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CAVALCANTE, A. N. Elaboracéo e caracterizacdo de um complexo de inclusdo e testes
de atividades farmacoldgicas a partir de constituinte que tem atividade anticolinesterasico
isolado das sementes de Platonia insignis MART (bacurizeiro) [tese]. Teresina: Programa
de Pos-Graduacdo em Quimica, Universidade Federal do Piaui; 2019.

RESUMO

Platonia insignis MART é uma planta pertencente a familia Clusiaceae, popularmente
conhecida como bacurizeiro. Extratos de suas sementes sdo bastante usados na medicina
popular para o tratamento de queimaduras, doencas dermatoldgicas, diarréias e doencas
inflamatdrias. Possuindo também atividade antioxidante, apresentando, dessa forma, uma
possivel acdo protetora contra o desenvolvimento de processos neurodegenerativos como a
doenca de Alzeimer (DA). DA esta associada a déficits de neurotransmissores cerebrais, como
acetilcolina, neurodrenalina e serotonina. O tratamento da DA consiste no restabelecimento da
funcdo colinérgica. Neste processo de restauracdo, a elevacao dos niveis de neurotransmissores
de acetilcolina pode ser util para melhorar um dos sinais da doenca. Acredita-se que a inibicéo
acetilcolinesterase (AChE), enzima chave na degradacdo da acetilcolina, aumente a
concentracéo de acetilcolina nas sinapses. Do extrato hexanico das sementes da P. insignis foi
isolada a substancia, 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG), cujos testes in vitro apresentaram
inibicdo significativa para AChE. Porém, ODG apresenta baixa solubilidade em &gua, a fim de
aumentar a sua solubilidade foi preparado o complexo de inclusdo (CI) entre ODG e -
ciclodextrina (B-CD). O proposito desse estudo foi preparar, caracterizar e avaliar a solubilidade
e a taxa de dissolugdo do CI entre ODG ¢ B-CD. O CI foi obtido por solubilizacéo seguido de
liofilizacdo e caracterizado por espectroscopia no infravermelho (1V), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), termogravimetria (TG), microscopia eletronica de varredura (MEV),
difragdo de raios X (DRX) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H). Além
disso, foram analisados a isoterma de solubilidade de fases e ensaios de dissolucdo. Os
resultados de 1V, DSC, TG, MEV, DRX e RMN *H sugeriram a formagéo do CI. De acordo
com dados de RMN *H foi possivel prever que a ODG foi encapsulada pelo lado mais largo da
cavidade da B-CD. A isoterma de solubilidade permitiu determinar a constante de estabilidade
aparente (K = 339,38 L mol™?), a eficiéncia de inclusdo (El = 57,82%) e a estequiometria molar
(1:1). Portanto, o uso de ODG-B-CD pode efetivamente melhorar a solubilidade e a taxa de
dissolucdo da ODG livre, sendo uma abordagem promissora para promover sua aplicacao
clinica. Adicionalmente foram avaliados os efeitos toxicos, citotdxicos e mutagénicos de ODG
frente a Allium cepa, bem como os efeitos antioxidantes in vitro frente a producéo de radicais
hidroxila, 6xido nitrico e espécies reativas com &cido tiobarbiturico (TBARS). No ensaio de A.
cepa (0,002 — 0,2 mg mL1), ODG na maior concentragdo foi ligeiramente toxico e citotoxico,
contudo, em nenhuma das concentracdes testadas, ODG revelou efeitos ndo mutagénicos.
Observou-se que ODG (8,75 — 140 pg mL™?) reduz a producgdo de 6xido nitrico em 41,6%,
enquanto o acido ascorbico (AA), padrdo antioxidante, reduziu em 54,14%. ODG (15,625 —
250 ug mL™t) promoveu a remocao do radical hidroxila em 35,69% na maior concentragéo e foi
capaz de prevenir a peroxidacao lipidica induzida pelo 2,2'-azobis-2-amidinopropano (AAPH),
inibindo a quantidade de TBARS, em até 65%, resultado proximo ao obtido com AA (64%).
Assim, ODG reduziu moderadamente os niveis de radicais hidroxila e 0xido nitrico e inibiu
significativamente os niveis de TBARS in vitro.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Atividade antioxidante. Solubidade. Allium cepa.
Radicais livres.



CAVALCANTE, A. N. Elaboration and characterization of a complex of inclusion and
tests of pharmacological activities from a constituent that has anticholinesterase activity
isolated from the seeds of Platonia insignis MART (bacurizeiro) [thesis]. Teresina: Post-
Graduation Program in Chemistry, Federal University of Piaui; 2019.

ABSTRACT

Platonia insignis MART is a plant belonging to the family Clusiaceae, popularly known as
bacurizeiro. Extracts of their seeds are widely used in folk medicine for the treatment of burns,
dermatological diseases, diarrhea and inflammatory diseases. Also possessing antioxidant
activity, thus presenting a possible protective action against the development of
neurodegenerative processes such as Alzeimer's disease (AD). AD is associated with deficits
of brain neurotransmitters such as acetylcholine, neurodrenaline and serotonin. The treatment
of AD consists in the reestablishment of cholinergic function. In this restorative process,
elevation of acetylcholine neurotransmitter levels may be useful to ameliorate one of the signs
of the disease. Inhibition of acetylcholinesterase (AChE), a key enzyme in the degradation of
acetylcholine, is believed to increase the concentration of acetylcholine at the synapses. From
the hexanic extract of P. insignis seeds, 2-oleyl-1,3-dipalmitoyl-glycerol (ODG) was isolated,
whose in vitro tests showed significant inhibition of AChE. However, ODG has low solubility
in water, in order to increase its solubility, the inclusion complex (IC) between ODG and f3-
cyclodextrin (B-CD) was prepared. The purpose of this study was to prepare, characterize and
evaluate the solubility and dissolution rate of IC between ODG and 3-CD. The IC was obtained
by solubilization followed by lyophilization and characterized by infrared spectroscopy (IR),
differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry (TG), scanning electron
microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and nuclear magnetic resonance of hydrogen (*H
NMR). In addition, the phase solubility isotherm and dissolution tests were analyzed. The
results of IR, DSC, TG, SEM, XRD and *H NMR suggested the formation of IC. According to
'H NMR data it was possible to predict that ODG was encapsulated by the wider side of the -
CD cavity. The solubility isotherm allowed to determine the apparent stability constant (K =
339.38 L mol™Y), the inclusion efficiency (El = 57.82%) and the molar stoichiometry (1:1).
Therefore, the use of ODG-B-CD can effectively improve the solubility and dissolution rate of
free ODG, being a promising approach to promote its clinical application. In addition, the toxic,
cytotoxic and mutagenic effects of ODG against Allium cepa, as well as the in vitro antioxidant
effects against the production of hydroxyl radicals, nitric oxide and thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) were evaluated. In the assay of A. cepa (0.002 — 0.2 mg mL™?), ODG at the
highest concentration was slightly toxic and cytotoxic, however, at none of the concentrations
tested, ODG revealed non-mutagenic effects. ODG (8.75 — 140 pug mL™) was found to reduce
nitric oxide production by 41.6%, while antioxidant standard ascorbic acid (AA) reduced by
54.14%. ODG (15.625 — 250 pug mL) promoted the removal of the hydroxyl radical in 35.69%
in the highest concentration and was able to prevent lipid peroxidation induced by 2,2'-azobis-
2-amidinopropane (AAPH), inhibiting the amount of TBARS in up to 65%, a result close to
that obtained with AA (64%). Thus, ODG moderately reduced hydroxyl and nitric oxide radical
levels and significantly inhibited TBARS levels in vitro.

Keywords: Acetylcholinesterase. Antioxidant activity. Solubility. Allium cepa. Free radicals.
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Quadro 1.1:

LISTA DE QUADRO

CAPITULO 1

Estruturas de compostos encontrados em Platonia insignis
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O uso cada vez mais frequente de plantas ou ervas com fins terapéuticos na cura ou na
prevencédo de diversas enfermidades tem tornado o extrativismo desses vegetais uma escolha
indispensavel na agricultura nacional e na medicina popular ou tradicional. Nesse contexto,
estdo as plantas medicinais que sdo utilizadas em comunidades tradicionais, como remédios
caseiros, sendo consideradas as matérias-primas para fabricacdo de fitoterapicos e outros
medicamentos (LEAO et al., 2007). Dentre as plantas medicinais cultivadas, boa parte sdo
espécies exaticas, contudo, muitas espécies de plantas nativas tém seu uso amplamente aplicado
pela populacdo, baseado em pesquisas quimicas e farmacoldgicas, ou no conhecimento
tradicional pela populacio (SIMOES et al., 2000).

De acordo com Lopes e colaboradores (2005) planta medicinal é toda planta que ao ser
administrada no organismo por qualquer via ou forma, exerca alguma acao terapéutica e que o
tratamento feito com uso de plantas medicinais € denominado de fitoterapia. Os fitoterapicos
sdo os medicamentos produzidos a partir dessas plantas e que sdo caracterizados pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim, como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. Dessa forma, a fitoterapia é caracterizada pelo tratamento com o
uso de plantas medicinais e suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de principios
ativos isolados (SCHENKEL et al., 2003) permitindo assim que o ser humano se relacione com
0 ambiente buscando sempre conhecer o poder da natureza para ajudar o organismo na melhora
de algumas funcdes fisioldgicas como: restauracao da imunidade enfraquecida, promover a
desintoxicacdo e o rejuvenescimento (FRANCA et al., 2008) dentre outros beneficios.

Desde os primordios da civilizacdo, as espécies vegetais tém sido uma fonte de recurso
ao alcance do homem, permitindo o acimulo e o aprendizado baseado na experiéncia de
informacgdes sobre o ambiente através da observacao constante dos fendmenos naturais com a
finalidade de aprimorar as condicdes de alimentacdo e, sobretudo, na busca permanente da cura
de muitas doencas, demonstrando assim uma estreita relacdo entre o uso de plantas medicinais
e a sua prépria evolucdo. Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas foram encontrados nas
civilizagbes mais antigas, sendo considerada uma das praticas mais remotas utilizadas pelo
homem para cura, prevencdo e tratamento de doencgas, servindo como importante fonte de
compostos biologicamente ativos (ANDRADE et al., 2007).

Existem evidéncias do uso de extratos vegetais como remédios entre 4500 e 1600 a. C.
(MIGUEL; MIGUEL, 2000; ROKAYA et al., 2010; ALLABI et al., 2011). Poderes milagrosos
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eram atribuidos aos feiticeiros, pajés, xamds, magos, curandeiros, dentre outros, que possuiam
a chamada — sabedoria sobre o poder das drogas e/ou venenos. Através desse método tradicional
tornou-se possivel o acumulo de conhecimento sobre o0 uso de plantas medicinais com fins de
prevencdo, tratamento e cura de diversos males; servindo de referencial e fonte inesgotavel de
novos compostos na busca de fitomedicamentos (CORREA et al., 2003, LEONTI et al., 2010).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos, na sua grande maioria,
por plantas e extratos vegetais, sendo que 0s ultimos representavam os medicamentos caseiros
mais utilizados naquela época. O emprego desses extratos com fins terapéuticos era ancorado
no conhecimento popular e cientifico. Nessa pespectiva, as plantas de carater medicinal eram
empregadas de variados modos e formas tais como: fornecedoras de substancias ativas isoladas,
como extratos totais, como extratos purificados ou selecionados, como droga integra na
preparacdo de infusos ou decoctos (SIMOES et al., 2000). Assim, 0s recursos terap@uticos
disponiveis até o seculo XIX eram exclusivamente oriundos de plantas medicinais e extratos
vegetais. No século XX, porém, iniciou-se a tendéncia de isolar os principios ativos, ou seja,
substancias que tem atividades farmacoldgicas bastantes interessantes na terapia de diversas
enfermidades.

Nesse sentido, o Brasil por possuir a maior e mais rica biodiversidade do planeta,
destaca-se por ser um pais com maior potencialidade para pesquisa com espécies vegetais
(NASCIMENTO, 2013). Segundo alguns pesquisadores, como Noldin e colaboradores (2006)
e Nualkaew e colaboradores (2012), uma das familias de plantas medicinais que vem
despertando um amplo interesse na comunidade cientifica devido, sobretudo, as promissoras
propriedades quimicas e bioldgicas é a familia Clusiaceae. Contemplando aproximadamente
1000 espécies pertencentes a 47 géneros, distribuidas em regides de clima tropicais e
subtropicais do planeta e um género que alcanca as regides de clima temperado. Sendo que em
nove desses géneros, cerca de 90 espécies os frutos sdo comestiveis (COSTA JUNIOR, 2011a;
BARROSO et al., 2002). Além disso, muitas destas espécies sdo comumente empregadas na
medicina popular para tratamento de varias doengas tais como: dores, infec¢des, inflamacoes e
no combate a ulceras (NOLDIN et al., 2006), dentre outras.

As plantas do Nordeste do Brasil apresentam grande potencial terapéutico e muitas
especies ja vem sendo descritas como fitoterapicas. O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.), da
familia Clusiaceae, € uma planta bastante consumida, no Nordeste do Brasil, em doces e
sorvetes. P. insignis é uma espécie madeireira e frutifera nativa da Amazonia oriental brasileira,
ocorre espontaneamente em todos os estados da Regido Norte do Brasil e no Mato Grosso,

Maranh&o e Piaui (CAVALCANTE, 1996). Os frutos dessa espécie tém grande aceitacdo nas
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areas de ocorréncia natural da espécie, principalmente no Estado do Pard, que se constitui no
maior produtor e principal consumidor. Estimativas indicam que somente na cidade de Belém-
PA, sdo comercializados, anualmente, sete milhdes de frutos (SHANLEY; MEDINA, 2005).

O oleo das sementes de P. insignis é usado para fazer sabdo, tratar doencas de pele e
fazer remédios cicatrizantes para ferimentos de animais e antiinflamatorio. O latex, de
coloracdo amarelo, extraido da &rvore em algumas regides é comumente utilizado para o
tratamento de eczemas, virus do herpes e outros problemas de pele (SHANLEY; MEDINA,
2005).

Nessa pespectiva, este trabalho foi dividido em 3 capitulos estruturados da seguinte
forma. No capitulo 1, foi abortado a fundamentagdo tedrica, onde na primeira parte, foram
mostradas algumas informacdes sobre a espécie P. insignis bem como sua importancia
econbmica, além disso, fez-se um apanhado geral sobre as propriedades bioldgico-
farmacoldgicas, assim como, 0s principais constituintes encontrados nesta espécie vegetal. Na
segunda parte deste capitulo, foram abortados o0s antioxidantes e as doencas
neurodegenerativas, enquanto que, na parte final da fundamentacéo tedrica, foi explorado um
pouco sobre as ciclodextrinas e complexo de inclusdo. No capitulo 2, foi abortado o artigo
cientifico, elaboracdo e caracterizagdo do complexo de inclusdo entre B-ciclodextrina e o
anticolinesterasico 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol extraido das sementes de P. insignis, o qual
foi publicado na Revista Journal of Molecular Struture. No capitulo 3, foi abortado o artigo
cientifico intitulado, toxicidade, citotoxicidade, matugenicidade e modelos antioxidantes in
vitro do 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol isolado do extrato hexanico das sementes de P. insignis,

submetido a Revista Toxicology Reports.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Elaborar e caracterizar complexo de inclusao entre substancia extraida das sementes de

P. insignis que com atividade anticolinesterasica com o carreador beta-ciclodextrina e testar

propriedades farmacoldgicas da substancia isolada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’

v’

Isolar constituinte quimico a partir dos extratos das sementes do bacurizeiro (P. insignis)
por técnicas como cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada;
Monitorar as fracGes dos extratos das sementes de P. insignis frente a acetilcolinesterase
(AChE);

Elucidar a formula estrutural da substancia isolada através das técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e **C (RMN 'H e RMN *3C) e espectroscopia de infravermelho
(IV);

Testar os constituintes isolados das sementes de P. insignis frente a acetilcolinesterase
(AChE);

Determinar quantitativamente a inibicdo da AChE no composto obtido;

Determinar o potencial antioxidante in vitro do composto isolado das sementes de P.
insignis;

Analisar a toxicidade da substancia isolada frente Artemia salina;

Avaliar os efeitos de toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade da substancia isolada
frente a Allium cepa;

Avaliar a atividade larvicida do composto obtido frente as larvas do Aedes aegypti;
Elaborar complexo de inclusdo a partir da substancia isolada das sementes de P. insignis
que seja anticolinesterasica com excipiente B-ciclodextrina;

Caracterizar o complexo de inclusdo através de analises termogravimétrica (TG),
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho (1V), difracéo
de raios X (DRX), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN H);
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v" Auvaliar as propriedades de dissolucédo/liberacdo do composto anticolinesterasico obtido e
de seu complexo de incluséo;

v~ Estudar o perfil de solubilidade de fases da substancia obtida a partir das sementes de P.
insignis e do complexo de incluséo;

v~ Determinar a constante de estabilidade aparente, a estequiometria e a eficiéncia de inclusdo
do complexo;

v~ Analisar a viabilidade do complexo elaborado ser Gtil no desenvolvimento de um agente

fitoterapico para o tratamento de doencas neurodegenerativas.
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FUNDAMENTACAO TEORICA
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1.1 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DE EXTRATOS E COMPOSTOS
ISOLADOS DE Platonia insignis MART. — UMA PERSPECTIVA PARA O
DESENVOLVIMENTO DE FITOMEDICAMENTOS

(Capitulo 16 do livro ETHONOBOTANY Application of Medicinal Plants da editora
CRC Press Taylor & Francis Group)

[ I H N u B u I n N Y Pharmacoiogical Propertie: of Extracts and Compounds Isolated from Platonia insignis Mart. 273

Application of Medicinal Plants

[

Pharmacological Properties of
Extracts and Compounds Isolated from
Platonia insignis Mart.—A Perspective
Edifors for Developing Phytomedicines

José L. Martinez

Amner Munoz-Acevedo Antonio do Nascimento Cavalcante,** Chistiane Mendes Feitosa,***
Mahendra Rai Layana Karine Farias Lima,® Ronaldo dos Santos Sousa Juinior* and
Ana Gabriela Sousa Alencar*

1.1.1 Plantas medicinais

A OMS (Organizagdo Mundial de Satide) define planta medicinal como sendo “todo ¢
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com
fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos” (VEIGA JUNIOR et
al., 2005; CORP; PENDRY, 2013). A definicdo de acordo com Lopes e colaboradores (2005)
é toda planta que administrada ao homem ou animal, por qualquer via ou forma, exerca alguma
acao terapéutica. O tratamento feito com uso de plantas medicinais é denominado de fitoterapia.

O uso de produtos naturais, provenientes principalmente da flora, com fins medicinais
nasceu com o inicio da civilizagdo. Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas foram
encontradas nas civilizagbes mais remotas, esta préatica foi considerada uma das mais antigas

utilizada pela humanidade para cura, prevencdo e tratamento de diversas enfermidades,
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servindo, dessa forma, como uma potencial fonte de compostos biologicamente ativos
(ANDRADE et al.,, 2007). Segundo Moraes e Santana (2001) as plantas medicinais
representavam as mais remotas “armas’ empregadas pelo homem no tratamento de doengas de
todos os tipos, ou seja, a utilizacdo de plantas da prevencao ou na cura de doencas é um costume
que sempre existiu na historia da humanidade.

O conhecimento sobre plantas medicinais representava, muitas vezes, 0 Unico recurso
com fins terapéuticos de muitas comunidades e grupos étnicos. As observacgdes populares sobre
a utilizacdo e a eficacia de plantas medicinais de todo mundo, mantém em voga a préatica do
consumo de fitoterdpicos, tornando vélidas, dessa forma, as informagOes terapéuticas
adquiridas durante muitos séculos (MACIEL et al., 2002). Helfand e Cowen (1990) apontam
gue existem varios registros sobre a utilizacdo das plantas no tratamento de doencas desde 4.000
a. C.

Segundo Araujo e colaboradores (2007) o conhecimento sobre as plantas de carater
medicinal sempre acompanhou a evolu¢do da humanidade através dos tempos onde civilizacdes
primitivas se aperceberam da existéncia, ao lado das plantas comestiveis, outras dotadas de
toxicidade em graus variados que, ao serem experimentadas no combate as doencas, revelaram,
ainda que empiricamente, a sua potencial propriedade de cura. Toda essa informacéao foi sendo,
de inicio, transmitida oralmente as geracdes posteriores e depois, com 0 aparecimento da
escrita, passou a ser compilada e guardada como um tesouro precioso.

Até o século XIX os recursos terapéuticos eram compostos predominantemente por
plantas e extratos vegetais, isto €, as plantas medicinais e seus extratos constituiam a maioria
dos medicamentos, que naquela época, pouco se diferenciavam dos remédios utilizados na
medicina popular (SCHENKEL et al., 2003).

Embora houve grande avanco na medicina a partir da segunda metade do século XX, as
plantas ainda apresentam uma grande contribuicdo para a manutencdo da saude e alivio as
enfermidades em paises em desenvolvimento (SOUZA; FELFILI, 2006). Entre os principais
motivos, encontram-se as condicdes de pobreza e a falta de acesso aos medicamentos,
associados a facil obtencéo e tradicao do uso de plantas com fins medicinais (VEIGA JUNIOR
et al., 2005). A Organizacdo Mundial de Saude divulgou, no inicio da década de 1990, que 65-
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam do uso das plantas medicinais
como Unica forma de terem acessos aos cuidados basicos de saide (VEIGA JUNIOR et al.,
2005).

Essa cultura do uso de plantas medicinais tem despertado interesse de pesquisadores,

em estudos envolvendo areas multidisciplinares, tais como, boténica, farmacologia e
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fitoquimica, que em conjunto enriquecem os conhecimentos sobre a flora mundial. Dessa
forma, diversas abordagens para a selecdo de espécies vegetais tém sido apresentadas na
literatura, dentre estas abordagens, as que despertaram maiores interesses sdo: a) abordagem
randémica — que corresponde a escolha da planta sem qualquer critério, tendo neste caso, como
fator crucial a disponibilidade da espécie vegetal, b) abordagem quimiotaxonémica ou
filogenética — neste caso, a sele¢do da espécie esté diretamente correlacionada com a ocorréncia
de uma dada classe quimica de substancias em um género ou familia e c) abordagem
etnofarmacoldgica — onde a selecdo da espécie se da de acordo com o uso terapéutico,
evidenciado por um determinado grupo étnico. As probabilidades de novas descobertas de
substancias inéditas, bioativas ou ndo, €, sem duvida, maior na sele¢do randémica. A selecdo
etnofarmacoldgica, no entanto, favorece com maior probabilidade a descoberta de novas
substancias bioativas (MACIEL et al., 2002; BOUDJELAL et al., 2013).

