana -0 \(I

MeCO OH
Meso-(rel Me Me (Khan et al.,
7S,8S,7’R,8’R)- Larrea 2004)
3,4,3,4°- HO \Cg ,,,,,,, OH tridentata
tetrahidroxi-7,7’- ji) ° @
epoxilignana HO OH

Quadro 1. (Continuacdo) Alguns metabolitos secundarios isolados de plantas com atividade

antioxidante.

Classe de Estrutura Espécie Referéncia
substancias vegetal
Lignanas Me 0
. — O oy Larrea (Khan et al.,
(E)-4.4°- HO O tridentata 2004)
dihidroxi-7,7’- o Me

dioxolign-8-(8’)-
ene

Pterocarpanos
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Medicarpina Dalbergia (Chen
odorifera et al., 2000)
Taninos OH Ixora
. @/OH coccinea (Idowu et al.,
Ixoratannin A-2 2010)
Corilagina Terminalia
catappa (Kinoshita et

al., 2007)

Quadro 1. (Continuacdo) Alguns metabolitos secundarios isolados de plantas com atividade

antioxidante.

Classe de
substancias

Estrutura Espécie vegetal ~ Referéncia

Taninos

Acido 3,4,5-
Tri-O-galoil-
(3R,4S,5R)-
chiquimico

OH
OH (Pfundstein et

al., 2010)

OH
HO OH
OH Terminalia

chebula

OH
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Triperpenos (Furlan et al.,

2004)

Cognatina

Cheiloclinium
cognatum

Compostos minoritarios, como os antioxidantes feniletanoides glicosilados, foram
registrados na espécie Eremostachys glabra Boiss (Lamiaceae) (Sarker et al., 2005).

Os flavondides sdo compostos conhecidos por apresentarem propriedades antioxidantes
significativas e sdo amplamente distribuidos nas folhas, sementes, cascas e flores de plantas.
Sdo metabolitos secundarios que consistem de uma ampla classe de compostos polifendlicos
com baixo peso molecular que partilham um ndcleo flavano, composto por dois anéis fenil (A

e B) ligados através de um anel pirano (C) (Figura 4) (Ferreira et al., 2015).

Figura 4. Estrutura quimica do esqueleto flavano apresentado pelos flavonoides.

Os flavondides apresentados na tabela 3, foram registrados como constituintes
antioxidantes majoritarios. As atividades antibacteriana, antiviral, anti-inflamatdria, anticancer,
antialérgica, dentre outras, também sdo citadas para estes compostos.

Achados indicam os flavonodides ugonins J-L, como compostos com atividade
antioxidante maior que o trolox, composto conhecido pelo grande potencial antioxidante (Chen
et al., 2003). Os flavonoides 6-metoxi-luteolin-7-glicosideo e 2’-hidroxi-5’-metdxi-biochanin
A, isolados de varias espécies, como Salvia plebeia, apresentaram, em ensaios, maior potencial
antioxidante que o butil-hidroxi-tolueno (BHT) e o a-tocoferol, antioxidantes sintéticos que séo

adicionados a alimentos (Weng et al., 2000).

Tabela 3. Alguns flavonoides com propriedades antioxidantes.
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Flavonoides

Espécie vegetal

Referéncia

Ugonin G

Helminthostachys
zeylanica

(Chen et al., 2003)

Ugonin H

Helminthostachys
zeylanica

(Chen et al., 2003)

Ugonin |

Helminthostachys
zeylanica

(Chen et al., 2003)

Ugonin J

Helminthostachys
zeylanica

(Chen et al., 2003)

Ugonin K

Helminthostachys
zeylanica

(Chen et al., 2003)

Ugonin L

Helminthostachys
zeylanica

(Chen et al., 2003)
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6-metoxi-luteolin-7-
glicosideo

Salvia plebeia

(Weng et al., 2000)

2’-hidroxi-5’-
metoxibiochanin A

Salvia plebeia

(Weng et al., 2000)

Luteolina-7-O-B-D-
glicopiranosideo

Lawsonia inermis

(Hsouna et al., 2011)

Quercetina-3-0O-a-L-
raminopiranosideo

Ixora coccinea

Nymphaea caerulea

(Idowu et al. 2010)
(Agnihotri et al., 2008)

Miricetina 3-0-(3”-0-
acetil)-a-L-raminosideo

Nymphaea caerulea

(Agnihotri et al., 2008)

Miricetina 3-0-a-L-
raminosideo

Nymphaea caerulea

(Agnihotri et al., 2008)

Miricetina 3-0-3-D-
glicosideo

Nymphaea caerulea

(Agnihotri et al., 2008)

Quercetina 3-0-(3”-0-
acetil)-a-L-raminosideo

Nymphaea caerulea

(Agnihotri et al., 2008)

Quercetina 3-0-3-D-
glicosideo

Nymphaea caerulea

(Agnihotri et al., 2008)

Quercetina 3- 3 -D-
glicopiranosideo

Phyllanthus emblica

(Liu et al., 2008)

Canferol

Phyllanthus emblica

(Liu et al., 2008)

Quercetina 3-0-
arabinopiranosideo

Polygonum
sachalinensis

(Fan et al., 2010)

Canferol 3-0-
isoramininosideo

Rhamnus alaternus

(Ammar et al., 2009)

Raminocitrina 3-0-
isoramininosideo

Rhamnus alaternus

(Ammar et al., 2009)

Raminetina 3-0-
isoramininosideo

Rhamnus alaternus

(Ammar et al., 2009)

Kurilensina A

Sasa kurilensis

(Hasegawa et al., 2008)

Kurilensina B

Sasa kurilensis

(Hasegawa et al., 2008)

Canferol 3-O-
glicuronideo

Rubus ulmifolius

(Dall’Acqua et al., 2008)

Canferol-3-0-(6"’-p-
cumaroil)-p-D-
glicopiranosideo

Rubus ulmifolius

(Dall’ Acqua et al., 2008)
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Uma classe de compostos que teve suas propriedades antioxidantes estudadas somente
mais recentemente foram os alcaloides. Atualmente, os alcaloides tém muitas aplicagdes
farmacoldgicas devido aos seus efeitos, tais como: analgésico (morfina), antiasmético
(efedrina), antiarritmico (quinidina), anticancer (berberina), anti-hipertensivo (reserpina),
antipirético (quinina), antibacteriano (ciprofloxacina), hipoglicemiante (piperina), psicotropico
(psilocina) e estimulante do sistema nervoso central (cocaina, cafeina e nicotina). (Ng; Or; Ip,
2015).

Apesar da longa historia e das muitas aplicagdes clinicas dos alcaloides, apenas poucos
sdo comercializados como medicamentos (Amirkia e Heinrich, 2014). Coincidentemente, dois
dos inibidores de colinesterases aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento da doenca de Alzheimer, galantamina (isolada de plantas da familia
Amaryllidaceae) e rivastigmina (um derivado sintético da fisostigmina, isolada de Physostigma
venenosum), sdo alcaloides (Konrath et al., 2013; Feitosa et al.,, 2015a), destacando a
importancia deste grupo de compostos como fonte de substancias promissoras na terapéutica
da doencga de Alzheimer.

Diante do uso secular de alcaloides no tratamento de disturbios diversos, essa classe de

compostos merece destaque em estudos sobre substancias antioxidantes.

Alcaloides com propriedades antioxidantes

Os alcaloides sdo uma classe de compostos organicos nitrogenados que sao encontrados
principalmente em angiospermas (Simdes et al., 2010). O Dicionario de Produtos Naturais
cataloga mais de 27.000 alcaloides (http://dnp.chemnetbase.com/intro/). Uma Unica espécie de
planta geralmente contém poucos alcaloides, mas certas familias de plantas, tais como
Annonaceae (Castedo et al.,, 1991), Papaveraceae, Ranunculaceae, Solanaceae e
Amaryllidaceae possuem espécies ricas em alcaloides. Alguns alcaloides podem ser
encontrados em animais, tais como a latrunculina A, isolada de esponjas (Negombata
magnifica) e a batracotoxina, isolada de sapos venenosos do género Phyllobates (Ng; Or; Ip,
2015).

Os alcaloides isolados de plantas utilizados atualmente no tratamento da DA sao:
galantamina, huperzina A, berberina, cafeina, rincofilina, isorincofilina, indometacina,
indirrubina, capsaicina, morfina e nicotina (Figura 5) (Ng; Or; Ip, 2015). Todos esses alcaloides
também apresentam atividade antioxidante (Leon-Carmona e Galano, 2011; Abd EI-Wahab et
al., 2013; Jiang et al., 2013; Tsvetkova et al., 2013; Jaskola; Jasiewicz; Mrowezynska, 2016),
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exceto a indometacina, para a qual ndo foram encontrados estudos antioxidantes na literatura

consultada.