Nesse panorama nota-se um crescente interesse na utilizagdo e pesquisa de plantas
medicinais com fins terapéuticos, aliadas a boa aceitabilidade destes produtos no mercado
farmacéutico e as altas cifras que circundam a comercializacéo de fitomedicamentos, observada
nas ultimas décadas (NOLDIN et al., 2006). Uma das familias de plantas medicinais € a familia

Clusiaceae.

1.1.2 Familia Clusiaceae

O Brasil, por deter a maior e mais rica biodiversidade do planeta, é o pais que possui
uma das maiores potencialidades para pesquisa com espécies vegetais. Uma das familias de
plantas pertencente a esta biodiversidade e que vem despertando grande interesse na
comunidade cientifica devido, sobretudo, aos promissores resultados quimicos e bioldgicos é a
familia Clusiaceae (NOLDIN et al., 2006; MULHOLLAND et al., 2013).

A familia Clusiaceae engloba em torno de 47 géneros e um pouco mais 1000 espécies
distribuidas, sobretudo, em regides de clima tropical e subtropical do planeta. Possuindo,
também, um género encontrado em regides de clima temperado. Em nove desses géneros, cerca
de 90 espécies sdo de plantas cujos seus frutos sdo comestiveis (BARROSO et al., 2002;
COSTA JUNIOR, 2011a). Muitas destas espécies sio empregadas na medicina popular para
tratar danos como dor, processos infecciosos, inflamatorios e ulceras (NOLDIN et al., 2006).

As plantas pertencentes a esta familia possuem metabdlitos secundarios com importante
atividade bioldgica. Clusiaceae engloba arvores, arbustos, lianas e ervas de interesse econdmico

pela produgéo de frutos comestiveis, madeiras, produtos quimicos de interesse farmacéutico e
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tintas (LUSTOSA, 2012). Pesquisas relacionadas sobre a composi¢do quimica das plantas desta
familia apontam que elas sdo ricas em xantonas e benzofenonas poliisopreniladas que foram
isolados ndo so a partir das resinas, mas também, em outras partes da planta (PICCINELLI et
al., 2009; COSTA JUNIOR, 2011a). Dentre as atividades bioldgicas conhecidas apresentam
atividade antidepressiva, antioxidante, antifungica, anti-HIV e antibacteriana.

Estudos também mostram que as plantas pertencentes a familia Clusiaceae consistem
principalmente de cumarinas, xantonas, esteroides, triterpenos e flavonoides. Esta gama de
substancias naturais tem despertado um crescente interesse de muitos pesquisadores. Muitos
destes metabolitos sdo dotados de importantes atividades bioldgicas, tais como, atividade
antidepressiva, antioxidante, antiflngica, citotoxica, anti-HIV e antibacteriana (MONACHE et
al., 1988; GUSTAFSON et al., 1992; NOLDIN et al., 2006; COSTA JUNIOR, 2011a).

1.1.3 Platonia insignis MART

O bacurizeiro é uma planta que pertence a familia Clusiaceae, subfamilia Clusioideae,
género Platonia e espécie Platonia insignis Mart. (BRAGA, 1976). A termologia Platonia é um
atributo a Platdo, filésofo grego, e insignis, significa notavel, insigne, importante, grande, ou
seja, aquilo que chama bastante atencdo, em referéncia a estrutura fisica e a utilidade da planta,
bem como, ao tamanho, sabor e aroma do fruto (BARROSO et al., 2002; MOURA et al., 2007).

O bacurizeiro € uma arvore frutifera de grande poste, com altura variando de 15 a 25
metros e possuindo didmetro de até 100 centimetros (CAVALCANTE, 1988). Esta arvore é
oriunda da regido amazodnica do Brasil e Guiana, mas também é encontrada na Colémbia e no
Paraguai, sempre ocorrendo em areas abertas de vegetacao rasteira, clareiras e, principalmente,
na vegetacdo secundaria, sendo raramente encontrada em floresta primaria densa
(CAVALCANTE, 1988; MOURAO; BELTRATI, 1995; CHITARRA; CHITARRA, 2005;
FONTENELE et al., 2010;). No Brasil, o centro de disseminacéo € o Estado do Para, onde é
encontrada ampla variagdo de forma e tamanho de frutos, rendimento e qualidade de polpa,
além de outras caracteristicas de interesse econdémico; podendo também ser encontrado nos
estados do Maranhdo, Mato Grosso, Piaui e Goidas (FERREIRA et al., 1987; SILVA,;
DONATO, 1993; VILLACHICA et al., 1996; AGUIAR et al., 2008). No estado do Piaui, 0
bacurizeiro encontra-se em terrenos limitados ao Norte pelos municipios de Murici dos
Portelas, Amarante e Palmeirais. E vulgarmente conhecido por “bacuri”, “bacuri-agu”,
“pakoori”, e “wild mamme aple” na Guiana, “pakoelie” e “geelhart” no Suriname, “parcori”
na Guiana Francesa e “matazona” no Equador (MOURAOQ; BELTRATI, 1995).
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O bacuri é um fruto grande, arredondado, com casca grossa possuindo coloragdo
amarelada como pode ser observado na Figura 1.1. Dentro da casca contém a polpa, de
coloracdo esbranquicada, sendo viscosa apresentando odores e sabores bastante agradaveis
(FONTENELE et al., 2010). O fruto apresenta grande potencial, tanto sob o ponto de vista do
seu processamento industrial, na preparacao de sorvetes, cremes, refrescos, compotas e geleias;
como para 0 consumo in natura (SILVA et al., 2010). Quando estd em processo de maduragéo,

ele exala um perfume suave e fragante, bastante rico em terpenos (ALVES; JENNINGS, 1979).

Figura 1.1: Frutos e sementes de P. insignis.

. !

Fonte: Arquivo pessoal.

A guantidade de sementes por fruto, em geral, varia de uma a cinco, com predominancia
de duas a quatro sementes (VILLACHICA et al., 1996; CARVALHO et al., 1998). Em casos
atipicos sdo encontrados frutos contendo até seis sementes (MOURAO, 1992) ou ainda em
outros casos sem a presenca delas (CALZAVARA, 1970). De acordo com Teixeira e
colaboradores (2005), o bacuri € um fruto ndo-climatérico, ou seja, s6 amadurece quando estdo
vinculados a planta e, na maior parte das arvores, os frutos caem quando estdo maduros, de
modo que a colheita desses frutos consiste em recolhé-los do solo (FAO, 1987). A expressao
“bacuri” é de origem tupi que significa — ba: “cair” e — curi: “logo”, ou seja, 0 que cai assim
que amadurece, indicando dessa forma que atingiu a maturacao plena. Apoés esta fase eles ndo
melhoram suas caracteristicas sensoriais e nutricionais, embora um leve amolecimento e a perda
de coloragéo verde possam ser notados (NAGY et al., 1990; SOUZA et al., 2001).

A polpa tem sabor e odor bastante agradaveis, tem grande aceitacdo popular, tanto na

forma “in natura” quanto no preparo de doces, tortas, compotas, sucos, geleias e sorvetes. A
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casca também pode ser usada para fabricacdo de doces, cremes e sorvetes, aumentando o
rendimento do fruto e consequentemente agregando valores. Esse processo deve ocorrer apds a
separacdo da resina existente nessa parte do fruto (AGUIAR, 2006). A procura cada vez mais
crescente pelo fruto tem estimulado produtores a estabelecer areas de cultivo. As sementes do
bacuri ndo tem utilidade na alimentacdo, porém, podem ser usadas na producdo de sab&o ou
producdo da banha de bacuri. O processo de extracdo do 6leo ocorre com grande dificuldade
uma vez que as sementes sdo colocadas de molho em agua por um longo periodo e depois sdo
fervidas, sendo o 6leo retirado da superficie da agua fervente. A manteiga de bacuri da um tom
dourado a pele, em poucos minutos apds sua aplicacédo, ela é absorvida e a pele fica com um
toque aveludado, além de tirar manchas e diminuir cicatrizes (FERREIRA, 2008; MORAES;
GUTJAHR, 2009; COSTA JUNIOR, 2011a).

1.1.4 Propriedades farmacoldgicas de Platonia insignis

Espécies pertencentes a familia Clusiaceae, como P. insignis, sdo importantes plantas
medicinais bastante utilizadas na medicina popular brasileira, principalmente, para o tratamento
de eczemas, herpes, doengas gastrointestinais, dermatite, esquistossomose, leishmaniose e
malaria. Estudos envolvendo as propriedades biol6gico-farmacoldgicas dessa espécie podem
ser observados na literatura, sendo que, a maior parte desses estudos se concentram, sobretudo,
nos extratos vegetais de suas sementes. Os extratos vegetais tém demonstrado atividade
farmacoldgica importante como: antiinflamatoria, antimalaria, anti-hipertensiva, antidiabética,
imunomoduladora-respiratdria, antiviral, antitumoral, antidepressivo, antialérgica, efeitos
antimutagénico e antioxidante (BILANDA et al., 2010; COSTA JUNIOR et al., 2013a).
Ademais estes extratos sdo bastante utilizados na medicina popular para tratamento de diversas
doencas tais como: diarreia, problema de pele, dores de ouvido, picadas de aranhas e cobras,
reumatismos, artrites e ainda como cicatrizante (MORAES; GUTJAHR, 2009; COSTA
JUNIOR et al., 2013a; COSTA JUNIOR et al., 2013b).

A “banha de bacuri” obtida do 6leo das sementes comumente € usada na medicina
popular como cicatrizante de queimaduras e no tratamento de doengas dermatolégicas (AGRA
et al., 2007). Em ensaios in vivo a banha demostrou potencial para acelerar a cicatrizacdo de
feridas de pele em ratos (SANTOS et al., 2013; FEITOSA et al., 2016). Popularmente a
decoccdo de sementes é usada para tratar a diarreia, enquanto o 6leo de semente é usado tanto
contra picadas de aranha ou de cobra, quanto no tratamento de problemas de pele, otite,
reumatismo e artrite (AGRA et al., 2008; MENDES et al., 2014)
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Estudos farmacol6gicos demonstraram que a fragdo de acetato de etila das sementes de
P. insignis possuiu potencial atividade anticonvulsivante em ratos induzida por pilocarpina
(COSTA JUNIOR et al., 2011b).

Através da propriedade, leishmanicida, dos extratos das sementes de P. insignis deu
origem a um pedido de patente (CITO et al., 2011), baseada nas atividades dos extratos
hexanicos, diclorometano e acetato de etila, e sobretudo nas substancias tautoméricas isoladas,
garcinielliptona (Figura 1.2), as quais apresentaram uma potencial atividade leishmanicida
frente as formas promastigotas de Leishmania amazonenses (COSTA JUNIOR et al., 2013a;
COSTA JUNIOR et al., 2013b).

Figura 1.2: Estrutura quimica do par tautomérico garcinielliptona (1/1a).

OH OH

OH OH

Fonte: NASCIMENTO, 2013.

Estudos que analisaram o perfil toxicoldgico do GFC em animais, apds sua
administracdo em camundongos swiss tratados por via oral e intraperitoneal mostraram que o
composto ndo produziu efeitos toxicos como evidenciado pela auséncia de sinais de toxicidade
ou mortalidade nos animais durante o periodo experimental. No entanto, estudo realizado por
Prado e colaboradores (2017) onde foram investigados os efeitos citotoxicos, genotoxicos e
mutagénicos do GFC, onde concentragdes de GFC acima de 50 ug mL™* foram citotoxicas em
todos os tempos experimentais. Nenhuma concentra¢do de GFC foi mutagénica ou genotoxica

nos ensaios salmonella/microssoma e cometa.
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A propriedade antioxidante in vitro do bacurizeiro vem sendo comumente reportada,
através do sequestro de radicais livres. Apresentando dessa forma uma possivel a¢do protetora
contra o aparecimento e/ou desenvolvimento de processos degenerativos associados com Varios
tipos de doencas (RUFINO et al., 2010; VIEIRA et al., 2011; COSTA JUNIOR et al., 2013a).

Estudos realizados por Santos Junior e colaboradores (2010) permitiram sugerir uma
potencial atividade cicatrizante para o 6leo das sementes de P. insignis. Em seus experimentos
usando “banha do bacuri” para cicatrizar feridas cutdneas na regido dorsal de ratos. Os
resultados mostraram que a banha foi eficiente no tratamento e que os animais tratados
demonstraram reepitelizacdo consideravel.

Mendes (2013) testou a atividade cicatrizante de uma formulagédo farmacéutica pastosa
contendo o composto TG1, 1,3-diestearoil-2-oleil-glicerol (Figura 1.3), um triacilglicerol
isolado do extrato hexanico das sementes de P. insignis em ratos wistar. As analises
macroscopicas e histoldgicas das feridas dos ratos tratados com o creme contendo TG1

demonstraram uma possivel atividade cicatrizante do composto.

Figura 1.3: Estrutura quimica do 1,3-distearoil-2-oleil-glicerol (TG1).

GH,

Fonte: Arquivo pessoal.

Estudos realizados por Mendes e colaboradores (2014) a fracdo acetato de etila das
cascas do bacuri promoveu um poderoso efeito hipotensivo, relacionada aos receptores o.-
adrenérgicos.

Avaliacdo do potencial antioxidante in vitro do extrato hexanico das sementes de P.
insignis e de seu complexo de inclusdao com B-ciclodextrina contra a peroxidagéo lipidica
(inibigéo da formacdo de TBARS); remocéo do radical hidroxila, e na inibi¢do da producao do

radical nitrito in vivo, tanto o extrato quanto o complexo de inclusdo foram capazes de inibir a
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peroxidacdo lipidica reduzindo a quantidade de TBARS, do radical hidroxila e de producdo de
nitrito (NASCIMENTO et al., 2015).

Resultados encontrados por Costa Junior e colaboradores (2013b) indicaram que as
fracOes de acetato de etila e diclorometano de semente de P. insignis apresentaram atividades
antioxidantes in vitro, medidas por ensaios de ABTS e DPPH in vivo, medidas por efeitos
protetores contra a citotoxicidade induzida por H202 em cepas de Saccharomyces cerevisiae;
efeito leishmanicida e genotoxicidade em células V79 onde os compostos a-mangostina e y-
mangostina sao 0s responsaveis por essas acoes.

Outras atividades biologicas reportadas na literatura para as sementes de P. insignis s&o:
antimicrobiana, frente as cepas de Saccharomyces cerevisiae; citotoxicidade em Artemia
salina; efeito genotdxico, em fibroblastos de pulmdo de hamster chinés (V79); efeito
anticonvulsivante induzido por pilocarpina; cicatrizante; atividade anti-inflamatoria e efeito
estimulador no Sistema Nervoso Central (SNC) em camundongos (COSTA JUNIOR et al.,
2010; SANTOS JUNIOR et al., 2010; COSTA JUNIOR et al., 2011a; COSTA JUNIOR et al.,
2011b; COSTA JUNIOR et al., 2011c; COSTA JUNIOR et al., 2013a; COSTA JUNIOR et al.,
2013b). Na Tabela 1.1 mostra as atividades bioldgicas descritas na literatura para todas as partes

do fruto do bacurizeiro.

Tabela 1.1: Atividades bioldgicas das partes do fruto do bacurizeiro.

Parte Atividade bioldgica Referéncias

Diarreia, problema de pele, COSTA JUNIOR et al., 2013a;
Dores de ouvido; COSTA JUNIOR et al., 2013b
Picadas de insetos, aranhas e cobras; COSTA JUNIOR et al., 2011a;
Reumatismos e artrites; COSTA JUNIOR et al., 2011b;

Sementes Cicatrizante; atividade leishmanicida; COSTA JUNIOR et al., 2010;
Antioxidante; Anti-inflamatoria; SANTOS JUNIOR et al.,2010;
citotoxicidade em Artemia salina; MORAES; GUTJAHR, 2009;

efeito genotoxico em fibroblastos de
pulméo de hamster chinés;

efeito anticonvulsivante induzidas por
pilocarpina;

Efeito protetor, reduzindo a
peroxidacao lipidica;

Atividade anticonvulsivante;
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Efeito estimulador no SNC em

camundongos.
Polpa Atividade antioxidante RUFINO et al., 2010.
Casca do tronco  Tratamento de eczemas, virus do SHANLEY; MEDINA, 2005

herpes e tratamento de dermatites.

Cascado fruto  Atividade hipotensiva MENDES et al., 2014.
Fonte: Adaptada de KLENICY et al., 2014.

1.1.5 Composicdo quimica presentes em Platonia insignis

P. insignis é uma espécie vegetal composta majoritariamente pelas classes de terpenos,
xantonas e fendis. Dessa forma, o interesse por essa espécie excede a industria de alimentos
devido ao potencial das atividades biologicas encontradas (YAMAGUCHI et al., 2014). O
género Platonia € bastante abundante em diversas substancias naturais (metabdlitos) como
xantonas (euxantonas), &cidos graxos, e triacilgliceréis (HILDITCH; PATHAK, 1949;
ROBERTS, 1961; BENTES et al., 1986).

Pesquisas recentes com a polpa da fruta de P. insignis detectaram a presenca de acido
ascorbico (Quadro 1.1 (1)) e polifendis como principais compostos bioativos (CLERICI,;
CARVALHO-SILVA, 2011). A classe das xantonas é responsavel por diversas propriedades
farmacoldgicas de grande importancia, tais como: antitumorais, anti-inflamatoria,
antitrombdtica, antimicrobiana e efeitos neurofarmacoldgicos, induzindo dessa forma a
formacdo de neurites no tecido nervoso (MAK et al., 2000; HA et al., 2006).

Na investigacdo de componentes com atividade bioldgica ativa da familia Clusiaceae,
Costa Junior e colaboradores, (2011b) pesquisaram componentes bioativos das sementes de P.
insignis e isolaram um par de compostos tautoméricos de uma benzofenona poliisoprenilada,
denominado Garcinialiptona (1/1a) (Figura 1.2). Estas substancias foram identificadas por
métodos espectroscopicos. Outro composto que também foi isolado a partir do mesmo extrato
das sementes de P. insignis foi o triacilglicerol, 1,3-diestearoil-2-oleil-glicerol (Figura 1.3). O
fruto desta espécie também é rico em B-caroteno (Quadro 1.1 (2)) (RODRIGUEZ-AMAYA et al.,
2008).

Pesquisas fitoquimicas dos extratos hexanicos do pericarpo e extrato metandlico das
sementes do bacupari, Garcinia brasiliensis, (espécie pertencente a mesma familia do
bacurizeiro) mostraram, respectivamente, a presenca das benzofenonas preniladas, 7-

epiclusianona (Quadro 1.1 (3)) e guttiferona-A (Quadro 1.1 (4)). Tanto os extratos vegetais
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como os compostos isolados foram apontados como sendo potenciais fitoterapicos para cura de
doengas causadas por microorgnismos gram negativos (NALDONI et al., 2009). O
acilfloroglucinol, que é uma classe de policiclico poliprenilado isolado da familia Clusiaceae,
tem despertado interesse de muitos pesquisadores, devido esta classe apresentar uma importante
gama de propriedades farmacologicas: antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 1999), leishmanicida
(PEREIRA et al., 2010), antidepressiva (CUESTA-RUBIO et al., 2002), antioxidante
(CUESTA-RUBIO et al., 2002, CIOCHINA; GROSSMAN, 2006; CHEN et al., 2010),
citotoxica (BAGGETT et al., 2005), antiretroviral (PICCINELLI et al., 2005), anti-inflamatdria
(WENG et al., 2004) e antitumoral (ZEISSER-LABOUEBE et al., 2006; HENRY et al., 2009).

Em estudos com a polpa do bacuri observou-se a presenca de constituintes quimicos
com propriedades antioxidantes tais como: vitaminas C (acido ascérbico), vitamina E
(tocoferois), flavonoides, antocianinas e polifenois, além disso, foi verificada a presenca de
glutamina e &cido glutamico (como aminoacidos majoritarios). Sacarideos (glicose, frutose e
sacarose) e metais (Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Zn e Cu) foram observados em quantidades superiores
aos encontrados em outras frutas originaria da regido amazonica, como araga-boi e cupuacu
(ROGEZ et al., 2004; RUFINO et al., 2010). As analises nos estudos de compostos volateis da
polpa de P. insignis mostraram-se presenca de alcoois terpénicos, sendo o mais abundante o
linalol (Quadro 1.1 (5)) (ALVES; JENNINGS, 1979; BOULANGER et al., 1999; ROGEZ et
al., 2004; FRANCO; JANZANTTI, 2005). Nas cascas de P. insignis apresentaram alto teor de
euxantona (Quadro 1.1 (6)) (1,3%), substancia cristalina de cor amarela, com ponto de fuséo de
240 °C e facilmente sublimavel (ROBERTS, 1961).

Nos estudos fitoquimicos das fracbes lipidicas das sementes de P. insignis foram
verificados a presenca de acidos graxos como palmitico (Quadro 1.1 (7) (44,2%), palmitoléico
(Quadro 1.1 (8)) (13,2%), estearico (Quadro 1.1 (9)) (2,3%), oleico (Quadro 1.1 (10)) (37,8%)
e linoleico (Quadro 1.1 (11)) (2,5%), além de 10% de tripalmitina (Quadro 1.1 (12)), indicando-
0 como uma boa alternativa para a industria oleifera (BENTES et al., 1986).