OCH;

Berberina

Galantamina

(@] /CH3
HsC\NJIN>
4
o)\wx N
CHs

Cafeina

OCH;

Rincofilina

N—cH,

Morfina

Capsaicina

Figura 5. Substancias naturais com acdo antioxidante e que sdo utilizadas no tratamento da

doenca de Alzheimer.

Os efeitos neuroprotetores da galantamina (alcaloide isolado de plantas da familia
Amaryllidaceae) sdo atribuidos a sua capacidade de inibir a agregacdo [-amiloide e a
citotoxicidade (Matharu et al., 2009; Melo et al., 2009). Ela pode eliminar as espécies reativas

de oxigénio protegendo os neurbnios contra danos oxidativos (Tsvetkova et al., 2013) e
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promover a neurogénese em hipocampo de ratos adultos através de receptores de acetilcolina
nicotinicos e muscarinicos (Kita et al., 2014).

A berberina é um alcaloide isoquinolinico comumente utilizado na medicina tradicional
chinesa e indiana. Pode ser encontrada em muitas plantas medicinais, tais como Berberis spp.,
Hydrastis canadensis e Coptidis rizoma (Ye et al., 2009). As seguintes atividades
farmacoldgicas séo atribuidas a berberina: anti-inflamatoria, cardioprotetora, neuroprotetora,
antitumoral e antimalérica (Ma et al., 1999; Kupeli et al., 2002; Tran et al., 2003; Zheng et al.,
2003; Kettmann et al., 2004; Rackova et al., 2004; Letasiova et al., 2006).

Os efeitos benéficos da berberina na doenca de Alzheimer (DA) ocorrem devido a esse
alcaloide inibir as enzimas acetilcolinesterase-AChE (Clso 0,37 mmol/L) e butirilcolinesterase-
BUChE (Clso 18,21 mmol/L) (Abd EI-Wahab et al., 2013; Bonesi et al., 2013; Su et al., 2013)
e de efeitos antioxidantes comprovados através de ensaios de Oxido nitrico, peroxinitrito,
perdxido de hidrogénio, 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (Rackova et al., 2004; Jung et al., 2009;
Abd El-Wahab et al., 2013) e peroxidacéo lipidica (Rackova et al., 2004; Abd EI-Wahab et al.,
2013), além de aumentar as atividades das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e
glutationa peroxidase (Abd El-Wahab et al, 2013). Esses mecanismos sdo importantes na
terapéutica da DA porque nessa doenca ocorre reducdo do neurotransmissor acetilcolina-ACh
nas sinapses nervosas, dessa forma inibindo-se as enzimas AChE e BUChE é possivel manter
niveis adequados de ACh nessas sinapses, uma vez que essas enzimas sao responsaveis pela
hidrolise de ACh em colina e acetato. Ja 0s mecanismos antioxidantes sao capazes de prevenir
e de reduzir a formagdo das placas de peptideo B-amiloide, alteracdo caracteristica da DA
(Feitosa et al., 2015a).

A cafeina € um alcaloide do grupo das xantinas, pode ser encontrada em varias espécies
de plantas e esta presente em fontes alimentares incluindo café (Coffea arabica), cha (Camellia
sinensis), cola (Cola acuminata), cacau (Theobroma cacau), guarana (Paulinia cupana), dentre
outras (Nehlig, 1999). Seus efeitos antioxidantes incluem a capacidade para eliminar os radicais
livres hidroxila (OH) e metoxila (OCH3) (Leon-Carmona e Galano, 2011), além de suprimir os
niveis de RNA mensageiro de varios marcadores de estresse oxidativo em modelos
experimentais de doenca de Alzheimer (camundongos THY-Tau22) (Laurent et al., 2014). Por
ser um potente inibidor da enzima AChE, a cafeina € utilizada como padréo positivo em ensaios
in vitro para detecgédo de substancias anticolinesterasicas (Feitosa et al., 2015b).