Na fracdo de baixa polaridade das sementes de P. insignis foram detectadas a presenca
de diterpenos de esqueletos caurano e labdano, caura-16-eno (Quadro 1.1 (13)) e acido E-labda-
8(20),13-dieno-15,19-didico (Quadro 1.1 (14)), respectivamente. Sendo que esses esqueletos
diterpénicos sdo normalmente associados a atividades farmacoldgicas, uma vez que ha relatos
de atividade antibacteriana e anti-inflamatdria para alguns diterpenos, como os encontrados em
oOleos fixos e resinas de espécies de copaiba (Copaifera sp.) e Eperua (LEANDRO et al., 2012).
Na fracdo de média polaridade, analisada por cromatografia em fase gasosa acoplada a

espectrometro de massas (CG-EM), foram detectadas presencas das xantonas: 1,3,5,6-
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tetraidroxi-2,2-(2-metilbuta-3-eno-2-il)-7-(3-metilbuta-2-enil)-xantena-9-ona  (Quadro 1.1
(15)) (gama mangostina), em associa¢do com 1-hidroxi-3,5,6-trimetoxi-xantena-9-ona (Quadro
1.1 (16)) e 1,3,6-triidroxi-7-metoxi-2,8-bis-(3-metilbuta-2-enil)-xantena-9-ona (Quadro 1.1
(17)) (COSTA JUNIOR et al., 2012).

As substancias volateis presentes na P. insignis concentram-se basicamente na casca.
Atraveés da extracdo por fluido supercritico da casca foram detectados 0s seguintes compostos:
como os acidos graxos: palmitico, oleico, linoleico, linolénico, estearico, caprilico e miristico;
ja os alcoois encontrados foram: linalol, 3,7-dimetil-octa-1-eno-3,7-diol e o terpineol; além do
Oxido de linalol; éter eugenol; os seguintes hidrocarbonetos: bisaboleno, 2-metilheptano e
nonacosano, bem como, o citrato de trimetila (MONTEIRO et al., 1997).

Na Tabela 1.2 mostra as propriedades farmacoldgicas dos principais compostos

bioativos isolados a partir da Platonia insignis.

Tabela 1.2: Propriedades farmacoldgicas dos principais compostos bioativos de Platonia

insignis.
Compostos bioativos  Propriedades farmacoldgicas Referéncias
Xantonas Antitumoral (ROBERTS, 1961)
Antiinflamatoria (MAK et al., 2000)
Antitrombético (HA et al., 2006)

Antimicrobiana

Neurofarmacolégicas

Acidos graxos Acelera cicatrizagédo (CALDER, 2003)
(CARDOSO et al., 2004)
(HATANAKA; CURI, 2007)
(COSTA JUNIOR et al., 2011a)

Acilfloroglucinol Antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 1999)
policiclico Leishimanicida (PEREIRA et al., 2010)
poliprenilado Antidepressiva (CUESTA-RUBIO et al., 2002)
Antioxidante (CIOCHINA; GROSSMA,
Citotoxica 2006)

(CHEN et al., 2010)
(BAGGETT et al., 2005)

Euxantona Antiretroviral (PICCINELLI et al., 2005)
Antiinflamatoria (WENG et al., 2004)
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Antitumoral
Efeito pré-oxidante ao DNA

(ZEISSER-LABOUEBE et al.,
2006)
(HENRY et al., 2009)
(WU et al., 2008)

Garcinielliptona FC Antiinflamatéria
Vasodilatadora
Promotor de neurite
Acdo antioxidante in vitro
pelos métodos TBARS,
sequestro de radicais
hidroxilas (OH") e 6xido
nitrico (NO)
Atividade citotoxica

Leishmanicida

(HARBORNE et al., 1999)
(FANG et al., 2006)

(HA et al., 2006)
(NAIDU et al., 2007)
COSTA JUNIOR et al., 2013a;
COSTA JUNIOR et al., 2011a.

Acéo inibidora da
acetilcolinesterase
Cicatrizante

TG1

SANTOQOS, 2012;
FEITOSA et al., 2016.
MENDES, 2013.

Fonte: Adaptada de SANTOS et al., 2013.

No Quadro 1.1 mostra as estruturas quimicas de alguns dos constituintes presentes na

Platonia insignis (bacurizeiro).

Quadro 1.1: Estruturas de compostos encontrados em Platonia insignis.

HO
OH
O
O : OH
S
(1)
MM
(2)
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E/\/\/\/\/\/\/\/
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(13)

O OH
(16)
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Fonte: Arquivo pessoal.
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1.2 OS ANTIOXIDANTES E AS DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

(Capitulo 9 do livro ANTIOXIDANTES aspectos quimicos, farmacologicos e
terapéuticos da editora Atomo)
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Os Antioxidantes e as
Doencas Neurodegenerativas

Antonlo do Nascimento Cavaicante, Cristlany Mariaho Aradjo e
Chistiane Mendes Feltosa

1.2.1 Introducao

A oxidacdo pode ser definida como um processo metabolico que leva a producéo de
energia necessaria para a realizacdo das atividades essenciais das células. Contudo, o
metabolismo do oxigénio nas células vivas leva também a formacgdo de radicais livres
(MCCORD, 1994; ADEGOKE et al., 1998). Agentes oxidantes s&o substancias produzidas pelo
metabolismo normal do corpo e, se ndo controlados, podem provocar danos extensivos. Uma
ampla definicdo de antioxidante é qualquer substancia que, presente em baixas concentraces
quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de
maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995).

O stresse oxidativo € definido como a situagdo na qual a formacéo de espécies reativas
excede significativamente a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do organismo, tendo

como consequéncia 0 aumento de danos a biomoléculas (DNA, lipidios, proteinas). Estes
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danos, quando ndo reparados, acabam comprometendo o funcionamento da célula e levando-a
morte por apoptose ou necrose (HALLIWELL, 2001). Estudos apontam que o stress oxidativo
tem sido associado ao desenvolvimento de muitas doencas neurodegenerativas (Alzheimer,
Parkinson, Huntington e esclerose lateral amiotrofica). Considerando a importancia dos agentes
antioxidantes, bem como o stresse oxidativo nas doengas neurodegenerativas, 0s proximos
topicos ttm como propdsito abordar os antioxidantes em diferentes modelos de doencas

neurodegenerativas.

1.2.2 Radicais livres

As moléculas organicas e inorganicas, assim como, 0s atomos que tem um ou mais
elétrons desemparelhados que possuem existéncia independente podem ser classificados como
radicais livres (RL) (HALLIWELL, 1994). A presenca dos radicais é critica para a manutengdo
de muitas funcdes fisioldgicas normais (POMPELLA, 1997). Algumas espécies reativas estao

mostradas na Tabela 1.3.

Tabela 1.3: Principais tipos de espécies reativas.

Radical Nome do radical
10, Oxigénio singlete
Oz Radical superoxido

ROO: Radical peroxila
RO: Radical alcoxila
OH Radical hidroxila
HOO: Radical hidroperoxila
NO Oxido nitrico

ONOO Peroxinitrito
Q Radical semiquinona

Fonte: Arquivo pessoal.

Os RL podem ser gerados no citoplasma, nas mitocdndrias ou na membrana e o seu alvo
celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio de formagao
(ANDERSON, 1996; YU; ANDERSON, 1997). Entre as principais formas reativas de oxigénio

o radical superdxido (O2") apresenta uma baixa capacidade de oxidag&o, o radical hidroxila
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(OH) mostra uma pequena capacidade de difusdo e é o mais reativo na inducao de lesdes nas
moléculas celulares. O peroxido de hidrogénio, H>O., ndo é considerado um radical livre
verdadeiro, porém, é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula de
DNA por meio de reacdes enzimaticas (ANDERSON, 1996).

O desemparelhamento de elétrons faz dos RL moléculas altamente instaveis que se
multiplicam em cascata, com meia-vida curtissima, sendo quimicamente muito reativas e séo
interceptados de dois modos: pela agdo dos agentes antioxidantes enddgenos ou exdgenos; ou
pelo mecanismo de oxi-reducao, quando dois radicais livres se ligam entre si (OLSZEWER,
2008). Esses RL cujo elétron encontra-se centrado nos atomos de oxigénio e nos atomos de
nitrogénio sdo denominados, respectivamente, de espécies reativas de oxigénio (ERQO's) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN’s).

No organismo, os radicais livres, encontram-se envolvidos com a producao de ATP, no
processo de fagocitose, na regulacdo do crescimento celular, entre outros (ABRAHAO et al.,
2010). Naturalmente a producdo de RL ocorre como um processo fisiolégico. Contudo, em
determinadas condicdes, pode ocorrer um aumento na producao de ERO’s, levando ao stresse
oxidativo, durante o qual algumas destas espécies reativas, tais como o radical superoxido (O
), radical hidroxila (OH) e perdxido de hidrogénio (H202), podem produzir danos ao organismo
como a lipoperoxidacao de lipidios insaturados das membranas celulares (LEMOS, 2006).

Devido a alta reatividade e a elevada instabilidade dos RL, faz com que eles participam
de reacBes com substancias quimicas organicas e inorganicas, proteinas, lipideos, carboidratos,
particularmente moléculas importantes nas membranas celulares e acidos nucléicos (LEMOS,
2006).

Ha diversos estudos indicando que os RL agem acelerando o processo degenerativo e a
perda da estabilidade celular, provocando situacfes adversas ao organismo e seus tecidos,

favorecendo dessa forma a perda da homeostasia do meio interno (OLSZEWER, 2008).

1.2.3 Os antioxidantes

Antioxidantes sdo definidos como qualquer substdncia que, presente em baixas
concentracdes quando comparadas a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste
substrato de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995; BIANCHI; ANTUNES, 1999; CONI et al.,
2005). De outra maneira, os antioxidantes, sdo substancias que retardam ou minimizam a
formacao de perdxidos, aldeidos, cetonas, dimeros e polimeros, durante o processo de oxidag&o.

Estas substancias atuam retardando a etapa inicial da autoxidacgdo (fomacéao de radicais livres),
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removendo-0s do meio, e da propagacdo na fotoxidacdo que corresponde a formacdo de
hidroperoxidos. 1sso ocorre devido aos derivados fendlicos estabilizarem o radical livre por
deslocalizagdo de elétrons = (pi) no anel aromatico (efeito de ressonancia), impedindo dessa
forma a propagacéo de reacgdes radicalares oxidativas no meio (LITWINIENKO et al., 1999).
Os antioxidantes, portanto, € um conjunto heterogéneo de substancias formado por vitaminas,
minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais e, ainda, enzimas, que bloqueiam o
efeito danoso dos radicais livres, formados nas reacbes metabolicas ou por fatores exdgenos,
ao organismo. A geracdo de RL, fisiologica ou ndo, € normalmente equilibrada pela acdo dos
antioxidantes enddgenos e exdgenos (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Antioxidantes endégenos sdo aqueles produzidos dentro do proprio organismo que se
classificam em enzimaticos (superoxidos dismutases citoplasmatica e mitocondrial, catalase,
glutationaperoxidase, glutationaredutase) e ndo enzimaticos (glutationa, acido lipdico,
albumina, ubiquinona, metalotioneinas, transferrina, ceruloplasmina). Antioxidantes exdgenos
ou dietéticos sdo aqueles adquiridos por meio da ingestdo alimentar (&cido ascorbico, tocoferol,
carotenoides, compostos fendlicos e demais metabdlitos secundarios vegetais, zinco, cobre,
selénio e magnésio) e juntos promovem reciclagem e reacGes de regeneracdo que otimizam a
protecéo contra os radicais livres (SHAHIDI; HO, 2007).

De modo geral, os antioxidantes podem ser classificados, como sintéticos e naturais.
Estes sdo subdivididos em: primarios, sinergistas, removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes
guelantes e antioxidantes mistos (RAMALHO; JORGE, 2006).

Dentre os diversos antioxidantes sintéticos (Figura 1.4), os mais utilizados na industria
sdo os polifendis como 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), 3-terc-butil-4-metoxifenol
(BHA), acido 3,4,5-trihidroxibenzoico-propil galato (PG) e terc-butilhidroquinona (TBHQ).
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Figura 1.4: Antioxidantes sintéticos derivados de fenois.

OCHj

BHT BHA
OH OH

HO OH i L(
COOCHj OH
PG TBHQ

Fonte: Arquivo pessoal.

O efeito da substituicdo sobre a atividade do anel fendlico tem sido alvo de varios
estudos. A eficiéncia de um fenol como inibidor de oxidacdo é notoriamente aumentada pela
substituicdo de grupos alquilicos volumosos, usualmente terc-butil, na posicdo orto, e também
pela substituicdo de um grupo alquilico (atualmente o metil), na posi¢do para (RAMALHO;
JORGE, 2006). Com isso, aumenta a facilidade de remocéao do &tomo de hidrogénio pela doagédo
do seu elétron, ajudando a estabilizar o radical entdo formado, blogueando as reacGes
subsequentes. Esses grupos também reduzem a oxidacdo direta do fenol pelo oxigénio que pode
diminuir a vida efetiva do inibidor.

Segundo Bors e colaboradores (2005), o BHT tem a melhor acdo antioxidante em
relacdo aos demais antioxidantes essa melhora se deve a presenca de grupos ativadores no anel
aromatico, orto e para substituidos, contribuindo para uma melhor deslocalizacéo de elétrons
e consequente estabilizacdo de radicais livres, formados nos processos oxidativos.

Dentre os principais antioxidantes fenolicos naturais, encontram-se os tocoferdis

(Figura 1.5) e os flavondides.

Antonio do Nascimento Cavalcante



54
CAPITULO 1

Figura 1.5: Antioxidantes naturais: A (a-tocoferol); B (B-tocoferol); C (y-tocoferol) e D (5-

tocoferol).
CH3
HO
HsC 0
CHs
A
CHs
HO
o]
Hs
B
HO
HsC 0
Hs
C
HO
0
CHs
D

Fonte: Arquivo pessoal.
1.2.4 Defesas proporcionadas pelos antioxidantes

A produgdo de forma continua de radicais livres a partir de processos metabolicos,
acarretou o desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante com vistas a limitar essa
producdo em niveis intracelulares e barrar a inducdo de danos (SIES; STAHL, 1995).

Com isso, os antioxidantes desempenham funcdo em diversos niveis de prote¢do do
organismo, como, um dos primeiros mecanismos de defesa em relagdo aos radicais livres é
evitar a sua formacdo, especialmente, no processo de inibir reagdes em cadeia com o ferro e o
cobre (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
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Ainda, segundo Bianchi e Antunes (1999) outra forma de protecdo, diz respeito a
intercepcao de radicais livres que séo gerados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas,
barrando seu ataque aos lipideos, aminoacidos das proteinas, a ligacdo dupla dos acidos graxos
polinsaturados e as bases do DNA, impedindo a geracdo de lesGes e perda da integridade
celular.

Por fim, pode ocorrer também o processo de reparo causado pela agdo de radicais livres.
Esse fato relaciona-se com a remogdo de danos na molécula de DNA e a reconstituicdo de
membranas celulares danificadas. Essa protecéo pode ocorrer até mesmo na propria adaptacéao
do organismo como forma de resposta a geragdo de radicais livres durante o aumento da sintese
de enzimas antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Com a finalidade de manter a
integridade celular contra possiveis ataques de RL, os organismos vivos desenvolveram

sistemas de defesa denominados antioxidantes. Dentre os sistemas de defesas pode-se destacar:

1.2.4.1 Sistema enzimatico

Estes tipos de sistema correspondem o0s antioxidantes preventivos que estdo
relacionados em um mecanismo de protecao contra a etapa de iniciacéo de reacdes dos radicais
livres. S0 exemplos desses sistemas: superoxido desmutase, catalase, sedependente glutationa
peroxidase (GPX), fosfolipideo hidroxiperoxidase glutationa peroxidase (PHGPX) e se-
independente glutationa peroxidase (citosdlica e microssomal glutationa transferase) (PORTO,
2001).

O mecanismo de defesa primaria contra superdxido é dado pela superéxido desmutase
(SOD), onde ela eficientemente catalisa a conversédo de dois radicais O>”~em H20z e O». Existem
trés diferentes formas de SOD: citosélica Cu/ZnSOD, mitocondrial MnSOD e outra de elevada
massa molecular em fluidos extracelulares. O peroxido de hidrogénio, H20,, formado por
desmutacéo do radical O, ou entdo gerado por atividade enzimatica sendo antioxidado por uma
cooperago de catalase e GPX. A catalase atua decompondo o H20, em H20 e O, (PORTO,
2001).

1.2.4.2 Sistema néo-enzimatico
Estes sistemas estdo envolvidos na protecdo contra a etapa de propagacgéo de reagdes

oxidativas em cadeia. Sdo constituintes desses sistemas: a substancia lipofilica a-tocoferol,

coenzima Q reduzida (ubiquinol), glutationa hidrofilico, ascorbato e acido urico. O mecanismo
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de protecdo também pode ser dado atraveés do sequestro de ions metélicos e proteinas
carreadores, tipo hemopexina e haptglobulina (heme-livre e heme-proteinas) (PORTO, 2001).

A reacdo em cadeia envolvida na lipide-peroxidacao é bloqueada pelo a-tocoferol, o
qual doa um atomo de hidrogénio para o radical peroxila, ROO- para formar radical a-tocoferol,
que é menos reativo e pode ser reduzido de volta para a-tocoferol por um grande nimero de
compostos bioldgicos, incluindo ascorbato, GSH e ubiquinois. Ascorbato também remove um
grande namero de radicais livres, reagindo nao cataliticamente e diretamente com Oz, HO;,
ROO;, e GSH reage com H202, Oz e OH: e também contribui para metabolismo xenobiotico e
preservacio de ascorbato (PORTO, 2001).

1.2.5 Mecanismos de reparo

Neste mecanismo de defesa incluem sistema reparador de DNA e sistema reparador de
proteinas lesadas. As enzimas envolvidas neste mecanismo de reparacdo de DNA sdao DNA-
glicosilase, DNA AP endonuclease, DNA ligase. Estas enzimas agem por excisdo ou por
recombinacdo. Em adicdo, a ativacdo de polissintase (ADP-ribose) promove também reparacao
de DNA. Entretanto, seu excesso levard a um mecanismo de resposta, a morte celular, com
extensa lesdo ao DNA. Sistemas proteoliticos, que reconhecem proteinas danificadas, estdo
presentes tanto em citosol assim como em mitocondria de células de mamiferos (PORTO,
2001).

1.2.6 Doengas neurodegenerativas

As chamadas doencgas neurodegenerativas (DN) englobam diferentes patologias onde se
observa a perda de células do sistema nervoso e a formacéo de agregados proteicos, culminando
em perda funcional (ataxia) ou em deméncia (BARNHAM et al., 2004; UTTARA et al., 2009).
A doenca de Alzheimer, Parkinson, Huntington e esclerose lateral amiotréfica sdo exemplos de
DN. Essas patologias apresentam como principais caracteristicas a perda gradual e irreversivel
da estrutura e/ou funcdo dos neurdnios em varias regides cerebrais (FREITAS; OLIVEIRA,
2015). A incidéncia dessas doengas aumenta com 0 aumento da expectativa media de vida
(GIORDANO et al., 2014). A neurodegeneracdo € resultante de uma complexa rede de
processos fisiopatoldgicos que atuam ao longo de um periodo de tempo extenso. Desta forma,
as manifestacOes caracteristicas das DN surgem décadas apds o seu inicio, o que dificulta o seu

diagndstico no inicio e permite apenas uma intervencao terapéutica paliativa (DUPUIS, 2014).
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Mecanismos bioquimicos e vias intracelulares responsaveis pela neurodegeneracao do
sistema neuronal tém sido, cada vez mais, &reas de grande interesse de VArios grupos de
pesquisas e embora as DN apresentem patologias especificas, todas apresentam mecanismos
comuns como agregacdo de proteinas (JUCKER; WALKER, 2013), danos oxidativos,
alteracdes na homeostase, neuroinflamacdo (HENEKA et al., 2014), autofagia (NIXON, 2013),
apoptose e danos mitocondriais (CHATURVEDI; FLINT BEAL, 2013) que podem contribuir
para a perda no sistema neuronal (Figura 1.6).

Considerando estes mecanismos, diversos trabalhos na ultima década tém reforcado a
hipotese sobre a necessidade do desenvolvimento de terapias neuroprotetoras que alvejam cada
um desses mecanismos para evitar a necrose das células nos sistemas neuronais (NIEOULLON,
2011).

Figura 1.6: Mecanismos que levam a perda do sistema neuronal.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A regido cerebral e os tipos de células neuronais afetadas desenvolvem um conjunto de
caracteristicas comportamentais e alteracbes cognitivas e/ou motoras especificas para cada
doenga como os neurdnios corticais na doencga de Alzheimer (MARTORANA et al., 2013), a
degeneracdo lombar fronto-temporal e os neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo na doenca
de Parkinson (JIN et al., 2014), a morte de células nos ganglios basais, tAdlamo e cortex cerebral
e 0s neurdnios motores superiores e inferiores na esclerose lateral amiotrofica (FOERSTER el

al., 2013). Assim, essas patologias, podem ser classificadas como perturbacdes de cognicéo e
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memoria ou movimento e ambas as caracteristicas podem frequentemente coexistir em uma

Unica doenga neurodegenerativa.

1.2.7 Evidéncias do uso de antioxidantes em neurodegeneracéo

Vaérias pesquisas vém sendo desenvolvidas relacionando o efeito de antioxidantes em
doencas neurodegenerativas. Alguns resultados de pesquisas com essa abordagem sao
apresentados a seguir.

Estudos realizados por Etminan e colaboradores (2005) sugeriram que a reducgéo ao
risco da doenga de Parkinson pode ser feita pela ingestdo de vitamina E, C e carotenoides.
Weber e Ernst (2006) relataram que o efeito neuroprotetor dos antioxidantes é limitado no
tratamento da doenca de Parkinson e que mais pesquisas nessa area precisam ser realizadas.

Enquanto pesquisas realizadas por Crichton e colaboradores (2013) sugeriram que
ensaios clinicos futuros sdo imprescindiveis para a elucidacdo dos efeitos de uma alta ingestao
de antioxidantes na dieta tanto em relacdo ao funcionamento cognitivo quanto as doencas
neurodegenerativas.

Para Huang e colaboradores (2013) os produtos naturais surgem como fontes de novas
pistas para o tratamento da doenca de Alzheimer. Sendo também os flavanoides sugeridos como
possiveis inibidores da acetilcolinesterase e podem ser utilizados na terapéutica como
promissores no tratamento de doencas neurodegenerativas (CORNELLI, 2010; HUANG el al.,
2013).