A capsaicina € um capsaicinoide primario encontrado em pimentas. Ela exibe algumas
atividades bioldgicas atuando como hipolipidémico, antioxidante e anti-inflamatério, além de
melhorar os danos sinapticos e a hiperfosforilacdo da protina tau em modelos experimentais

(Jiang et al., 2013). A morfina é um antagonista dos receptores opioides, sendo portanto
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utilizada como potente analgesico. Alguns estudos demonstraram que a morfina protege 0s
neuronios contra neuroinflamacdo mediada pela microglia e contra o estresse oxidativo
(Rambhia et al., 2005; Qian et al., 2007)

A nicotina € um alcaloide que pode ser obtido de qualquer parte da planta Nicotiana
tabacum e, por ser o principio ativo do tabaco, seus supostos beneficios a saude humana
permanecem controversos. Alguns estudos, por exemplo, investigaram o0s efeitos
neuroproterores da nicotina e testes in vivo sugeriram que esses efeitos nas doencas de
Parkinson e de Alzheimer podem ser devidos a mecanismos antioxidantes, enquanto que outros
estudos relataram que a nicotina induziu o estresse oxidativo em diferentes tecidos (Wetscher
etal., 1995; Linert et al., 1999; Yildiz et al., 1999).

Em estudos realizados por Jaskola; Jasiewicz; Mrowezynska (2016) uma série de
analogos da nicotina [cotinina; tio-analogo de cotinina; seleno-analdgico de cotinina;
anabasina; anabasamina; 2-benzil-tio-nicotina; 2-(2-metdxi-benzil-tio)-nicotina; 2-(4-metoxi-
benzil-tio)-nicotina; 2-(ciclopentil)-nicotina; 2-(ciclo-hexil)-nicotina] bem como a prdpria
nicotina, tiveram suas atividades antioxidantes estudadas. Foram aplicados ensaios de potencial
redutor, 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), quelacéo de ions ferro e ensaio de hemolise. Esses
autores encontraram que a nicotina e seus analogos exibiram atividade antioxidante de forma
dose-dependente e que a capacidade de proteger as hemacias da hemdlise induzida por danos
oxidativos foi dependente do tempo de incubagdo dessas células. Diante disso, alguns
estudiosos concordam gue a nicotina em si, ndo é prejudicial a satde e que os males provocados
pelo consumo do cigarro sdo devidos a outras substancias presentes no cigarro como mondéxido
de carbono, alcatréo e elementos radioativos (Fowler et al., 1996).

Atividades antioxidantes de alcaloides carbazdlicos e de alguns de seus precursores
sintéticos foram verificadas no estudo de Hieda et al. (2014). Nesse estudo, ensaios de
eliminagdo de radicais ABTS [(acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] e DPPH
mostraram que 0s carbazoles carbazomadurin A e B e 0s seus precursores sintéticos 2a e 3a
exibiram melhor poder antioxidante do que o carbazol carazostatin e do que 0s precursores
sintéticos 4a e 4b de carquinostatin A. Os precursores sintéticos 2a e 3a exibiram atividade de
eliminacdo forte devido a presenca do grupo formil na posicao C-5 desses carbazoles.

No ensaio de potencial antioxidante total, os carbazoles carbazomadurin A e B e 0s
precursores sintéticos 2a e 3a também mostraram melhor poder antioxidante do que todos 0s
outros carbazoles testados. O carbazol carquinostatin A, no entanto, teve 0 menor potencial
antioxidante total dentre os oito carbazoles testados. A capacidade antioxidante exibida por

esses alcaloides carbazolicos pode ser devida a contribuicdo de um atomo de nitrogénio
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localizado no anel pirrole para formar uma estrutura iminoguinona doando um radical
hidrogénio ou um elétron para o radical livre (Hieda et al., 2014).

Alcaloides B-carbolinicos ocorrem em plantas, alimentos e também em tecidos e fluidos
bioldgicos (Rommelspacher; May; Susilo, 1991; Herraiz, 1998, 2004; Robinson et al., 2003;
Herraiz et al., 2010; Zhao et al., 2012). Sao produzidos a partir de aldeidos e indolaminas ou a-
cetoacidos (Herraiz, 2004). Estes alcaloides exibem algumas atividades farmacoldgicas, a
saber: inibidores da enzima monoamina oxidase (MAO), absor¢do de monoaminas, capacidade
de se ligar a receptores benzodiazepinicos e serotoninérgicos (Rommelspacher et al., 1991;
Robinson et al., 2003; Herraiz e Chaparro, 2006; Cao et al., 2007; Herraiz et al., 2010) e a¢des
antioxidantes (Kim et al., 2001; Herraiz e Galisteo, 2003; Herraiz e Chaparro, 2006; Bi et al.,
2007; Moura et al., 2007; Herraiz e Guillén, 2011; EI-Gendy et al., 2012).