No entanto, ha pesquisas que demonstram que ndo existe nenhuma relacdo no
tratamento utilizando antioxidantes e a sua protecdo contra a neurodegenera¢do. Como nas
pesquisas realizadas por Crichton e colaboradores (2013) que sugeriram que nao existe
nenhuma correlacgdo entre a ingestdo de forma habitual de antioxidantes em dietas para que haja
um melhor desempenho cognitivo ou possivel risco de redugdo da deméncia. Recentemente
ensaios clinicos utilizando uma formula nutricional contendo o a-tocoferol mostraram que nédo
houve melhora significativa no processo de desempenho cognitivo (URIARTE-PUEYO,;
CALVO, 2011).

Estudos realizados por Frank e colaboradores (2012) tem revisto o efeito de tocotriendis
como fontes dietéticas utilizadas em neuroprotecdo, contudo, essas informacdes ainda sao
escassas. Essas pesquisas tém reportado que a vitamina E (orto-tocoferol) podem prevenir a
doenca de Alzheimer, porém, essas pesquisas ainda ndao conseguiram demonstrar de forma

convincente sua eficacia de forma clinica.
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Pesquisas realizadas por Dysken e colaboradores (2014) mostraram que a doenca de
Alzheimer pode ser tratada com a-tocoferol. De forma recente, pesquisas sugeriram que o y-
tocoferol pode ser benéfico no tratamento da doenga de Alzheimer se comparado com o a-
tocoferol. Estudos iniciais utilizando a vitamina E com a coenzima Q10 mostraram efeitos
neuroprotetores em pacientes com doenga de Parkinson, sendo ainda, necessarios novos estudos
(MORRIS et al., 2015).

Estudos utilizando a vitamina E em animais e modelos in vitro forneceram evidéncias
de efeitos neuroprotetores. A suplementacdo com vitamina E em patologias neurodegenerativas
ja é utilizada em préticas clinicas (BERMAN; BRODATY, 2004; MORRIS et al., 2015).
Contudo, ainda nédo existem respostas de forma convincente da prescri¢cdo do tocoferol para o
tratamento de doencas neurodegenerativas (SINGH, 2015).

Casani e colaboradores (2013) demonstraram que a utilizacdo de suplementag¢do com
antioxidantes usando o modelo Drosophila poderia prevenir o dano oxidativo da doenga de
Parkinson. Pesquisa in vivo e in vitro mostrou que antioxidantes podem prevenir danos neurais
provocados por processos oxidativos na doenca de Parkinson (CHANG et al., 2005).

As pesquisas de Hagl e colaboradores (2015) reportaram que a utilizacdo do farelo de
arroz, que é rico em tocoferol e tocotriendis, mostraram efeitos benéficos na fungéo
mitocondrial, sendo promissor na prevencdo da doenga de Alzheimer. Seus estudos ainda
reportaram que pacientes com doenca de Alzheimer mostraram que houve a diminuigdo de
vitamina E, o que pode estar relacionado ao seu envolvimento com essa doenca.

Avaliagdes clinicas mostraram que a suplementagao de a-tocoferol diminui a y-tocoferol
reduzindo o risco da doenca de Alzheimer em idade avangado (MANGIALASCHE et al.,
2010). Pesquisas utilizando modelo experimental da doenca de Alzheimer mostraram que a
suplementacdo com vitamina C pode oferecer efeitos neuroprotetores (MANGIALASCHE et
al., 2011; KOOK et al., 2014). Outras pesquisas reportam que a combinacdo de vitamina C e E
podem oferecer efeitos neuroprotetores quando foi utilizado ratos transgénicos com doenca de
Alzheimer (HARRISON et al., 2009; KENNARD; HARRISON, 2014).

Alguns estudos também reportam que os flavandides podem ser utilizados como agentes
terapéuticos para a aprendizagem, memoria, desempenho neurocognitivo e doenga de
Alzheimer (ZHANG et al., 2002; VAUZOUR, 2014). Estudos recentes também tém
demonstrado os efeitos benéficos dos flavonodides na doenca de Alzheimer utilizando animais
e modelos experimentais in vitro (JONES et al., 2012; BAPTISTA et al., 2014; CHOI et al.,
2014; COX et al., 2015).
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Outros estudos recentes ainda sugerem que a inducao de flavondides podem diminuir a
atividade da acetilcolinesterase, utilizando um modelo experimental para a doenca de
Alzheimer (LI et al., 2013; KIMURA et al., 2013; XIAO et al., 2013; MOGHBELINEJAD et
al., 2014). Pesquisas utilizando um modelo celular para doenca de Alzheimer mostrou que
flavondide ofereceu protecdo através da antioxidagdo, protecdo mitocondrial e inativagdo do
sinal da MAPK, porém, novos estudos precisam ser realizados (ZHANG et al., 2014).

1.2.8 Doenga de Alzheimer

A base histopatologica da doenga de Alzheimer (DA) foi apresentada pela primeira vez
em 1906, na Alemanha, em uma paciente de 51 anos, pelo professor e neuropatologista, Aldis
Alzheimer. Ele observou que nas placas senis (agregados de proteina beta-amildide), da
paciente em estudo, havia um amaranhado neurofibrilares, hoje associados a mutagdo da
proteina tau, no interior dos neurotubulos. Estas duas evidéncias patolégicas permitiram o
professor caracterizar este quadro clinico como distinto de outras patologias do cérebro, vindo
a dar o nome de Alzheimer, a doenca por ele estudada pela primeira vez. Atualmente, se sabe,
que as primeiras alteracdes microscopicas associadas a esta doenca sdo o0s depositos chamados
amiloides ao lado de anormalidades denominadas, amaranhados neurofibrilares (Figura 1.7), os
quais se desenvolvem dentro dos neurénios (MACHADO, 2006). Na Figura 1.7 observa-se a
diferenca de células saudaveis e células com a doenca e com a presenca de placas senis. Estas
placas sdo a caracteristica fundamental da DA, uma doenca neurodegenerativa que compromete
primeiramente a memoria e, posteriormente, a capacidade de raciocinio e a comunicagdo. A
DA é um tipo de deméncia que ndo esta associada a nenhuma causa antecedente, como
traumatismo cerebral, acidente vascular cerebral (RANG et al., 2001).

Hoje em dia, Alzheimer, é a forma neurodegenerativa mais comum de deméncia e
caracterizada fisicamente pela atrofia da massa encefalica, sobretudo, no hipocampo, além de
apresentar caracteristicas psico-sociais, como, dificuldades em memorizar situacdes cotidianas,
lentiddo de pensamentos, gradual perda das habilidades de raciocinar, dificuldades de
linguagens e consequentemente excluséo social (MACHADO, 2006). Outros sinais da DA séo,
perda da memdria de fatos recentes, dificuldade na execucdo das atividades domésticas e
manuais, problemas em encontrar a palavra certa, desorientagéo, alteracdo da capacidade de
apreciacao e raciocinio, dificuldade em fazer contas, colocar as coisas nos lugares errados,

alteracdes do comportamento e perda de iniciativa.
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Figura 1.7: Diferenca entre células normais e células com Alzheimer.
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Fonte: Adaptada de FEITOSA, 2015.

De outra maneira, a doenca de Alzheimer é uma forma de deméncia que € caracterizada
por um declinio geral em todas as éareas da atividade mental, ndo sendo uma caracteristica
apenas da velhice nem sequer um destino inelutavel. Os sintomas podem aparecer em qualquer
idade, porém, é mais comum em idosos com mais de 65 anos (BIRD, 1998). No ultimo século
com o aumento considerado de idosos, também houve um aumento no nimero de doengas
caracterizadas pela deméncia, preocupando cada vez mais os profissionais envolvidos na area
da saude, pois se vé a necessidade urgente do controle dos sintomas e otimizacdo diagnostica,
na tentativa de garantir uma boa qualidade de vida a estes idosos.

Na Figura 1.8 observa-se duas imagens justapostas: da esquerda representa o cérebro de
uma pessoa normal e da direita, o cérebro de um portador da DA em estagio avancado. E
possivel observar a perda de tecido cerebral nas regibes que controlam as principais fungdes
cognitivas responsaveis pelos processos de memoria. No cérebro com Alzheimer o cortex
encolhe danificando as regides envolvidas com os pensamentos, planos e lembrangas. O
encolhimento atinge o hipocampo uma regido que exerce importante papel na memaoria como

por exemplo na formacéo de novas lembrancas.
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Figura 1.8: Demonstracéo em corte de um cerebro saudavel e com Alzheimer.
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Fonte: Adaptado de FEITOSA, 2015.

1.3 ENZIMA ACETILCOLINESTERASE (AChE)

Acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina (ACh) nas sinapses no sistema colinérgico. Nestas sinapses a acetilcolina age
transmitindo a mensagem de um neurdnio a outro. As sinapses colinérgicas estao amplamente
distribuidas no sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso periférico (SNP), sendo
importante para a manutencdo de inumeras funcdes fisioldégicas humanas (WESTFALL;
WESTFALL, 2006).

A anatomia do sistema colinérgico corresponde a uma porcao auténoma do SNP. O
sistema colinérgico é caracterizado pela presenca das sinapses que tém como neurotransmissor
a ACh. As sinapses colinérgicas ndo sdo encontradas apenas nessa parcela do SN, mas também,
no SNC, na parte somatica do SNP e nas juncbes ganglionares do sistema adrenérgico
(WESTFALL; WESTFALL, 2006).

Na fenda sinaptica a AChE é a enzima responsavel por degradar a acetilcolina, uma
molécula simples, que possui um grupo éster e uma amina quaternaria. Sendo que no neurénio
pré-sindptico, a ACh é sintetizada a partir da colina e da acetilcoenzima A (Acetil-CoA),
catalisada pela colina acetiltransferase. Apds sua formacéo, ela é armazenada em vesiculas,
onde fica depositada até que haja um estimulo que resulte em sua liberacéo na fenda sinaptica.
A partir desse ponto, a ACh se liga ao receptor pos-sinaptico propagando a informacao. Apos

transmitir a mensagem, a molécula de ACh se desliga do receptor pds-sinaptico e volta a fenda
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sindptica original, onde ela sofre hidrolise catalisada pela AChE, dando origem a acido acético
e a colina (ARAUJO et al., 2016), como pode se observar na Figura 1.9.

Figura 1.9: Sintese e hidrolise da acetilcolina.
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Fonte: Adaptado de ARAUJO et al., 2016.

A AChE é uma enzima que apresenta trés ramificacoes, ligadas por pontes dissulfeto
(Figura 1.10), sendo ligada & membrana celular por colageno. Cada ramificagdo € uma unidade
enzimatica composta por quatro subunidades proteicas, capazes de hidrolisar a acetilcolina. O

que resulta em um total de 12 sitios ativos por cada unidade de enzima (PATRICK, 2009).

Figura 1.10: Desenho esquematico da acetilcolinesterase.
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Fonte: Adaptado de ARAUJO et al., 2016.

As subunidades cataliticas da AChE possuem aminoacidos que sdo fundamentais para
sua atividade. Os residuos dos aminoécidos, histidina e serina, sdo importantes para a hidrdlise
da ACh. Existem também dois pontos essenciais para a interacdo do neurotransmissor com a
enzima. O primeiro é o sitio ibnico, onde h&a uma interagdo entre a carga positiva do nitrogénio
da ACh e a carga negativa produzida pelo residuo de aspartato da AChE. O segundo € o sitio
estearico, onde o grupo éster da ACh faz ligagcdo de hidrogénio com o residuo de tirosina da
AChE (BERGMANN et al., 1950; WILSON; BERGMANN, 1950).
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1.3.1 Inibidores da aceticolinesterase

Acredita-se que a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) aumente a concentracao de
neurotransmissor acetilcolina nas sinapses, 0 que diminuiria ou retardaria a progressao dos
sintomas da doenca de Alzheimer. Alguns trabalhos apontam drogas provenientes de produtos
naturais como possiveis inibidores da AChE, o que as tornaria eficazes no tratamento da DA.

Dentre essas drogas, é citada a galantamina (Figura 1.11 — I), um alcaloide isolado de

plantas da familia Amarilidaceae, que é um inibidor, ja aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA), para o tratamento da doenca. E um inibidor da acetilcolinesterase de
longa acdo, seletivo, reversivel e competitivo, o qual produz efeitos benéficos inclusive apos
o término do tratamento (LOPEZ et al., 2002). A galantamina é considerada a que apresenta
acdo mais efetiva e a que provoca menos efeitos colaterais. Devido a essas propriedades, a
galantamina € considerada a droga mais efetiva no tratamento da DA, com poucas limitagdes
(INGKANINAN, 2000). Contém acdo moduladora sobre os receptores nicotinicos e baixa
hepatotoxicidade. No entanto, sua associacdo com outras drogas requer cautela ja que seu
metabolismo usa o sistema do citocromo P450. Este medicamento so6 foi aprovado em 2001
para o tratamento da DA, mas foi usado ao longo dos anos para varios distdrbios neurolgicos
(ENGELHARDT et al., 2005).

Figura 1.11: Inibidores comercializados da acetilcolinesterase: (I) galantamina, (1) tacrina,

(1) rivastigmina e (IV) fisostigmina.
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Fonte: Adaptado de FEITOSA et al., 2015.

A tacrina (Cognex®) (Figura 1.11 — Il) foi o primeiro medicamento aprovado para o
tratamento da DA. E considerado um inibidor reversivel ndo seletivo da acetilcolinesterase
(AChE), que tem uma eficacia dependente da dose, meia-vida curta e alta incidéncia de
efeitos adversos e hepatotoxicidade (ENGELHARDT et al., 2005).

A rivastigmina (Exelon®) (Figura 1.11 — 11l) mostra boa atividade e tolerancia em
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pacientes com DA e ndo envolvem o sistema do citocromo P450 em seu metabolismo,
reduzindo a possibilidade de ocorréncia de interagdes medicamentosas, melhorando cognigéo
e gerando efeitos neuroprotetores (SUGIMOTO et al., 2002; ENGELHARDT et al., 2005).
Este farmaco provoca efeitos colaterais indesejaveis como nausea, vomito, diarreia, perda de
apetite, tontura e tremor (FEITOSA, 2015).

A fisostigmina (Synapton®) (Figura 1.11 — IV) apresenta eficacia apenas moderada,
em seres humanos (INGKANINAN, 2000). Logo, é de grande importancia a busca de novos
inibidores, possivelmente presentes em produtos naturais que possam apresentar nenhum ou

poucos efeitos colaterais e bom nivel de eficacia no tratamento da DA.

1.3.2 Método de Ellman na determinacéo da atividade da AChE

Em 1961, Ellman e colaboradores propuseram o método colorimétrico mais empregado
atualmente para a determinacdo da atividade da AChE. Este método foi desenvolvido pela
combinacdo dos conhecimentos divulgados por Koelle (1951) e Ellman (1961), onde neste
ultimo ¢ usado o acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzdico) [DTNB], chamado reagente de Ellman,
na quantificacdo de compostos de enxofre em tecidos celulares (ELLMAN, 1961). O método
de Ellman é baseado na taxa de hidrélise da acetiltiocolina (ACTI) pela AChE originando a
tiocolina, que reage com o anion carboxilato do DTNB, formando o 2-nitrobenzoato 5-
mercaptotiocolina e um anion de coloragcdo amarela, o 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoato, que é
quantificado espectrofotometricamente.

A medida da atividade da AChE pode ser realizada segundo o método de Ellman (1961)
modificado por Ingkaninan e colaboradores (2001) para cromatografia em camada delgada
(CCD). O principio desse método é a medida da razdo de producgdo de tiocolina, quando o
substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) é hidrolisado pela AChE. A tiocolina ao reagir com
o acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) produz o &nion de coloracdo amarelado, 5-tio-2-
nitrobenzoato (Figura 1.12). A razdo da producdo da cor amarela &€ medida em
espectrofotdbmetro (412 nm) ou é visualizada em cromatografia de camada delgada (CCD),
através de manchas brancas em um campo amarelo. A doenca de Alzheimer encontra-se

relacionada com a diminuic¢do do neurotransmissor acetilcolina.
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Figura 1.12: Formacéo do anion amarelo do 5-tio-2-nitrobenzoato resultado da reacdo entre a

tiocolina e o ion 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoato.
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o0C DTNB COO

&)
/\/ N(CHz)s o
O,N S—s s NO,

-00C CoO-

2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina
Fonte: Adaptado de FEITOSA et al., 2015.
1.4 CICLODEXTRINAS (CD’S)

As ciclodextrinas (CD’s) sdo oligossacarideos ciclicos de origem natural, também
conhecidas como cicloamilose ou cicloglucanos, formados por um nimero variavel de unidades
de D-(+)-glicopiranose unidas por ligagdes glicosidicas a (1,4) (Figura 1.13), obtidas por agado
da enzima ciclodextrina-a-glicosiltransferase (CGTase), sobre o amido pelo microorganismo
Bacillus macerans (SZEJTLI, 1994). As ciclodextrinas naturais mais comuns apresentam seis,
sete ou oito unidades de D-(+)-glicopiranose unidas por liga¢des a (1,4) denominadas o (alfa),
B (beta) e y (gama)-ciclodextrinas, respectivamente, formando os macrociclos demonstrados na
Figura 1.14.
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Figura 1.13: Molécula da a-D-glucopiranose na conformacao cadeira com as posi¢oes dos
carbonos 1 e 4 indicadas pelas setas.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 1.14: Estruturas das ciclodextrinas naturais: a-CD; f-CD e y-CD.

OH

OH

Fonte: NASCIMENTO, 2013.

Estas moléculas sdo conhecidas desde finais do século XIX, tendo sido isoladas pela
primeira vez por Villiers em 1891 como produtos da degradacdo do amido por Bacillus
macerans, cultivados em meio rico em amilose. Contudo, no inicio do século XX, foi Frank
Schardinger que realizou o preparo, o isolamento, a caracterizacdo e a determinacdo das
estruturas dessas substancias como sendo mistura de oligossacarideos ciclicos, contendo um
minimo de 6 e um maximo de 12 unidades de D-(+)-glicopiranose (em conformacao de cadeira)
unidas por ligagdo a-(1,4). As ciclodextrinas também sdo conhecidas na literatura por dextrinas
de Schardinger (DUCHENE et al., 1999), além de outras denominagdes. Apos trés décadas sem
avancos significativos, Freudenberg e colaboradores descreveram as CD’s como compostos
macrociclicos constituidos de unidades glicopiranosideos conectadas atraves de ligacéo
glicosidica a-(1,4) (WENZ, 1994).

Em meados do século XX, French e Freudenberg ampliaram o conhecimento sobre as

CD’s no que se refere a sua produgdo enzimatica, fracionamento e a caracterizagdo de suas
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propriedades (WENZ, 1994). Paralelamente Cramer, Saenger e outros pesquisadores
enfatizaram os estudos dessas substancias na formagao de complexos de inclusdo entre as CD’s
e moléculas hospedes (WENZ, 1994).

Por volta de 1975 as ciclodextrinas naturais ja tinham sido caracterizadas estrutural e
quimicamente e adicionalmente muitos complexos tinham sido estudados. Nesse sentido,
devido & capacidade de complexacdo, ao baixo custo ¢ as inimeras vantagens que as CD’s
apresentam houve um grande avango no desenvolvimento de novas tecnologias para sua

producéo e aplicacao.
1.4.1 Estrutura e propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas

As ciclodextrinas sdo moléculas cristalinas, homogéneas, ndo higroscopicas que
apresentam estrutura tronco-conica (Figura 1.15). Elas se caracterizam por possuirem cavidade
de natureza apolar, devido a formacéo de um anel de grupos C-H (C3), de um anel composto
por atomos de oxigénio glicosidicos e, também, de um outro anel de grupos C-H do carbono
C5, que contrasta com o exterior hidrofilico.

As unidades glicopiranosidicas apresentam a conformacdo C1, estando 0s grupos
hidroxilas (OH) secundarios ligados aos atomos de carbono C2 e C3 localizados ao redor da
abertura maior da cavidade enquanto que os grupos OH primarios, mais reativos, ligados aos
atomos de carbono C6, ao redor da abertura menor e opostos aos grupos hidroxilas secundarios.
A cavidade ¢ delimitada pelos atomos de hidrogénio e pelas ligacGes de oxigénio glicosidicas.
Os pares de elétrons ndo-ligantes do oxigénio estdo direcionados para o interior da cavidade,
produzindo alta densidade eletrdnica resultando num ambiente com caracteristica de base de
Lewis (SZEJTLI, 1998).

Figura 1.15: Estruturas tronco-conicas das ciclodextrinas naturais.
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Os grupos hidroxilas posicionados externamente conferem caracteristicas hidrofilicas
as CD’s tornando-as mais solUveis em &gua e insoluveis na maioria dos solventes organicos. O
interior da cavidade é constituido por dois anéis de grupos C-H e por um anel de atomos de
oxigénio glicosidicos conferindo ao seu interior caracteristicas hidrofobicas, onde as moléculas
hospedes ou parte delas sdo encapsuladas, conferindo propriedades fisico-quimicas Unicas,
sendo capazes de solubilizar-se em meio aquoso e a0 mesmo tempo encapsular no interior da
sua cavidade, moléculas hidrofobicas (BRITTO et al., 2004; BREWSTER; LOFTSSON, 2007;
CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007; OLIVEIRA et al., 2009)

Os membros mais comuns da familia das ciclodextrinas sdo os de seis, sete e oito
unidades de D-(+)-glicopiranose. Por razdes estereoquimicas, membros com menor nimero de
unidades ndo se formam e ciclodextrinas com mais de oito unidades de D-(+)-glicopiranose ndo
parecem apresentar grande interesse, apesar de existirem estudos sobre as propriedades fisico-
quimicas e a capacidade em formar complexos de inclusdo da é-ciclodextrina, 0 homélogo com
nove unidades de D-(+)-glicopiranose (SZEJTLI, 1994; MIYAZAWA et al., 1995).

A cavidade das ciclodextrinas pode acomodar moléculas, ou parte de moléculas, no seu
interior, sem que haja o estabelecimento de ligacdes covalentes entre as duas entidades. A este
fendmeno denomina-se complexacdo e pode ocorrer quer em solucdo, quer no estado solido
(SALTAO; VEIGA, 2001). Cada CD tem a sua propria capacidade de formar complexos de
inclusdo com substancias especificas, uma habilidade que depende de um bom ajuste da
molécula hdspede na cavidade hidrofobica da ciclodextrina (UEKAMA et al., 1998). A
solubilidade das ciclodextrinas, em agua, apresenta uma tendéncia irregular, crescente na
ordem: B-CD, a-CD e y-CD, sendo a B-CD uma ordem de grandeza menos sollvel que as
demais (EGIDIO, 2005). Algumas propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas encontram-

se enumeradas na Tabela 1.4.

Tabela 1.4: Propriedades fisico-quimica das ciclodextrinas naturais.

a-CD p-CD y-CD 6-CD
N° unidades glicose 6 7 8 9
Massa molecular (g/mol) 972 1135 1297 1459
Sol. aquosa (g/100 mL a 25 °C)? 14,5 1,85 23,2 8,19
Diametro da cavidade (A)? 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3 10,3-11.2
Altura (A) 6,7 7,0 7,0 7,0
Volume da cavidade (A3) 174 262 427 -
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Forma dos cristais laminas  paralelogramas prismas -

hexagonais  monoclinicos  quadraticos

PKa 12,332 12,202 12,081 -
Ponto de fusdo (°C) 275 280 275 -
Tenséo superficial (nM/m)? 73 73 73 72
Vel. hidroélise &cida (h1)? 0,11 0,13 0,23 0,63

Fonte: Adaptado de SZEJTLI, 1994; @ MIYAZAWA et al.,1995.

O tamanho da cavidade aumenta com o aumento do nimero das unidades de D-(+)-
glicopiranose, no entanto, a altura permanece constante em 6,7-7,0 A. Apesar desta aparente
tendéncia no aumento do tamanho na série de a-CD, B-CD e y-CD, a solubilidade ndo segue
esta ordem. A B-CD ¢é consideravelmente a que tem menor solubilidade aquosa (Tabela 1.4).
Essa baixa solubilidade pode ser causada pela formacgéo de ligacdes de hidrogénio entre os
grupos OH secundarios ligados aos atomos de carbono C2 e C3 levando a rigidez da estrutura.
Na molécula de a-CD uma unidade de D-(+)-glicopiranose estd numa posicdo distorcida,
portanto somente 4 das 6 possiveis ligacdes de hidrogénio sdo estabelecidas. Por outro lado, as
unidades de D-(+)-glicopiranose na molécula de y-CD ndo sdo coplanares, com a estrutura de
sua molécula sendo mais flexivel e por consequéncia é mais solivel (WENZ, 1994).

O tamanho da cavidade constitui o fator determinante através dos quais as CD’s sdo
usadas para complexar outras moléculas. Se a molécula hospede tiver dimensdes maiores que
as da cavidade da CD, ela ndo consegue entrar completamente na cavidade e, por outro lado, se
tiver tamanho muito pequeno, ela acaba por passar pela cavidade sem ser complexada. O
hospede e o0 hospedeiro podem se associar sem quaisquer interacdes especificas, sendo o
processo determinado pela forma, isto é, pela estrutura e pelo tamanho da molécula a ser
inserida. A molécula de a-CD apresenta menor cavidade sendo por consequéncia incapaz de
acomodar moléculas grandes, ao contrario do que ocorre com a 3-CD e y-CD. A B-CD possui
cavidade com tamanho adequado para conter uma ou duas moléculas de um grande numero de
substancias com atividades farmacoldgicas (MACEDO, 2010). Razéo pela qual ela é uma das
mais utilizadas no processo de encapsulamento de farmacos.

As vantagens de utilizagdo das CD’s para entrega de farmacos sdo: aumenta a
biodisponibilidade; aumenta a solubilidade; aumenta a estabilidade através da encapsulagéo;
aumenta a eficacia e indice terapéutico; reduz a toxicidade; diminui os efeitos colaterais

adversos e melhora os efeitos farmacocinéticos (UEKAMA et al., 1998).
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Diversos fatores determinam o tipo e a natureza da CD necesséria para um tratamento
terapéutico especifico, ou seja, para cada farmaco é possivel utilizar uma CD mais adequada.
As variaveis que auxiliam nessa escolha sdo: natureza quimica do farmaco; tamanho da
cavidade; solubilidade; facilidade de preparacéo; possibilidade de co-encapsulacao e eficiéncia
de encapsulacdo (MACEDO, 2010).

1.4.2 Derivados das ciclodextrinas

As CD’s naturais apresentam algumas limitagdes quer devido a sua baixa solubilidade
aquosa e em solventes organicos, quer a toxicidade que apresentam quando utilizadas em
preparacOes parenterais. As caracteristicas de inclusdo das CD’s naturais podem ser
modificadas pela introducdo de substituintes nos grupos hidroxilas disponiveis. As alteracfes
na estrutura das CD’s, em geral, s30 realizadas pela substituicdo dos grupos hidroxilas priméarios
(OH®6) e/ou nos grupos hidroxilas secundarios (OH2 e OH3) (Figura 1.16) por diversos grupos
funcionais, sendo classificadas em derivados hidrofilicos (grupos metil e hidroxipropil),
hidrofobicos (grupos acetil e etil), anfifilicas (estruturas de micelas) e derivados i6nicos
(sulfobutilo-éter) (UEKAMA et al, 1998; VEIGA et al, 2006).

A dimetil-p-ciclodextrina normalmente apresenta melhores caracteristicas de incluséo,
especialmente no que diz respeito a dimensdo da cavidade apolar, do que a B-ciclodextrina. 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 (UEKAMA,; OTAGIRI, 1987). Se atendermos a ciclodextrina natural mais usada
(B-CD) o elevado numero de grupos hidroxila que possui (sete primarios e quatorze
secundarios) sdo potenciais pontos de reacdo, que permitem produzir modificacdes estruturais
funcionalizando o anel macrociclico. Surge, assim, grande variedade de estruturas adaptadas ao
desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos (DUCHENE; WOUESSIDJEWE, 1996;
HIRAYAMA; UEKAMA, 1999).

Com o intuito do aprimoramento das propriedades fisico-quimicas e capacidade de
inclusdo das ciclodextrinas naturais como novos veiculos de farmacos, recentemente, varios
tipos de derivados semi-sintéticos de ciclodextrinas foram elaborados, utilizando como ponto
de partida as CD’s naturais, com elevada capacidade de reconhecimento molecular e
solubilidade aquosa, como a hidroxi-propil-CD (HP-CD), a sulfo-butil-éter-CD (SB-CD) e a
metil-CD randomizada (RMCD), ampliando suas possibilidades de utilizagdo (UEKAMA et
al., 1998; CUNHA-FILHO; SA BARRETO, 2007).
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Figura 1.16: Sitios de modificacdo mais frequentes na p-CD.

Fonte: Arquivo pessoal.

Entre as CD’s, a B-CD é amplamente a mais utilizada devido ao tamanho adequado de
sua cavidade para a maior gama de medicamentos, com pesos moleculares entre 200 e 800 g
mol? e, também, devido a sua pronta disponibilidade e preco razodvel. Todavia a baixa
solubilidade aquosa e nefrotoxicidade limitam a utilizacdo da B-CD especialmente por via
parentérica, sendo restrita a concentracfes bastante baixas (CHALLA et al., 2005; CUNHA-
FILHO; SA-BARRETO, 2007).

1.5 COMPLEXO DE INCLUSAO (CI)

Os complexos de inclusdo sdo compostos moleculares com a estrutura caracteristica de
um aduto, em que uma substancia (hospedeira) permite a insercdo de uma outra substancia
(hospede) em sua cavidade (SALTAO; VEIGA, 2001). As CD’s apresentam-s€ COMO
potenciais candidatas a formagdo de complexos de inclusdo (Figura 1.17), uma vez que as
mesmas possuem uma cavidade para o efetivo processo. Como caracteristica principal, 0s
complexos moleculares possuem um carater dindmico na sua formacao. Todavia, ha fatores que
condicionam a formacdo de CI. O fator mais importante para a formacdo do Cl é a
compatibilidade geométrica, isto €, 0 requisito minimo necessario para que se forme o

complexo e a compatibilidade de tamanhos e a geometria entre a cavidade da CD e da molécula
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hospede. Esta compatibilidade de tamanhos pode ndo corresponder & totalidade da molécula a
ser incluida. Existem casos em que apenas uma parte da estrutura do héspede fica incluido na
cavidade. A polaridade desse fragmento é um fator determinante da formacéo do complexo de
inclusdo. Temos, ainda, de considerar o carater hidrofobico da molécula hdspede (UEKAMA;
OTAGIRI, 1987).

Figura 1.17: Possivel formacdo de complexo de inclusdo entre um farmaco com CD.

‘[ { '-..;'

farmaco + CD farmaco-CD

As forgas envolvidas no processo de formacdo dos complexos sdo, ainda, objeto de
discussdo na comunidade cientifica. Sabe-se que ndo se trata apenas de interacdo apolar
classica. Estdo envolvidas forcas de Van de Walls, ligacdes de hidrogénio, interacGes
hidrofobicas e alguns autores apontam, também, a liberacdo de energia devido a substitui¢éo
de moléculas de agua por outras menos polares e devido a alteragdes conformacionais, que
contribuem para a formacéo e estabilizacdo do complexo (ANGUIANO-IGEA, 1992).

Interaces eletrostaticas, forcas de Van der Waals, interac6es hidrofdbicas, ligacdes de
hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo, transferéncias de cargas e efeitos estéreos também
contribuem para formacdo e estabilizacdo dos complexos de inclusdo. De uma forma
generalizada, nenhuma interacdo fraca individualmente é capaz de levar a interacdo especifica
de duas moléculas e tal fato somente pode ocorrer através da cooperacdo de diversas interacdes
fracas simultaneas. Desta forma, as moléculas interagem umas com as outras a medida que séo
influenciadas por forcas decorrentes das caracteristicas proprias de cada substancia. Ocorre
entdo, um fenbmeno complexo de interacdo molecular, uma vez que cada interacao corresponde
aum conjunto de forcas distintas (VENTURINI et al., 2008). Na Figura 1.18 mostra a formagéo

de complexos farmaco-ciclodextrina com estequiometria 1:1 e 1:2.
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Figura 1.18: Formacdo de complexos CD-farmaco com estequiometria 1:1 (A) e 2:1 (B).

(A) X —
Farmaco Farmaco:CD
(1:1)
(B) *
Farmaco Farmaco:CD
(1:2)

Fonte: Adaptado de NASCIMENTO, 2013.

As propriedades fisico-quimicas dos farmacos e das CD’s na forma livre sdo diferentes
daquelas apresentadas quando estdo complexados; a molécula hospede (fa&rmaco) experimenta
mudancas nas propriedades fisico-quimicas quando é incorporada a cavidade da CD, por isso é
importante a caracterizacao do produto obtido a fim de confirmar a formacéo do Cl e determinar
suas propriedades (SINGH et at., 2010). Com base nisso, qualquer metodologia que tenha
sensibilidade suficiente para medir estas diferencas pode ser utilizada para caracterizar estes
complexos sob diferentes pontos de vista, permitindo direcionar os fendmenos de inclusdo de
acordo com as necessidades. Os CI's formados entre moléculas hospedes e ciclodextrinas
podem ser caracterizados tanto no estado sélido, quanto em solugéo, a partir de técnicas que se
complementam para elucidar as propriedades do novo composto (CUNHA-FILHO; SA-
BARRETO, 2007; SINGH et al., 2010).

No estado solido, o Cl pode ser caracterizado a partir de analise térmica; microscopia
eletronica de varredura; difracdo de raios X; teste de dissolucdo e espectroscopia no
infravermelho. Porém, no estado liquido, técnicas eletroquimicas; diagrama de solubilidade de
fases; métodos espectroscopicos; ressonancia magnética nuclear (RMN) e microcalorimetria
sdo mais utilizadas (MEIRELLES, 2012).

A associacdo do farmaco a ciclodextrina (Figura 1.19) é governada por uma constante
de estabilidade aparente (Km:n) em que F, CD e FCD representam, respectivamente, a

molécula hospede, a ciclodextrina e o complexo de inclusdo; x é a concentragdo molar do
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complexo e a e b sdo as concentra¢des iniciais da molécula héspede e da ciclodextrina,
respectivamente; m representa a quantidade de molécula hdspede e n representa quantidade de

ciclodextrina.

Figura 1.19: Esquema da formacdo de um complexo de incluséo farmaco:ciclodextrina com

uma estequeometria de 1:1 e equacdo geral do equilibrio descrito.

+ - e
CD F
Km:n
m.F + n.CD S FCD
a- mx b -nx X
X

Km:n=
(a—mx)" .(b — nx)*

Fonte: Adaptado de SALTAOQ; VEIGA, 2001.

A constante de estabilidade aparente assim definida funciona como um indice de
alteracdo das propriedades fisico-quimicas de um composto apds a inclusdo. O método mais
usado para a deteccdo da formacdo de complexos em solucdo € o método da solubilidade de
fases descrito por Higuchi e Connors (1965).

1.6 DIAGRAMA DE SOLUBILIDADE DE FASES

O diagrama de solubilidade de fases €¢ uma técnica classica para verificacdo da formacao
do complexo de incluséo, a partir da constante de estabilidade aparente e de sua estequiometria.
Esta técnica foi desenvolvida e interpretada por Higuchi e Connors (1965), sendo uma
abordagem bastante utilizada, pois permite avaliar os diferentes comportamentos dos farmacos

adicionados em excesso a volumes fixos de solucdes aquosa de ciclodextrinas em concentragdes
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crescentes, permitindo obter a constante de estabilidade aparente (K) e a estequiometria de
formagdo do complexo, a partir da solubilidade intrinseca do substrato (So), € a inclinacdo da
reta resultante do diagrama de solubilidade; podendo ser classificados em dois tipos: A e B
como pode ser observado na Figura 1.20 (LYRA et al., 2010; MEIRELLES, 2012).

Figura 1.20: Tipos de diagramas de solubilidade de fases obtidos a partir da complexacao de

farmacos com ciclodextrinas.
Estequiometria
— Farmaco:CD (1:>1)

Estequiometria
Farmaco:CD (1:1)

—+ Estequiometria
Farmaco:CD (1:<1)

Concentracdo
maxima/equilibrio

[FARMACO]
5

[CICLODEXTRINA]
Fonte: Adaptado de MEIRELLES, 2012.

No sistema A, ocorre um aumento gradual da solubilidade do farmaco em funcéo da
concentragéo de ciclodextrina, com subtipos Ar, Ap e An, de acordo com o perfil de inclinagdo
da reta. Complexo de tipo AL apresenta estequiometria 1:1 e tem solubilidade do farmaco
aumentada em funcdo do aumento da concentracao de CD, ao passo que, complexos dos tipos
Ap e An possuem estequiometria maior e menor que 1, respectivamente, em relacdo a CD, haja
Vvisto que as suas retas sofrem desvios, caracterizando a maior ou menor solubilidade do
complexo em relacdo ao farmaco livre (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LYRA et al., 2010).

Por outro lado, o sistema B representa complexo cuja solubilidade aquosa € limitada,
subdividindo-se em dois tipos Bse Bi. O complexo tipo Bs apresenta um incremento inicial de
solubilidade, seguido por um equilibrio e, ao atingir o limite de solubilidade, precipita-se. O
outro complexo, Bj, ndo possui solubilidade diferente do farmaco livre, mantendo o equilibrio
até que inicie a precipitacdo do complexo formado (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LYRA
et al., 2010).
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1.7 TECNICAS DE PREPARACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO

Sao utilizados diversos métodos na obtengao dos complexos de inclusao com CD’s, pois
cada substancia a ser complexada na cavidade da ciclodextrina tem suas caracteristicas proprias,
as quais devem ser observadas para determinar a melhor metodologia. A preparacdo de
complexo de inclusdo é bastante simples. O procedimento mais comumente utilizado ¢ agitar
ou misturar a CD numa solucdo aquosa (fria ou quente; neutra, alcalina ou cida) contendo a
molécula a ser inserida (SZEJTLI, 1998).

Sdo diversos os metodos de preparacdo dos complexos de inclusdo, dentre eles as
técnicas de mistura fisica; evaporacdo; co-precipitacdo; precipitacdo por neutralizacdo;
malaxagem; atomizacdo; co-evaporacdo do solvente; liofilizacdo; irradiacdo de microondas; e
anti-solvente supercritico (MEIRELLES, 2012).

De acordo com Uekama e colaboradores (1998) os métodos mais utilizados para
obtenc¢éo de CI com ciclodextrinas séo:

1) Co-precipitacdo — neste método adiciona uma solu¢éo do convidado (farmaco) a uma solugéo
aquosa de CD. Caso seja preciso utilizar um solvente diferente da agua para solubilizar a
molécula convidada, deve-se escolher um solvente que seja sollvel na dgua. A mistura é entdo
agitada até atingir o equilibrio e o complexo sélido é obtido por evaporacdo a vacuo ou por
liofilizac&o.

2) Suspensdo — neste método o convidado sélido € adicionado a uma solugdo aquosa de CD
formando uma suspensao, a qual ¢é agitada vigorosamente e filtrada. O complexo solubilizado
na solucdo obtida (filtrado) € coletado também por evaporacao a vacuo ou por liofilizacao.

3) Empastagem (Kneading) — assim como na suspensao, nesta técnica o convidado sélido
adicionado a uma mistura de solucdo aquosa de CD. Entretanto, € utilizada somente 0,5 parte
de &gua por parte de CD. O complexo sélido pode ser removido sob vacuo ou por aquecimento.
4) Moagem conjunta ou malaxagem (Grinding) — nesse método misturam-se a CD e a molécula
convidada no estado sélido, as quais sao trituradas vigorosamente por um determinado tempo

na presenca de uma pequena quantidade de agua até que a mistura se torne po.
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ELABORACAO E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE
INCLUSAO ENTRE B-CICLODEXTRINAE O
ANTICOLINESTERASICO 2-OLEIL-1,3-DIPALMITOIL-GLICEROL
EXTRAIDO DAS SEMENTES DE Platonia insignis MART.

Antonio do Nascimento Cavalcante, Felipe Pereira da Silva Santos, Ana Paula Rodrigues de Sousa,
Ronaldo dos Santos Sousa Junior, Alexandre Araujo de Souza, Bernardo Ferreira Pinto, Cristiany
Marinho Araujo, Khaled Rashed e Chistiane Mendes Feitosa

ABSTRACT

Platonia insignis is a plant of the family Clusiaceae, commonly known as bacurizeiro. The
grease extracted from its seeds presents a chemical composition with high content of fatty acids;
being widely used in folk medicine for the treatment of several diseases such as skin problems,
cicatrizing and anti-inflammatory activity, also possessing antioxidant activity, thus presenting
a possible protective action against the development of neurodegenerative processes such as
Alzeimer's disease (AD), which is a neurodegenerative disorder, which initially affects memory
capacity and reasoning. AD is associated with deficits of brain neurotransmitters such as
acetylcholine, neurodrenaline and serotonin. The treatment of AD is symptomatic and consists
in the reestablishment of cholinergic function. In this restorative process, elevation of
acetylcholine neurotransmitter levels may be useful to improve one of the signs of disease,
which is learning disability. Inhibition of acetylcholinesterase (AChE), a key enzyme in the
degradation of acetylcholine, is believed to increase the concentration of acetylcholine at the
synapses, thus serving as a strategy for the treatment of this disease. The substance, 2-oleyl-
1,3-dipalmitoyl-glycerol (ODG), was isolated from the hexanic extract of P. insignis Mart
seeds, whose in vitro tests showed significant inhibition of the enzyme acetylcholinesterase.
However, ODG has low solubility in water, in order to increase its solubility the inclusion
complex between ODG and B-cyclodextrin (B-CD). The purpose of this study was to prepare,
characterize and evaluate the solubility and dissolution rate of the inclusion complex of ODG
with B-CD. The inclusion complex was obtained by solubilization followed by lyophilization
and characterized by infrared spectroscopy (IR), differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetry (TG), scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and
hydrogen nuclear magnetic resonance (*H NMR), in addition, the phase solubility isotherm and

dissolution tests. The physical mixing between the components was prepared for comparison
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with the inclusion complex. The results of IR, DSC, TG, SEM, XRD and *H NMR suggested
the formation of the inclusion complex between ODG and B-CD. According to *H NMR data it
was possible to predict that ODG was encapsulated by the wider side of the B-CD cavity. The
phase solubility isotherm made it possible to determine the apparent stability constant (K =
339.38 L mol™?), the inclusion efficiency (El = 57.82%) and molar stoichiometry (1:1) between
ODG and B-CD. The dissolution rate and solubility of the inclusion complex were significantly
improved as compared to the pure drug. Therefore, the use of ODG-B-CD can effectively
improve the solubility and dissolution rate of free ODG, being a promising approach to promote

its clinical application.
Keywords: Acetylcholinesterase. Bacurizeiro. Solubility. Inhibition. Internal cavity.

2.1 INTRODUCAO

O bacurizeiro é uma espécie vegetal que pertence a familia Clusiaceae, subfamilia
Clusioideae, género Platonia e espécie Platonia insignis Mart. (BRAGA, 1976). A familia
Clusiaceae é composta ao menos por 1000 espécies e 47 géneros distribuidos em regides de
clima tropical e subtropical da Terra. A termologia Platonia é um atributo a Platdo, fil6sofo
grego, e insignis, significa notavel, insigne, importante, grande, ou seja, aquilo que chama
bastante atencédo, em referéncia a estrutura fisica e a utilidade da planta, bem como, ao tamanho,
sabor e aroma do fruto (BARROSO et al., 2002; MOURA et al., 2007).

P. insignis é oriunda da regido amazonica do Brasil e Guiana, sendo também encontrada
na Colébmbia e no Paraguai, sempre ocorrendo em areas abertas de vegetacao rasteira, clareiras
e, principalmente, em vegetacdo secundaria, sendo raramente encontrada em floresta primaria
densa (CAVALCANTE, 1988; MOURAO; BELTRATI, 1995; CHITARRA; CHITARRA,
2005; FONTENELE et al., 2005;). O bacuri, fruto obtido a partir da P. insignis é grande,
arredondado, com casca grossa possuindo coloracdo amarelada e dentro dela contém a polpa,
de coloracdo esbranquicada, viscosa apresentando odores e sabores bastante agradaveis
(FONTENELE et al., 2005).