Os alcaloides [B-carbolinicos norarmano; harmano; 1,2,3,4-tetra-hidro-p-carbolina
(THBC); 1-metil-1,2,3,4-tetra-hidro-p-carbolina (MeTHRC) ¢ pinolina sdo capazes de eliminar
radicais hidroxila. Enquanto que os &cidos 1,2,3,4-tetra-hidro-B-carbolina-3-carboxilico
(THCA) e 1-metil-1,2,3,4-tetra-hidro-p-carbolina-3-carboxilico (MTCA) sdo ativos contra a
hidroxilacdo de 2-desdxi-guanosina a 8-hidrdxi-2'-desdxi-guanosina, um biomarcador de dano
oxidativo ao DNA. Esses alcaloides também sdo ativos em sistemas de Fenton na presenca de
6-hidroxi-dopamina e acido ascorbico como pré-oxidantes. A atividade das -carbolinas como
eliminadoras de radicais hidroxila também é comparavel a da melatonina, que é um antioxidante
eficaz em sistemas in vitro e in vivo (Herraiz e Galisteo, 2015).

Alcaloides esteroidais sdo metabolitos secundarios caracteristicos de plantas da familia
Solanaceae, esses alcaloides possuem algumas atividades, tais como: antiviral, antiflngica,
antibacteriana, anti-inflamatoria, redugdo do colesterol e imunopotenciagdo. Lycopersicon
esculentum Mill. (tomateiro), uma Solanaceae, possui conteudo rico em alcaloides esteroidais,
sendo a tomatina o principal deles (Friedman 2002, 2013; Khalid et al., 2004; Milner et al.,
2011; Singh et al., 2013). A tomatina possui atividade de inibi¢do sobre as enzimas AChE (Clzs
49,7 + 4,10 uM) e BUChE (Cl25 10,9 £ 0,99 uM) e capacidade de reduzir espécies oxidativas.
(Taveira et al., 2014). Entretanto, a despeito dessas propriedades, os alcaloides esteroidais sdo
conhecidos pelo seus efeitos toxicos (Simdes et al., 2010; Milner et al., 2011), porém o estudo
de Taveira et al. (2014) mostrou que a tomatina exibe efeito neuroprotetor sobre a toxicidade
induzida pelo glutamato em células SH-SY5Y (neuroblastoma), além de auséncia de toxicidade
gastrointestinal.

As folhas de Boldo (Peumus boldus Mol., Monimiaceae) séo utilizadas na medicina
popular, em todo o mundo, para o tratamento de desordens do figado (Speisky e Cassels, 1994;
Simirgiotis e Schmeda-Hirschmann, 2010; Soto et al., 2013). A infusdo das folhas de boldo
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possui componentes ativos que podem estar envolvidos em seus efeitos farmacoldgicos, como
alcaloides, flavonoides e 6leos essenciais (Fuente; Quezada; Valle, 2005). No entanto, a(s)
substancia(s) especifica(s) que promove(m) os efeitos hepatoprotetores de P. boldus ainda ndo
esta(ao) elucidada(s) (Pithayanukul; Nithitanakool; Bavovada, 2009).

Tanto os extratos das folhas quanto o alcaloide boldina, o principal alcaloide presente
no boldo e que representa 12-19% do conteldo total de alcaloides (O'Brien; Carrasco-Pozo;
Speisky, 2006), tém sido mostrados como potentes antioxidantes em diferentes modelos in vitro
e in vivo (Jang et al., 2000; Jimeénez et al., 2000; Schmeda-Hirschmann et al., 2003; Soto et al.,
2013; Zielinski et al., 2013). O extrato aquoso bruto das folhas é a forma mais popular de
consumo do boldo o qual possui propriedades antioxidantes importantes contra a peroxidagéo
lipidica da membrana mitocondrial dos hepatdcitos de figado de ratos, enquanto que a boldina
tem atividade modesta contra essa lipoperoxidacdo (Klimaczewski et al., 2014). Isso sugere que
os efeitos hepatoprotetores de extratos de P. boldus sdo devidos as substancias antioxidantes
presentes (catequina, boldina, &cido cafeico, rutina, quercitrina, quercetina e kaempferol) que,
provavelmente, funcionam de forma sinérgica.

Portanto, observa-se que os alcaloides obtidos a partir de plantas medicinais possuem
uma gama de atividades bioldgicas sendo que muitos deles tém potencial antioxidante podendo,
assim, ser aplicados na terapéutica de diversas doencas seja na prevencdo, como adjuvantes ao

tratamento ou até mesmo na cura de patologias.
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