Espécies pertencentes a familia Clusiaceae sdo importantes plantas medicinais bastante
utilizadas na medicina popular brasileira, principalmente para o tratamento de eczemas, herpes,
doencas gastrointestinais, dermatite, esquistossomose, leishmaniose e malaria. Estudos
envolvendo as propriedades bioldgico-farmacologicas dessa familia podem ser observados na

literatura sendo que a maior parte desses estudos se concentram, sobretudo, nos extratos
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vegetais de suas sementes. Os extratos tém demonstrado atividade farmacoldgica importante
como: anti-inflamatoria, antimalérico, anti-hipertensivas, antidiabéticas, imunomoduladora-
respiratorias, antiviral, antitumoral, antidepressivos, antialérgicos, efeitos antimutagénico e
antioxidante (BILANDA et al., 2010; COSTA JUNIOR et al., 2013a).

A “banha de bacuri”, extraida das sementes, comumente é usada na medicina popular
como cicatrizante de queimaduras e no tratamento de doencas dermatoldgicas (AGRA et al.,
2007). Em ensaios in vivo a banha demostrou um grande potencial para acelerar a cicatrizacao
de feridas de pele em ratos (SANTOS et al., 2013; FEITOSA et al., 2016). Propriedade
antioxidante in vitro do bacuri vem sendo comumente reportada, através do sequestro de
radicais livres. Apresentando, assim, uma possivel acdo protetora contra o desenvolvimento de
processos degenerativos associados com varios tipos de doengas (RUFINO et al., 2010;
VIEIRA et al., 2011; COSTA JUNIOR et al., 2013a), como a doenca de Alzeimer (DA), que é
uma patologia neurodegenerativas, que atinge inicialmente a memoria e a capacidade de
raciocinio.

DA estd associada a déficits de neurotransmissores cerebrais, como acetilcolina,
neurodrenalina e a serotonina. O seu tratamento é sintomatico e consiste na restauracdo da
funcdo colinérgica. Nesse processo de restauracao, a elevacdo nos niveis do neurotransmissor
acetilcolina poderia ser atil para melhorar um dos sinais da doenca, a deficiéncia de
aprendizagem (PERRY, 1986). Acredita-se que a inibigdo da enzima, acetilcolinesterase
(AChE), enzima chave na degradacdo da acetilcolina, aumente a concentracao de acetilcolina
nas sinapses servindo como uma estratégia para o tratamento de varias doencas
neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer. Os inibidores sintetizados desta enzima,
geralmente, tm efeitos prejudiciais: a tacrina (Cognex®) é hepatotdxica; a rivastigmina
(Exelon®) apresenta efeitos colaterais indesejaveis, como nausea, vomito, diarreia, perda de
apetite, tontura e tremor, e a fisostigmina (Synapton®) é moderamente eficaz em seres humanos
(FEITOSA et al., 2015a).

Neste contexto, torna-se crescente a busca de novos inibidores da AChE presentes em
produtos naturais, como os extraidos de P. insignis, que apresentem menos efeitos colaterais
gue os inibidores sintéticos e que possam ser utilizados futuramente como fitoterapicos. Um
desses inibidores naturais € o composto semissolido, 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG),
Figura 2.1, extraido das sementes da P. insignis & sollvel em solventes apolares e
praticamenteinsolivel em agua. Ndo havendo, portanto, relatos na literatura sobre as suas
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas, justificando assim, a necessidade da realizacdo

desse estudo.
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Figura 2.1: Estrutura da substancia 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Farmacos pouco sollveis em agua, geralmente manifestam comportamento in vivo
inferior aqueles de maior solubilidade, como baixa biodisponibilidade, maior influéncia do
estado alimentar, maior variabilidade interpaciente e liberacdo incompleta das formas
farmacéuticas (SPRICIGO et al., 2007). Dessa forma, farmacos pouco solUveis em agua, como
a substancia ODG, apresentam, em geral, problemas de biodisponibilidade, sendo a dissolugéo
o fator limitante para a absor¢do dos mesmos dentro do organismo (AMIDON, 1995). Dentre
as técnicas empregadas para aumentar a dissolucdo e, consequentemente, a biodisponibilidade
destaca-se 0 emprego da complexacdo de farmacos com ciclodextrinas — CD’s (LIU, 2000;
DAVIS; BREWSTER, 2004). Segundo Aguiar e colaboradores (2014) a baixa solubilidade de
farmacos em agua e outras propriedades indesejaveis podem ser melhoradas através da
formagao do complexo de inclusdo com B-ciclodextrina (B-CD).

As CD’s sédo oligossacarideos ciclicos resultantes da hidrolise enziméatica do amido por
alguns microorganismos (LOFTSSON; MASSON, 2001). As trés ciclodextrinas naturais sio
chamadas de alfa (a-CD), beta (B-CD) ¢ gama (y-CD), constituidas, respectivamente, por seis,
sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose unidas por liga¢des glicosidicas a-1,4 (FRACETO
et al., 2007), como pode-se observar na estrutura da B-CD representada na Figura 2.2.

As CD’s apresentam conformacao espacial com tronco de forma cénico, apresentando
grupos hidroxilas (OH) primarios e secundarios voltados para a face externa, conferindo um
carater hidrofilico para a superficie exterior, enquanto que a cavidade interna da molécula é

ligeiramente hidrofobica, ou seja, as CD’s possuem a parte externa hidrofilica e uma cavidade
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interna um pouco hidrofébica (AGUIAR et al., 2014), esta cavidade permite as CD’s
encapsularem moléculas que apresentem dimensdes e geometria compativeis, alterando as
propriedades fisico-quimicas dessas moléculas, como, solubilidade em agua, estabilidade e
biodisponibilidade (MATIOLI, 2000). Dentre as CD’s naturais a B-CD ¢é a mais utilizada, pois
sua cavidade pode hospedar moléculas de massa molecular entre 100 e 400 g mol™, faixa de
massa molecular da maioria das moléculas de interesse (REINECCIUS et al., 2005; VEIGA et
al., 2006; WANG et al., 2011). Além disso, 0 preco razoavel da B-CD também propicia seu
frequente uso (WANG et al.,, 2011) assim como tendo maior disponibilidade comercial
(SPRICIGO et al., 2008).

Figura 2.2: Representacdo esquematica da B-CD.
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Fonte: Arquivo pessoal.

As CD’s naturais sdo relativamente solUveis em agua e possuem a capacidade de formar
complexos de inclusdo reversiveis com moléculas apolares, incrementando de forma bastante
significativa sua solubilidade em meio aquoso (VEIGA et al., 2006). Os oligossacarideos
ciclicos sdo carreadores de farmacos, levando as moléculas em solucdo e mantendo-as
dissolvidas (GRILLO et al., 2008). De acordo com Spricigo e colaboradores (2007) a formagéo
de complexo de inclusdo entre farmacos e CD’s estdo entre as técnicas mais vantajosas e
eficientes quando se busca melhorias nas propriedades de dissolugédo e biodisponibilidade de
farmacos pouco soltveis em agua. Como € o caso, em estudo, da substancia ODG.

Apesar do grande numero de trabalhos na literatura desenvolvidos na linha de pesquisas
de compostos de inclusio com CD’s, ndao existem nenhum estudo envolvendo o
encapsulamento de compostos extraidos das sementes de P. insignis com $-CD. Nesse contexto,

este trabalho teve como objetivo preparar e caracterizar o complexo de inclusdo entre a
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substancia anticolinesterasica 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol e beta-ciclodextrina, utilizando
para caracterizacdo fisico-quimica, métodos espectrofotométricos, andlises térmicas,
difratometria, microscopia eletrénica de varredura, testes de dissolugéo ou liberacao in vitro e
estudos do perfil de solubilidade a fim de comparar os efeitos da complexacao nas propriedades
fisico-quimicas do composto na auséncia e na presenca da p-CD.

Além disso, este trabalho de caracterizagdo do complexo, torna-se importante para
estudos futuros in vitro e in vivo, possibilitando gerar um potencial alternativa para o tratamento

de doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer.

2.2 PARTE EXPERIMENTAL

2.2.1 Extracdo da banha das sementes da espécie Platonia insignis

Foram coletadas na cidade de Agua Branca — Pl (BRA) cerca de 1,0 kg de frutos da
espécie Platonia insignis. As sementes foram entdo separadas dos frutos e apds secagem, a 50
°C numa estufa, foram trituradas e extraida com hexano em sistema Soxhlet (Figura 2.3). Uma
amostra representativa da espécie foi identificada com a numeracéo 27.164 e depositada no
Herbario Graziela Barroso localizado no Nucleo de Referéncia em Ciéncias Ambientais do
Tropico Ecotonal do Nordeste (TROPEN) da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Figura 2.3: Extracéo das sementes com hexano em sistema Soxhlet.

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.2.2 Preparagéo da coluna filtrante

O extrato concentrado das sementes de P. insignis (62,6283 g), previamente extraido
em sistema Soxhlet, foi feita a farofa (mistura) com silica gel e homogeneizada com auxilio de
um cadinho e pistilo. Posteriormente a farofa foi colocada sobre a silica gel com hexano dentro
do funil de decantacdo. Neste processo da coluna filtrante (Figura 2.4) foram usados os eluentes
puros: hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, respectivamente. Usando
300 mL de cada um desses solventes, em duplicata, com o objetivo de separar as fragdes. Foram
entdo obtidas duas fragdes de cada eluente com as seguintes massas: fracdo hexanica (HX1 =
7,0245 g e HX2 = 13,8984 q); fracdo diclorometanico (DM1 = 10,5576 g e DM2 = 2,1586 g);
fracéo cloroformica (CF1 = 6,6998 g e CF2 = 1,2770 g); fracéo acetato de etila (AC1 = 0,2866
ge AC2 =7,1859 g) e fracdo metandlica (ME1 = 0,0191 g e ME2 = 5,2711 g). Foram feitas a
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) das fragdes obtidas usando como eluente dicloro-
metano:acetato de etila (9:1), para observar o melhor perfil cromatografico. Foi usado como

revelador sulfato cérico Ce(SOa4). e posteriormente as placas foram aquecidas a 50 °C.

Figura 2.4: Coluna filtrante do extrato hexanico em funil de decantagao.

a”

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.2.3 Isolamento do composto 2-oleil-1,3-dimalpitoil-glicerol (ODG)

Cromatografia € uma técnica utilizada para analisar, identificar ou separar 0s
componentes de uma mistura. Esta técnica foi introduzida pelo pesquisador russo Michael
Tswett em 1906, quando separou a substancia clorofila a partir de uma mistura de pigmentos
de plantas, através de uma coluna cheia de carbonato de calcio em pd, fazendo a lavagem com
éter de petroleo. Conforme a amostra descia pela coluna, apareciam bandas separadas e cores
distintas (SILVA, 2009).

Os principais métodos cromatograficos sdo: cromatografia em papel (CP),
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE, em inglés: High Performance Liquid Chromatography HPLC) que é
um metodo de separacdo de compostos quimicos em solucdo. A selecdo do método a ser
empregado depende do material a ser utilizado (PEREZ et. al., 2002).

A cromatografia em camada delgada (CCD) € uma técnica simples e de execucdo
relativamente rapida. Na quimica organica, a CCD é utilizada, principalmente, como uma
ferramenta eficaz de analise qualitativa para avaliacdo da pureza de uma amostra simples,
avaliacdo do nimero de componentes de uma mistura, determinacdo da identidade de uma
amostra por comparagdo com um padrdo, identificagdo de uma ou mais substancias presentes
em uma mistura por comparacdo com padrdes, monitoramento do progresso de uma reagao
quimica, entre outras (SILVA, 2009).

A cromatografia liquida é comumente utilizada na purificacdo de compostos e/ou
classes de compostos. Envolve uma série de processos de separacdo que acontecem pela
passagem de uma mistura liquida contendo analitos, através de duas fases, uma estacionaria
(fixa) e outra movel, essa separacdo ocorre devido a interacdo de diferentes forcas
intermoleculares e quanto ao grau de solubilidade do analito (GUIDOLIN et al., 2011). A
cromatografia em coluna (CC) est& baseada no meio fisico em que a fase mével e a estacionéria
entram em contato. Nesse caso, a fase estacionéria € mantida dentro de um tubo estreito e a fase
movel é forcada a passar sob pressdo (SKOOG, 2002). A coluna pode ser um tubo simples,
aberto em ambas as extremidades, ou semelhante a uma bureta, com uma torneira na parte
inferior. O procedimento consiste em colocar a substancia a ser separada ou analisada na parte
superior da coluna e o eluente é vertido em seguida, em quantidade suficiente para promover a
separacao.

O movimento da fase movel resulta numa migragdo diferencial dos componentes da

amostra. O mecanismo envolvido nesta migragéo diferencial vai depender do tipo da fase movel
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e da fase estacionaria utilizada. Pela escolha apropriada da fase fixa e da fase mével, além de
outras varidveis, pode-se fazer com que 0s componentes da mistura sejam arrastados
ordenadamente. Aqueles que interagem pouco com a fase fixa sdo arrastados facilmente e
aqueles com maior interacao ficam mais retidos (SILVA, 2009).

A quarta fracdo da coluna filtrante (fracdo diclorometanico: DM2) pesando 2,1586 ¢
mostrou-se bem separada e promissora para se realizar a proxima coluna cromatogréfica.
Colocou-se um pouco de silica gel no frasco que continha a fracdo 4, chamada DM2, apés a
retirada de toda a massa, transferiu-se para um cadinho de porcelana para poder macerar com a
silica gel até obtengdo de uma “farofa” com aspecto uniforme. Apds o processo de
homogeneizacdo misturou-se silica gel com hexano e transferiu-se para uma coluna de
fracionamento com torneira de tal modo que a silica gel ficasse com 4 a 5 dedos da torneira de
coleta das fracbes (Figura 2.5). ApOs essa etapa despejou-se a farofa previamente
homogeneizada dentro da coluna sobre a fase de silica gel, posteriormente, colocou-se outra

camada de silica gel com a finalidade de evitar que a coluna “furasse” ao adicionar 0s eluentes.

Figura 2.5: Cromatografia em coluna na obtencdo do composto ODG.

Fonte: Arquivo pessoal.

Ap0s a preparacao desse sistema foram realizadas cromatografias em coluna com silica
gel usando os eluentes: hexano, diclometano, acetato de etila e metanol, respectivamente, puros
e em mistura binaria, aumentando a polaridade em 10%, com o objetivo de separar o composto
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quimico. A primeira coluna cromatografica realizada com o extrato inicial (2,1586 g) deu-se a
denominacdo de coluna FT-A, a qual deu origem 69 fracfes de 10 mL das quais avaliou-se o
grau de pureza em cromatografia de camada delgada (CCD). Das 69 fracGes obtidas, foram
reunidas das fracdes 15 a 24 com massa igual a 1,5330 g. Posteriormente efetuou-se uma
recromatografia em coluna dessa reunido, denominada de coluna FT-B. Da recromatografia da
coluna FT-B originou-se 45 fragdes. Dessas fragdes obtidas foram reunidas por similaridades
em CCD as fracbes 12 a 16; 17 a 20; 21 a 27; 28 a 31 e 32 a 35.

O composto foi obtido da reunido das fragcdes 21 a 27 com massa pesando 268,3 mg o
qual foi chamado de FT-B21-27). O grau de pureza foi realizado em cromatografia em camada
delgada (CCD) revelando-se com revelador de sulfato cérico, Ce(SOa)2, com aquecimento da
placa. Posteriormente o composto foi analisado por técnicas espectroscopicas a fim de elucidar

Sua estrutura.

2.2.4 Elucidagao estrutural da substéancia isolada FT-B(1-27)

A fim de elucidar a estrutura do composto obtido das reunifes dos frascos 21-27 a
amostra foi submetida as técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H), Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN 3C) uni e bidimensional e
Espectroscopia Infravermelho (1V).

2.2.4.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

O composto isolado, FT-B1-27), foi analisado por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono
(RMN *3C) para a devida elucidaco estrutural. As espectroscopias de RMN foram realizadas
com cloroférmio deuterado (CDCIz). O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrdo
interno. Os espectros foram obtidos usando um espectrometro Bruker Avance 111 — modelo 300,
operando a 300 MHz, 298 K em um campo de 9,4 Tesla, equipamento pertencente ao
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara (UFC). Para
realizacdo das analises foram pesados 10 mg da amostra e posteriormente foram dissolvidos
700 pL do solvente CDCls.

Antonio do Nascimento Cavalcante



108
CAPITULO 2

2.2.4.2 Espectroscopia de infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho (V) foram obtidos entre os comprimentos de
onda 4000 cm™ a 400 cm™ usando um aparelho Perkin EImer® precisely, modelo Spectrum-
100 FT-IR Spectrometer. As amostras foram preparadas pela técnica de pastilhas de KBr. O
procedimento consistiu na mistura de 1 mg da substancia com 100 mg de KBr onde a mistura
solida foi pulverizada e comprimida numa prensa hidraulica Specac de 15 toneladas durante 60

segundos sob pressdo de 7 toneladas.

2.2.5 Testes de inibicéo in vitro da acetilcolinesterase da substancia isolada FT-B21-27)

Utilizou-se o método de Ellman (1961) modificado por Rhee (2001) para determinar a
atividade da acetilcolinesterase (AChE) da substancia isolada obtida a partir da fracédo
diclometanica do extrato hexanico das sementes de P. insignis. A utilizacdo da AChE destaca-
se como um dos bioensaios mais rapidos e sensiveis para a selecdo de amostras com acao

anticolinesterasica. Este pode ser utilizado de forma qualitativa e quantitativa.

2.2.5.1 Ensaio in vitro qualitativo de inibi¢&o da acetilcolinesterase

O ensaio foi realizado em cromatoplaca de gel de silica. Inicialmente pesou-se 1 mg da
amostra FT-B1-27) e dissolveu-se em 1 mL de cloroférmio, obtendo-se dessa forma uma
solugdo de concentragdo 1,0 mg mL™. Posteriormente, fez-se quatro diluicbes a partir da
concentragdo 1 mg mL™ até obtencdo das seguintes concentragdes: 0,5 mg mL%; 0,25 mg mL
10,125 mgmL™t e 0,0625 mg mL™.

Aplicou-se na placa de cromatografia de camada delgada (CCD) as amostras nas 5
concentragdes (1,0; 0,50; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg mL™) e cafeina, um alcaléide obtido da
espécie Paulinia cupana (guarand), que geralmente é utilizada como padrao positivo. Utilizou-
se como eluente: cloroférmio-metanol (9:1). Apds o processo de elui¢cdo e secagem da placa, a
mesma entdo foi borrifada com uma solucéo formada pela mistura de 10 mL de tampéo pH 8
de Tris-hidroxi-metilamina-metano e HCI (Tris-HCI); 2,9 mg de iodeto de acetilcolina— ATCI
e 4 mg de acido 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoico) — DTNB. Apos a secagem da placa por 5
minutos, a mesma foi novamente borrifada com a AChE (Electrophorus electricus tipo VI

(Sigma®)) na concentragdo de 5 U mL™.
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2.2.5.2 Ensaio in vitro quantitativo de inibicdo da acetilcolinesterase

O efeito inibitdrio do composto FT-B(1-27) sobre a atividade da AChE in vitro foi
avaliado conforme teste descrito por Ellman e colaboradores (1961) e adaptada para
espectrdmetro com a analise da reagdo em um comprimento de onda de 412 nm. Foi utilizado
um espectrofotdmetro Biosistem SP220, para a atividade de inibi¢do quantitativa.

Nos ensaios em espectrofotdmetro cinco diferentes concentracdes da amostra (1,0; 0,50;
0,25; 0,125 e 0,0625 mg mLt) foram preparadas em triplicata. Inicialmente 100 pL da amostra
nas concentragdes de 1,0 — 0,0625 mg mL! em solucdo tampdo 50 mmol Lt Tris-HCI, pH 8 e
10% de cloroférmio foram misturados com 100 uL da AChE 0,22 U mL™ (22 unidades da
enzima diluida em 100 mL de uma solugio tampdo 50 mmol L Tris-HCI, pH 8 com 0,1%
albumina sérica bovina (BSA)) e 200 pL de tampdo 50 mmol L Tris-HCI, pH 8, 0,1% BSA.

A mistura foi entdo incubada por 5 min a 30 °C e posteriormente foram adicionados 500
uL de uma solugdo de acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoéico) — DTNB (na concentragdo de 3 mmol
Lt em tampéo Tris-HCI, pH 8, NaCl 0,1 mol L, MgCl, 0,02 mol L?). Em seguida transferiu-
se 0 conteudo da mistura reacional para uma cubeta de vidro e acrescentou-se 100 pL de solugdo
de iodeto de acetilcolina (ATCI) na concentracdo de 4 mmol L™ em tamp&o Tris-HCI. Depois
desse processo colocou-se no espectrofotometro modelo AJX-3000PC spectrophotometer onde
a reagdo foi monitorada por 5 min no comprimento de onda (A) de 412 nm no qual anotaram-se
as absorbancias inicial e apds 5 minutos da reacéo.

Um branco também foi preparado por substituicdo da AChE onde 100 pL de tampéo 50
mmol L Tris-HCI pH 8 foram misturados com 300 pL de tamp&o 50 mmol L de Tris-HCI
pH 8 e 0,1% BSA. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. O medicamento
rivastigmina (Exelon®) foi usado como padrdo positivo na concentragdo de 1,0 mg mL™t. Os
valores da concentracéo inibitoria média (Clso) foram obtidos utilizando o software GraphPad
Prism 6.01. A atividade anticolinesterasica em percentual (%l) foi calculada pela seguinte
Equacdo 2.1 (ELMMAN et al., 1961; KIENDREBEOGO et al., 2011).

AAbs da amostra
AAbs do branco

()I=01-

)x 100 Equacéo 2.1

Onde: AAbs da amostra — variagdo da absorbancia da amostra no intervalo de 0 a 5 minutos;
AAbs do branco — variacdo da absorbancia do branco no intervalo de 0 a 5 minutos e (%)l —

porcentagem de inibicao.
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2.2.6 Elaboracio da mistura fisica e do complexo de inclusio com B-ciclodextrina (f-CD)

Apo6s a elucidagdo estrutural do composto FT-Bgi27, chamado de 2-oleil-1,3-
dipalmitoil-glicerol (ODG), foi feito o encapsulamento dessa substancia com o excipiente -

CD por dois métodos: mistura fisica e complexo de inclusdo por liofilizacéo.

2.2.6.1 Preparagdo da mistura fisica (ODG/B-CD)

Este método baseia-se na simples mistura dos componentes sem adi¢do de &gua de
acordo com Zhou e colaboradores (2013) com modificagcdes. No sistema, a massa de cada
componente, ODG e B-CD, numa propor¢do molar de 1:1, foram misturados suavemente em
gral de porcelana, com auxilio de pistilo, até completa homogeneizacdo. O material resultante

desse processo foi acondicionado em frasco de vidro e armazenado em dessecador.

2.2.6.2 Preparacdo do complexo de inclusédo (ODG-B-CD)

O método de formacdo do complexo de inclusdo (ODG-B-CD) entre as sustancias, 2-
oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) e B-ciclodextrina (3-CD), foi preparado por solubilizagéo
de acordo com o método descrito por Coelho (2001) com modificacbes, seguida por
liofilizac&o.

O complexo de inclusdo (ODG-B-CD) foi preparado pesando-se 30 mg de ODG e
solubilizou-se em 20 mL de etanol P. A. a solucdo foi mantida a 40 °C sob agitagdo constante
por 2 h. Em seguida pesou-se 81,9 mg de B-CD que foi solubilizada em 250 mL de uma mistura
de etanol e &gua numa proporcdo de 1:4. Posteriormente misturou-se as duas solucdes onde o
sistema foi mantido sob agitacdo magnética com aquecimento de 70 °C por 2 h. Em seguida o
sistema foi levado ao rota-evaporador para eliminagéo do etanol. Depois a solugéo resultante
foi resfriada a -45 °C e subsequentemente foi liofilizada por 48 horas no liofilizador modelo
MODULYOD Freeze Dryer da Thermo ELECTRON CORPORATION no Laboratério de
Produtos Naturais (LPN) da Universidade Federal do Piaui (UFPI). O sélido resultante foi

mantido em dessecador num frasco hermeticamente fechado.
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2.2.7 Caracterizacdo e andlise fisico-quimica da mistura fisica e do complexo de inclusao

A substancia na sua forma livre e ap6s a incorporagdo na B-CD foi analisada por
ressonancia magnética nuclear (RMN); infravermelho (1V); termogravimetria (TG),
calorimetria exploratoria diferencial (DSC); difracao de raios X (DRX); microscopia eletrénica
de varredura (MEV); estudo de dissolucdo e perfil de isoterma de solubilidade de fases.

2.2.7.1 Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN H da B-CD e do complexo de inclusdo (ODG-B-CD) foram
obtidos usando um espectrofotdmetro Varian INOVA — modelo 400, operando a 400 MHz e
298 K em um campo de 9,4 Tesla, equipamento pertencente ao Laboratorio de Ressonancia
Magnética Nuclear — LAUREMN da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Nessa técnica 10
mg de cada amostra foram solubilizadas em 700 pL de dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds).

2.2.7.2 Espectroscopia no infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos entre os comprimentos de onda
4000 cm™* a 400 cm™ usando um aparelho Perkin Elmer® precisely, modelo Spectrum-100 FT-
IR Spectrometer. As amostras foram preparadas pela técnica de pastilhas de KBr. O
procedimento consistiu na mistura de 1 mg das amostras ODG; B-CD; mistura fisica (ODG/p-
CD) e complexo de inclusdo (ODG-B-CD) com 100 mg de KBr onde cada mistura sélida foi
pulverizada e comprimida numa prensa hidraulica Specac de 15 toneladas durante 30 segundos
sob pressdo de 7 toneladas. Os espectros foram obtidos a partir de 32 varreduras e uma resolucéo
de 4 cm.. Os espectros de IV foram suavizados e a linha de base foi corrigida automaticamente

utilizando o software do espectrofotémetro.

2.2.7.3 Andlises termogravimétrica (TG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas termoanaliticas de TG e DSC para ODG:; B-CD; mistura fisica (ODG/B-CD)
e complexo de inclusio (ODG-B-CD) foram produzidas usando um equipamento Shimadzu®,
modelo TGA-51 no Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avangados (LIMAYV) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). As amostras pesando 10,0 mg para as duas técnicas

foram colocadas em panelas herméticas de aluminio, com o0s experimentos sendo realizados
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sob um fluxo de gas inerte de nitrogénio (100 mL min™), a uma taxa de aquecimento de 20 °C
min"t e em uma faixa de temperatura de 30 °C a 600 °C para ambas as técnicas de TG/DSC. Os
dados foram obtidos e processados usando instrumento SDT Q600 V20.9 Build 20 modelo
DSC-TGA.

2.2.7.4 Andlises de difracdo de raios X (DRX)

Os difratogramas para as amostras ODG; B-CD; mistura fisica (ODG/B-CD) e complexo
de inclusdo (ODG-B-CD) foram obtidos com difratdmetro Shimadzu® (X-Ray Diffractometer,
LabX XRD-6000) equipado com anodo de cobre, usando uma voltagem de 40 kV e uma
corrente de 30 mA no Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). As amostras foram analisadas com geometria de bagg
20 numa varredura de 5-75° a uma velocidade de passo de 2° min™t. As amostras (15 mg) foram

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

2.2.7.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As estruturas morfologicas das amostras sélidas ODG; B-CD; mistura fisica (ODG/j-
CD) e do complexo de incluséo (ODG-B-CD) foram investigadas e fotografadas utilizando um
microscopio eletrdnico de varredura (MEV) com fonte de elétrons por emissao de campo, marca
FEI, modelo Quanta, FEG 250, com tensdo de aceleracao de 1 a 30 kV, equipado com EDS de
SDD (Silicon drift detectors), marca Ametek, modelo HX-1001 (detector Apollo X-SDD) no
Laboratério Multiusuéario de Microscopia Avancada (LMMA) da Universidade Federal do
Piaui (UFPI). As amostras foram fixadas em fita dupla face de carbono e recobertas com Au
(ouro) na metalizadora, marca Quorum, modelo Q150R, durante 30 s, a uma corrente de ion de
20 mA, por plasma gerado em atmosfera de argonio. A ampliagéo selecionada foi suficiente
para apreciar detalhadamente a morfologia geral das amostras em estudo.

2.2.7.6 Ensaios de dissolucao

Os perfis de dissolucdo do farmaco puro e de seus sistemas binarios, mistura fisica e
complexo de inclusdo, foram determinados a partir de método descrito na Farmacopéia
Brasileira V ed. As amostras ODG; mistura fisica (ODG/B-CD) e complexo de incluséo (ODG-
B-CD) contendo aproximadamente 1,0 mg foram encapsuladas dentro de uma cépsula de
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gelatina dura. O teste de dissolucdo foi realizado em triplicata, usando 900 mL de solucdo
aquosa de HCI, pH 1,3 e temperatura de 37 °C, a fim de permitir que a realizacdo do ensaio
ocorresse em condicdes andlogas as verificadas no trato gastrointestinal (condi¢des Sink)
usando equipamento dissolutor (Nova Etica — Modelo 299) com pa rotativa a 50 rpm. Foram
coletadas aliquotas de 5 mL em intervalos de tempo pré-determinados (5, 10, 15, 20, 30, 45 e
60 minutos) e, imediatamente, filtradas em papel filtro JP 40 de 25 pm. Apos filtragdo, as
concentracdes das amostras, em triplicata, foram determinadas por espectrofotometria UV-vis

modelo AJX-3000PC Espectrofotdmetro no comprimento de onda de 225 nm.

2.2.7.7 Estudos da isoterma de solubilidade de fases

Os estudos de solubilidade de fases, conforme descrito por Higuchi e Connors (1965),
com algumas modificagdes, foram feitos em triplicata, agitando-se 10 mL de solucGes aquosas
da B-ciclodextrina em concentrag@es crescentes (0,00; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 e 0,10 mmol LY),
adicionando-se a essas solu¢fes uma massa fixa de ODG (em excesso de duas vezes em relacdo
a quantidade de matéria de B-CD na solucdo mais concentrada). As solucfes foram submetidas
a agitacdo numa mesa agitadora analégica (marca LUCADEMA) a 170 rpm com temperatura
de 25 °C, por 72 horas, até atingir o equilibrio. Posteriormente o sistema foi centrifugado por
15 min a 200 rpm. Aliquotas do sobrenadante foram retiradas e filtradas em papel filtro de 25
um. As concentracbes de ODG foram determinadas por espectroscopia usando
Espectrofotdmetro UV-vis modelo AJX-3000PC no comprimento de onda de 225 nm.
Verificou-se que a B-CD ndo possuia absorbancia significativa na regido do ultravioleta, ndo
interferindo na leitura espectrofotométrica do ODG.

Foi utilizada para analise quantitativa de ODG a curva de calibracdo determinada
espectroscopicamente (Absorbancia = 1,013x[ODG] + 0,1747). Os valores das absorbancias
foram convertidos em concentragdo de ODG, utilizando-se a constante de absortividade molar
obtida pela curva de calibragéo.

A partir dos dados, obtiveram-se isotermas de solubilidade ([ODG] x [B-CD]) e
determinou-se a constante de estabilidade aparente (K) do complexo utilizando a Equacéo 2.2
(LYRA et al., 2010).

inclinacao

K =

Equacéo 2.2

Sp x (I - inclinagdo)

onde So € a concentracao saturada aquosa do ODG na auséncia de B-CD.
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A eficiéncia de inclusdo (El) do complexo foi determinada a partir da Equagdo 2.3
(HIGUCHI; CONNORS, 1965):

inclinacio

El = Equacéo 2.3

(1 - inclinag@o)

2.2.8 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram tratados por meio da Analise de Variancia (ANOVA), seguida
pelo teste t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste. Em todos os casos, as diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05. Os valores da concentracdo inibitéria média (Clso)
e 0s seus intervalos de confianca de 95%, foram obtidos por regressao nao linear utilizando o

programa estatistico GraphPad Prism 6.01 (San Diego, CA).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Obtencao do composto FT-B1-27)

Foi realizado uma CC da fragdo diclorometanico do extrato hexanico das sementes da

Platonia insignis para separacao de seus constituintes como mostra a Figura 2.6.

Figura 2.6: Cromatografia em coluna da fracao diclorometanico na obtencdo do composto

Fonte: Arquivo pessoal
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A primeira coluna cromatografica realizada com o extrato inicial (2,1586 g) deu-se a
denominacdo de coluna FT-A, a qual deu origem 69 fragOes, das quais avaliou-se o grau de
pureza em cromatografia de camada delgada (CCD). Das 69 fracdes obtidas fez-se a CCD
usando como eluente a mistura binaria hexano-cloroférmio (2:8). Dessas fracdes foram
reunidas por similaridade do fator de retencéo (Rf) da 15 a 24 (Figura 2.7) com massa 1,5330
g. Posteriormente efetuou-se uma recromatografia em coluna dessa reunido, denominada de
coluna FT-B.

Figura 2.7: Cromatografia em coluna delgada das fragfes 15 a 24 da coluna FT-A.
Bil="
2 '

Fonte: Arquivo pessoal.

Da recromatografia em CC da coluna FT-B originou-se 45 fragbes das quais foram
reunidas por similaridades apds terem sidos feitas a CCD (Figura 2.8) as fragdes 12 a 16; 17 a
20; 21 a 27; 28 a 31 e 32 a 35 usando como eluente uma mistura binaria hexano-cloroformio
(1:9). O composto obtido da reunido das fragdes 21 a 27 com massa pesando 268,3 mg foi

chamado de FT-B21-27).
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Figura 2.8: Cromatografia em coluna delgada das fragdes 12 a 35 da coluna FT-B.

Fonte: Arquivo pessoal.

Ap0s a reunido das fragbes 12 a 16; 17 a 20; 21 a 27; 28 a 31 e 32 a 35 usando como
eluente uma mistura binaria hexano-cloroférmio (1:9) fez-se CCD como é mostrado na Figura
2.9. Dessa forma a reunido das frages 21 a 27 da coluna FT-B foi selecionada para seguir com

os testes farmacologicos.

Figura 2.9: Cromatografia em camada delgada da reuniéo das fracGes da coluna FT-B.

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.3.2 Elucidagéo estrutural da substéancia isolada FT-B21-27)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) e demais métodos espectroscopicos
modernos como infravermelho, espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis) e
espectroscopia de massas (EM) constituem atualmente os principais recursos para
identificacéo e elucidacéo estrutural de substancias organicas (LOPES; FASCIO, 2004).

O composto isolado, FT-B1-27), foi analisado por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e ressonancia magnética nuclear de carbono
(RMN 3C) para a devida elucidagdo estrutural. A Figura 2.10 mostra o espectro de RMN H
onde observa-se o0s seguintes picos de absorcédo: o tripleto (t) em 0,88 ppm o qual pode ser
atribuido aos hidrogénios dos grupos metilicos terminais [H3sC—] com area de integracdo
(3,02) correspondendo a 9 atomos de hidrogénios; o simpleto (s) largo em 1,29 ppm que
pode ser atribuido aos hidrogénios metilénicos [~ (CH2)n —] com &rea de integracao (22,89)
correspondendo um total de 68 hidrogénios; o multipleto (m) em 1,59 ppm o qual pode ser
atribuido aos hidrogénios metilénicos B-carbonilicos [~ BCH2 — “CH2 — CO —] com érea de
integracdo (2,51) correspondendo um total de 6 hidrogénios; o multipleto (m) em 2,02 ppm
atribuido aos hidrogénios metilénicos alilicos também denominados hidrogénios alilicos a-
olefinicos (- *CHz2— CH=CH — *CH2-) com é&rea de integracao (1,29) totalizando um total
de 4 hidrogénios; o tripleto (t) em 2,29 ppm atribuido aos hidrogénios a-carbonilicos [- PCH2
— %CH2— CO —] com érea de integragdo (2,01) correspondendo um total de 6 hidrogénios; o
duplo-dupleto (dd) entre 4,15 e 4,28 ppm atribuidos aos hidrogénios oximetilénicos (— CH20
— CO -) com area de integracdo (1,31) correspondendo 4 hidrogénios; o multipleto em
aproximadamente 5,30 ppm atribuidos ao hidrogénio oximetinico (- CHO — CO -) e aos
hidrogénios olefinicos (-HC=CH-) com éarea de integracdo (1,00) totalizando trés
hidrogénios. Neste espectro observa-se também a auséncia de picos de absorcéo entre 2,5 e
3,0 ppm, ou seja, auséncia de sinais correspondentes a hidrogénios bisalilicos (— CH=CH —
CH2 — CH=CH -) indicando a auséncia de ligacdo dupla alternada na cadeia lateral.

De acordo com as areas de integracdo do especro de RMN H da substancia FT-B2i-

27) Observou-se que existem 100 (cem) 4&tomos de hidrogénios.
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Figura 2.10: Espectro de RMN H da substancia FT-B(21-27) em solvente cloroférmio
deuterado (CDCly).

6-16
3‘--.(CH

Cc
17 21

Fonte: Arquivo pessoal.

As Figuras 2.11 e 2.12 mostram, respectivamente, 0s espectros de ressonancia
magnética nuclear de carbono (RMN **C) e DEPT 135, sendo que no espectro de carbono
(Figura 2.11) mostra os picos de absor¢édo de todos os carbonos da substancia, assim como
do solvente usado para solubilizar a amostra, enquanto, que o DEPT 135 (Figura 2.12) mostra
dois tipos de sinais: picos positivos (linhas para cima) indicam carbonos metilicos (CHz) e
carbonos metinicos (CH), enquanto que, picos negativos (linhas para baixo) indicam
carbonos metilénicos (CH2). Sinais de carbonos ndo hidrogenados sdo ausentes neste tipo
de espectro (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007).
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Figura 2.11: Espectro de RMN **C da substancia FT-B1-27) em solvente cloroférmio
deuterado (CDCly).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Na Figura 2.11, observa-se a presenca de 29 picos correspondentes aos carbonos da
substancia FT-Bi27) € um pico do solvente, cloroférmio deuterado, bem forte em
aproximadamente 77 ppm. O pico em 14,1 ppm é correspondente aos 3 (trés) carbonos dos
grupos metilicos (—-CHzs) terminais. Os picos que aparecem entre 22,6 e 34,2 ppm
correspondem aos carbonos metilénicos [~ (CH2)n ] aliféticos, confirmados no DEPT 135
(Figura 2.12), onde todos os sinais sdo negativos. O pico que aparece em 62,1 ppm de sinal
negativo (Figura 2.12) corresponde aos dois carbonos oximetilénicos (— CH20 -). O sinal
em 68,9 ppm cujo pico € positivo no DEPT 135 corresponde ao carbono oximetinico (—
CHO-). Na regi&o de carbono com hibridacao sp?, aparecem dois sinais positivos como é
mostrado da Figura 2.12, um em 129,7 ppm e outro em 130,0 ppm, estes picos foram
atribuidos aos dois carbonos olefinicos (-HC=CH-). Os trés sinais que aparecem na Figura
2.11 entre 172,8 e 173,2 ppm foram atribuidos aos carbonos dos grupos carbonilas (—-CO-)
estes sinais estdo ausentes no espectro DEPT 135 como pode ser observado na Figura 2.12

uma vez que este tipo de espectro ndo mostram sinais de carbono ndo hidrogenado.
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Figura 2.12: DEPT 135 da substancia FT-B(1-27) em solvente cloroformio deuterado
(CDCls).

6-16

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Fonte: Arquivo pessoal.

O espectro bidimensional COSY (COrrelation SpectroscopY) também chamado *H-
!4 COSY para indicar claramente que os nlcleos de hidrogénios estdo sendo
correlacionados. Considera-se na interpretacéo dos espectros *H-H COSY que os picos fora
da diagonal, chamados picos cruzados, tém origem na interacdo entre todos os hidrogénios
que tém acoplamento J — J significativo. Em outras palavras, 0s picos cruzados relacionam
hidrogénios acoplados (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007).

Na Figura 2.13 mostra o espectro bidimensional COSY da substancia FT-B1-27) nele
observa-se que os hidrogénios dos grupos metilicos terminais [HsC—] em 0,88 ppm esta se
correlacionando com os hidrogénios dos grupos metilénicos [- (CH2)n —] em 1,29 ppm.
Pode-se observar também a correlacdo entre os hidrogénios dos grupos metilénicos com: 0s
hidrogénios metilénicos B-carbonilicos [- PFCH2—*CH,— CO -] em 1,59 ppm, os hidrogénios
metilénicos alilicos a-olefinicos (—*CH2—CH=CH-*CH2>-) em 2,09 ppm e também com 0s
hidrogénios a-carbonilicos [-PCH>—*CH2—CO-] em 2,29 ppm. No espectro COSY, pode-se
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observar, dentre outras, as correlagdes dos hidrogénios oximetilénicos (—-CH20-CO-) em
4,15 e 4,28 ppm com os hidrogénios a-carbonilicos [[*CH2—*CH2—CO-] em 2,29 ppm e com
0 hidrogénio oximetinico (-CHO-CO-) em 5,30 ppm. Pode-se observar também a
correlacdo entre os hidrogénios olefinicos (-HC=CH-) em 4,34 ppm com o0s hidrogénios

metilénicos alilicos a-olefinicos (-*CH2—~CH=CH-*CH2-) em 2,09 ppm.

Figura 2.13: Espectro 'H — 'H COSY da substéincia FT-B21-27 em solvente cloroformio
deuterado (CDCls).

|

oE
®
€

T T T T T T T prrrree T 710
0 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Fonte: Arquivo pessoal.

A chamada radiacdo infravermelha (IV) corresponde aproximadamente a parte do
espectro eletromagnético situada entre as regides do visivel e das microondas. A parte de maior
utilidade para os quimicos organicos esta situada entre 4.000 e 400 cm™. A espectroscopia na
regido do IV é uma técnica de inestimédvel importancia na anélise organica qualitativa, sendo
amplamente utilizada nas areas de quimica de produtos naturais, sintese e transformacdes
organicas (LOPES; FASCIO, 2004).

Dentre os metodos de andlise para elucidacdo estrutural de uma molécula, a
espectroscopia no IV ocupa uma posicao de destaque, pois € a partir do espectro de IV que
se obtém informac0es de quais grupos funcionais estdo presentes em uma molécula, ou seja,

a técnica espectroscopica de infravermelho é utilizada para verificar as bandas de absorgdes
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caracteristicas dos grupos funcionais presentes numa dada molécula.

Na Figura 2.14 mostra o espectro de IV da substéncia isolada, FT-B1-27). No espectro
mostra as bandas fortes de absor¢do em 2922 cm™ e 2852 cm! resultantes, respectivamente, do
estiramento axial assimétrico e simétrico da ligacdo C—H dos grupos metilénicos [- (CH2)n —
] e metilicos [HsC—] da cadeia carbonica do triacilglicerol. A absorcéo intensa em 1745 cm*
deve-se a deformacdo axial do grupo carbonila (C=0) caracteristico da molécula de
triacilglicerol. A banda de absorcdo verificada em 1465 cm™ pode ser atribuido a deformacéo
no plano do grupo metilénicos [- (CH2)n —]. A absorcéo larga que aparece em 1165 cm™ pode
ser atribuida a deformagao axial da ligagio C—O—C. A absorc&o verificada em 719 cm™ pode
ser atribuida as deformac6es fora do plano das ligagdes C—H dos grupos metilénicos [ (CH2)n
—] (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007).

De acordo com o que foi exposto pode-se inferir que a substancia FT-Bi-27) € um
triacilglicerol de nome 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) cuja estrutura pode ser observada
na Figura 2.1 (p. 101).

Figura 2.14: Espectro de IV da substancia FT-B1-27) em pastilha de KBr.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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2.3.3 Determinagdo in vitro da atividade anticolinesteréasica da substancia ODG

O uso de inibidores da acetilcolinesterase € amplamente aceito como a farmacoterapia
de primeira linha para o alivio sintomatico da doenca de Alzheimer (DA), por promover uma
elevacdo nas taxas de acetilcolina nas sinapses cerebrais, melhorando os deficits cognitivos e
de memodria dos doentes (GIACOBINI, 2003).

Dentre os bioensaios, rapidos e sensiveis, a utilizacdo da acetilcolinesterase € uma
alternativa viavel para a deteccdo e selecdo de amostras com acdo anticolinesterase
(TREVISAN; MACEDO, 2002). Nesse sentido o método adaptado de Ellman (1961)
modificado por Rhee (2001) foi utilizado para determinar a atividade da AChE. Este método
qualitativo é bastante Util para realiza¢do de triagem em diversas amostras ao mesmo tempo,
possuindo vantagem na rapidez dos resultados, além das informacdes como a localizacao desta
atividade em extratos e fracbes (REIST et al., 2008; SEIDL, 2010).

A substéancia isolada ODG apresentou inibicdo qualitativa que foi confirmada através
da mudanca de coloracdo da placa de CCD de amarela com manchas brancas apos cinco
minutos da pulverizacdo com a enzima. O aparecimento de manchas brancas na placa amarela
(ELLMAN et al., 1961) podem ser vistas na Figura 2.15 em destaque para tais manchas
esbranquicadas o que pode ser indicativo da inibicdo da acetilcolinesterase. Neste ensaio

utilizou-se a cafeina como padréo positivo.

Figura 2.15: Resultado positivo de inibicdo qualitativa da AChE para o composto ODG.

Fonte: Arquivo pessoal.

Legenda: P — controle positivo, cafeina; 0,0625 — 1 mg mL™* foram as concentragfes testadas em mg mL™.
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Como pode ser observado na Figura 2.15, o resultado foi positivo nas 05 concentracdes,
apresentando intensidade de descoloragio proximo ao do padrdo cafeina (1 mg mL?). A
cafeina, obtida da espécie Paulinia cupana, foi utilizada como padréo de referéncia por ser um
otimo inibidor da AChE (FEITOSA et al., 2016). Quando se obtém cromatoplaca amarela com
halos brancos tem-se resultado positivo para inibicdo da AChE, sendo necessario o
prosseguimento com o teste quantitativo de inibigdo com a finalidade de quantificar a inibi¢&o
da AChE em cada concentracao.

Em estudo anterior Costa Junior (2011a) isolou do extrato hexanico das sementes de
P. insignis o composto 1,3-diestearoil-2-oleil-glicerol (TG1), este composto posteriormente
foi analisado por Santos (2012), utilizando metodologia de Ellman (1961), e mostrou
significativa atividade inibitoria da acetilcolinesterase in vitro com inibicéo de 95,5% na maior
concentragdo testada. Esses resultados demostraram que as fragdes obtidas da “banha” do
bacuri sdo promissoras na investigacdo da atividade anticolinesterasica.

Em 1961, Ellman e colaboradores propuseram o método colorimétrico mais empregado
atualmente para a determinacdo da atividade da AChE. Este método foi desenvolvido pela
combinacdo dos conhecimentos divulgados por Koelle (1951) e Ellman (1961), onde neste
ultimo ¢ usado o acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) — DTNB, chamado reagente de Ellman,
na quantificacdo de compostos de enxofre em tecidos celulares (ELLMAN, 1959). Este
método é baseado na taxa de hidrdlise da acetiltiocolina (ACTI) pela AChE originando a
tiocolina, que reage com o anion carboxilato do DTNB, formando o 2-nitrobenzoato 5-
mercaptotiocolina e um anion de colora¢ao amarela, o 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoato, que é
quantificado espectrofotometricamente em comprimento de onda de 412 nm.

Foi detectada inibicdo quantitativa de (67,34% = 3,01; 51,45% + 6,59; 42,95% + 1,55;
33,56% + 2,42 e 23,49% + 3,49) na atividade da AChE in vitro, nas concentracdes do composto
ODG 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg mL™, respectivamente, (Figura 2.16). Em todas as
concentragdes os testes foram feitos em triplicada. Como podemos observar na Figura 2.16 a
atividade inibit6ria deu-se de forma concentracdo dependente, com mais de 67% de inibicdo na
maior concentragéo testada (1,0 mg mL™?) valor bem considerado quando comparado com o

valor da inibic&o do controle positivo, rivastigmina, 74,99% % 6.01 na mesma concentracao.
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Figura 2.16: Porcentagem de inibicdo da AChE nas 5 concentragdes testadas da substancia
ODG e da rivastigmina na concentragdo de 1,0 mg mL™,
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Fonte: Arquivo pessoal.

O teste quantitativo permitiu calcular a quantidade minima de ODG capaz de inibir a
atividade da AChE em 50%, chamada de concentracdo inibitéria média (Clsg), mostrada na
Figura 2.17, que foi de 0,2934 mg mL* variando de 0,2197 a 0,3917 mg mL™ no intervalo de
confianca de 95% e R? = 0,8504 na equagdo normalizada. Estes resultados sdo promissores,
ainda que muito superior, quando comparamos a rivastigmina (Clso = 1,87.10° mg mL™) usada
como controle positivo para inibicdo da acetilcolinesterase. A rivastigmina é um medicamento
inibidor da AChE muito utilizado no tratamento de pessoas com DA (SERENIKI et al., 2008).
E também muito superior a outro padréo positivo, a galantamina (Clso = 0,37.10° mg mL™?),
esta substancia é um alcaloide extraido de plantas da familia Amaryllidaceae e comercializado
com o nome de Reminil®, vendido no Brasil desde novembro de 2000 sendo um dos farmacos
mais utilizado no tratamento da DA por apresentar menos efeitos colaterais indesejaveis
(FEITOSA et al., 2015a).

Um alcaloide extraido da planta Huperzia serrata, a huperzina A, também atua como
inibidor da acetilcolinesterase (Clso = 74,5 mmol L), cuja administracio demonstrou melhora
significativa na memoria de pessoas idosas e assim como de pessoas acometidas com a DA,
associada a minimos efeitos colinérgicos periféricos (ZHANG et al., 2002). Lai e colaboradores
(2013) estudaram o extrato alcaloidal e os alcaloides isolados das raizes da espécie vegetal
Stemona sessilifolia. Sendo assim, dos cinco alcaldides testados, dois deles, estenina e estenina

B, e o extrato alcaloidal apresentaram atividade anticolinesterasica significativa, com Clsg,
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respectivamente, igual a 19,8 umol L; 2,1 pmol Lt e 102,6 pg mL™. Logo percebe-se que
alguns inibidores potentes da AChE s&o produtos naturais derivados de plantas, assim, como a

substancia em estudo ODG.

Figura 2.17: Gréfico de determinacdo da Clso da substancia ODG.
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Fonte: Arquivo pessoal.
2.3.4 Ensaios de dissolucao

A dissolucdo consiste no processo de liberagcdo do farmaco de sua forma farmacéutica,
tornando-se, dessa forma disponivel para ser absorvido ou aproveitado pelo organismo
(CHOWDARY; RAJYALAKSHMI, 1987). Assim os estudos de dissolu¢do sdo importantes
uma vez que permitem, atraves de ensaios in vitro, prever a disponibilidade do farmaco in vivo.

Por meio da técnica de espectrofotometria na regido do UV-vis, observou-se que a
substancia 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol possui um pico maximo de absorbancia no
comprimento de onda, A, de 225 nm em solugdo binaria etanol-4gua (9:1). Para determinar o
comprimento de onda maximo fez-se a varredura entre 200 a 500 nm para a substancia em seis
concentragdes a saber: 5, 10, 15, 20, 25 e 30 ug mL™* como mostra a Figura 2.18 o Amax para a
maioria das concentrages testadas foi de 225 nm. O comprimento de onda de 225 nm foi usado
para construir a curva de calibracdo do triacilglicerol onde obteve a seguinte equacao da reta:
Y =0,01251*X + 2,483 (R? = 0,9904), onde Y ¢ a absorbancia; X é a concentracio de ODG e

R? ¢ o coeficiente de correlagio linear.
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Figura 2.18: Leitura espectrofotométrica da ODG nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30
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Fonte: Arquivo pessoal.

A Figura 2.19 mostra os diferentes perfis de dissolugédo da substancia ODG, da mistura
fisica (ODG/B-CD) e do complexo de inclusdo (ODG-B-CD) em cépsulas de gelatina. Em todos
0s tempos analisados a porcentagem acumulada de ODG na forma livre foi sempre menor que
da mistura fisica (ODG/B-CD) e do complexo de inclusdo (ODG-HP-B-CD). Na Figura 2.19
mostra que o complexo evidentemente mostrou taxa de dissolucdo mais rapida em comparagédo
com o ODG livre. Apenas cerca de 55% do farmaco foi dissolvido em 60 min, enquanto que as
taxas dissolvidas da mistura e do complexo, foram respectivamente, 77% e 84% no mesmo
tempo analisado. Para o complexo de inclusdo (ODG-B-CD), a quantidade dissolvida apds 20
minutos foi superior a 74%. A percentagem liberada da ODG na forma livre e na forma
encapsulada, tanto complexo de inclusdo quanto a mistura fisica, mantiveram-se praticamente
constante a partir dos 30 min. Assim, o complexo (ODG-B-CD) foi 0 mais eficaz na melhoria
do comportamento de dissolucdo do farmaco. O alto aumento da taxa de dissolucdo do farmaco
no complexo de inclusdo pode ser devido as seguintes razfes: formacdo do complexo de
inclusdo mais solavel, maior amorfizacdo do farmaco e consequente aumento da solubilidade,

além de maior molhabilidade e reducgdo do tamanho das particulas (VEIGA et al., 2001).
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Figura 2.19: Perfil de dissolugdo do ODG, da mistura fisica (ODG/B-CD) e do complexo de
inclusdo (ODG-B-CD).
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Fonte: Arquivo pessoal.
2.3.5 Perfil de solubilidade de fases

O método descrito por Higuchi e Connors (1956) é uma das abordagens mais utilizada
para estudar o perfil de solubilidade de substancias complexadas. Essa abordagem é
considerada a primeira verificacdo de complexos de inclusdo em solucdo, ela analisa o
comportamento de solubilidade da molécula hdéspede em solugbes com concentracdes
crescentes de CD’s, permitindo obter a constante de estabilidade aparente (K), a estequiometria
de formac&o do complexo e a eficiéncia de inclusdo (El), a partir da solubilidade intrinseca do
substrato (So) e da inclinacdo da reta resultante do diagrama de solubilidade (VEIGA et al.,
2001).

Por meio da leitura espectrofotométrica observou-se que ODG tem um pico maximo de
absorbancia em 225 nm em etanol:agua (9:1) (Figura 2.18), comprimento de onda a partir do
qual foi construida a curva de calibracdo da ODG nas concentracdes: 0,015, 0,030, 0,060, 0,120
e 0,240 nmol L (Figura 2.20), obtendo-se a seguinte equagdo da reta: Y = 1,013*X + 0,1747.
Verificou-se que a 3-CD néo possuia absorbancia significativa na regido do ultravioleta, ndo

influenciando na leitura espectrofotométrica do ODG.
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Figura 2.20: Curvas de calibracdo do ODG obtidas através da espectroscopia de absor¢ao no
A =225 nm.
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Fonte: Arquivo pessoal.

O diagrama de solubilidade obtido a partir de concentragdes crescente de B-CD
demonstrou um aumento linear (R?> = 0,9892) da solubilidade de ODG (Figura 2.21). A
estequiometria do complexo (ODG-B-CD) foi determinada pela técnica de solubilidade. A
relacdo linear foi obtida entre a quantidade de 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol solubilizada e a
concentracdo de B-CD em solucdo a qual foi classificada como tipo linear crescente (AL) de
acordo com a teoria de Higuchi e Connor’s (HIGUCHI; CONNOR’S, 1965), ou seja, 0 aumento
da solubilidade do farmaco é diretamente proporcional ao incremento das concentracdes do
agente complexante (B-CD). Esta relacgdo linear sugere a formagéo de um complexo de inclusédo
com estequiometria molar 1:1 entre ODG e -CD.

A partir do diagrama de solubilidade pode-se obter o coeficiente angular (inclinacéo da
reta) cujo valor foi inferior a 1, indicando a estequiometria do complexo 1:1, caracteristico de
complexos do tipo AL (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LYRA et al., 2010). A partir da
equacdo da reta obtida do diagrama de solubilidade da P-ciclodextrina ([B-CD] =
0,3664*[ODG] + 0,1704), calculou-se a constante de estabilidade aparente (K), parametro que
avalia a razdo na qual a solugdo contendo ciclodextrina (CD) e farmaco (F), forma o complexo
(F-CD) e a eficiéncia de incluséo (EI), a partir das equagdes formuladas por Higuchi e Connors
(1965).
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Figura 2.21: Diagrama de solubilidade de fases para 0 ODG em presenca de concentragdes
crescente de B-CD determinada a temperatura ambiente.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Dentre os métodos utilizados para determinacdo do valor de K, estdo as isotermas de
solubilidade, onde a molécula a ser encapsulada, ao encontrar-se em um sistema composto por
CD e 4gua, pode mudar sua solubilidade. Esta mudanca pode ser representada por um aumento
até certo limite ou até mesmo uma diminuicdo da solubilidade inicial (MASSON, 1999). A
constante de estabilidade aparente (K) € um importante parametro na caracterizacdo da
interacdo molecular entre 0os componentes do complexo e sua variedade préatica, uma vez que
complexos com alta valor de K podem originar complexos muito estaveis (AGUIAR et al.,
2014). A constante de estabilidade aparente (K) calculada para o complexo (ODG-B-CD) foi
de 339,38 L mol, indicando uma boa interagdo entre 0 ODG e a B-CD. A eficiéncia de incluséo
(El) do ODG calculada através do perfil de solubilidade de fases foi de 57,82%.

Relatos anteriores, sobre a inclusdao de pigmentos de pimentao vermelho em -CD por
agitacdo magnética e ultrassom, resultaram em eficiéncias de inclusdo de 52,95% e 62,43%,
respectivamente (LIDIANE et al, 2014). Em outros estudos sobre a eficiéncia de inclusdo de
carotendides em B-CD apenas por agitacdo magnética foram de 48,96% (CHEN et al., 2007) e
50% (NUNES; MERCADANTE, 2007). Assim, a eficiéncia de inclusdo do ODG foi boa o que
nos permite concluir que de cada 100 moléculas de ODG quase 58 foram incorporadas na
cavidade de 3-CD.

Quanto maior o valor de K obtido, maior facilidade de formacdo de complexo de

inclusdo. Em termos farmacéuticos, é desejavel usar complexos de inclusdo cuja constante de
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estabilidade esteja entre 100 e 1000 L mol™. Farmacos com constante de estabilidade pequenos
formam complexos instaveis, por outro lado, aqueles que tém K grande s&o estaveis demais o
que tendem a dificultar a liberacdo do farmaco no organismo (RAMA et al., 2005). De um
modo geral, o intervalo de K entre as CD’s ou seus derivados ¢ a grande maioria dos farmacos
é 100-20000 L mol™? (ZHOU et al., 2013). Assim o valor encontrado de K nesse trabalho,
339,38 L mol, esta dentro do limite desejavel, indicando uma boa interacéo entre 0 ODG e a
B-CD.

2.3.6 Espectroscopia no infravermelho (1V)

Dentre as técnicas utilizadas para caracterizar os complexos de inclusdo (Cl), os
métodos espectroscopicos oferecem vantagens importantes nas analises (CANNAVA et al.,
2008). A técnica de espectroscopia IV € uma metodologia analitica utilizada muitas vezes para
a avaliacdo da ocorréncia de interacdes moleculares no estado sélido, mediante comparacdo das
bandas de absorcao das moléculas hospedes e da molécula hospedeira, com a mistura fisica e o
complexo de inclusdo (CORTI et al., 2007; MACEDO; 2010). As bandas de absorcdo do
espectro de IV, na maioria das vezes, mudam apenas ligeiramente quando ha formacéo do
complexo e, se a fracdo das moléculas hdspedes encapsuladas na cavidade das ciclodextrinas
for, inferior a 25%, bandas que poderiam ser atribuidas a parte incluida sdo facilmente
mascaradas pelas bandas do espectro da CD (SINGH et al., 2010). Contudo, dependendo do
sistema, a compara¢do minuciosa dos espectros pode fornecer evidéncias complementares da
encapsulacdo. Ao contrério da estrutura cristalina do hdspede, que é perdida durante a formacéo
do complexo, a estrutura molecular € mantida de tal forma que as ligagdes quimicas podem ser
detectadas nos espectros V.

A formacdo dos CI’s na fase solida pode ser avaliada pela comparacao entre 0s espectros
de infravermelho do farmaco puro (molécula héspede), da ciclodextrina (molécula hospedeira)
e dos complexos sélidos obtidos por diferentes métodos de preparacdo (SPRICIGO et al.,
2008). Para isso, sdo verificadas interacdes em nivel molecular, detectando as mudancas
significativas na forma e na posi¢éo das faixas de absorbancia, através do espectro vibracional
dos diferentes grupos funcionais das moléculas de farmacos complexados ou livres (CORTI et
al, 2007; CANNAVA et al., 2008; ARRAIS, 2012).

Os espectros de IV do ODG, B-CD, mistura fisica (ODG/B-CD) e do complexo de
inclusdo (ODG-B-CD) determinados em temperatura ambiente e na regido espectral entre 4000-

400 cm! estdo mostrados na Figura 2.22.
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Embora as interagdes existentes no complexo de inclusdo entre a B-ciclodextrina e a 2-
oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) ndo serem muito fortes, uma vez que as forgas que as
mantém unidas sdo as fracas interacdes de Van der Waals e/ou interagdes hidrofobicas, observa-
se desvios e mudancas de intensidade de algumas bandas, quando comparamos o complexo e 0
a substancia livre. O espectro de IV da ODG (Figura 2.22a) mostra como principais bandas de
absorcéo, as bandas fortes em 2922,63 cm™ e 2847,50 cm™ resultantes, respectivamente, da
deformacéo axial assimétrica e simétrica da ligacdo C—H dos grupos metilénicos [- (CH2)n —
] e dos grupos metilicos [HsC-], outra banda de absorgdo intensa em 1743,80 cm™ devida ao
estiramento do grupo carbonila (C=0) caracteristico de ésteres de triacilglicerdis, outra banda
de absorcdo verificada na Figura 2.22a aparece em 1469,62 cm™ atribuida a deformagio no
plano do grupo metilénicos [~ (CH2)n —] e, por fim, a banda de absorg&o larga que aparece em
1168,33 cm™ pode ser atribuida ao estiramento ou deformagcéo axial da ligagdo [C—O—C] de
ésteres (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007).

No espectro IV da B-CD (Figura 2.22b), pode-se observar principalmente a banda de
absorcdo larga em 3374,95 cm™ atribuida ao estiramento das ligagGes dos grupos hidroxilas
(O—H) primarios e secundarios (GANNIMANI et al., 2015), a banda de absorcdo 1634,59 cm”
! que pode ser atribuida a vibragdo de deformagéo angular no plano de O—H e a banda forte de
absorcdo em 1024,96 cm™ atribuida as vibragdes da ligagio C—OH de alcoois. Resultados
semelhantes foram encontrados por Gannimani e colaboradores (2015).

No espectro da mistura fisica (Figura 2.22c) observou-se que houve sobreposicao dos
padrbes de IV das bandas de absorgdo referentes ao ODG e B-CD livres, ou seja, permitiu
identificar que os mesmos correspondem a simples sobreposi¢do dos espectros dos compostos
isolados, nédo indicando qualquer tipo de interacao.

No espectro do complexo de inclusdo (ODG-B-CD) observou-se que as bandas da 3-CD
3374,95 cm™ e 2916,43 cmt, sofreram deslocamento nas frequéncias apds a incorporagdo da
molécula hospede para 3354,81 cm™ (frequéncia mais baixa) e 2918 cm™ (frequéncia mais alta),
respectivamente, (Figura 2.22d), a diminuicdo da frequéncia entre o complexo de inclusdo e
sua molécula constituinte deve-se as mudancas no microambiente que levam a formacdo de
ligagdo de hidrogénio e a presenca de forcas de Van der Waals durante sua interacdo para formar
o complexo de inclusio (HAMIDI et al., 2010). As bandas 2847,50 cm™ e 1743,80 cm™
confirmam a presenca do ODG no complexo. No espectro do complexo de incluséo (Figura
2.22d) observou-se um alargamento e diminuicdo da intensidade da banda de estiramento de
grupos O-H da B-CD em 3354,81 cm™ nesse espectro também foi observado quase o

desaparecimento da banda de absorgio em 1634,59 cm™ atribuida a vibragdo de deformagcéo
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angular no plano de O-H. Estas alteragdes podem ser devido a inser¢do de uma molécula no
interior da cavidade da ciclodextrina provocar uma restricdo conformacional, reduzindo a livre
movimentacao das moléculas encapsuladas contribuindo para a reducao da intensidade dos seus
sinais (NASCIMENTO, 2013), mas também, essas mudancas podem ser atribuidas as
interacOes intermoleculares entre os grupos carbonilicos da molécula hdspede (ODG) com o0s
grupos hidroxilas externos da p-CD (NEGI, 2013) sugerindo a formagdo do complexo de

inclusao.

Figura 2.22: Espectros de IV (a) ODG, (b) B-CD, (c) mistura fisica (ODG/B-CD) e (d)
complexo de inclusdo (ODG-B-CD).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Os resultados dos espectros IV sugerem que houve formacao efetiva do complexo de
incluséo entre a substancia 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) e a beta-ciclodextrina e que
a ODG foi incluida na cavidade hidrofobica da molécula de B-CD.
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2.3.7 Difragéo de raios X (DRX)

A técnica difracdo de Raios X (DRX) determina a natureza cristalina de solidos, sendo
considerada uma das técnicas mais adequada para caracterizacdo dos complexos de incluséo,
isso devido, sua simplicidade e rapidez (VEIGA et al., 2006; MEIRELLES, 2012). O principio
desta técnica baseia-se no espalhamento coerente da radiacdo X por estruturas organizadas
(cristais), permitindo um estudo morfolégico das substancias, ou seja, um estudo de sua
estrutura cristalina. Dessa forma, dependendo da estrutura cristalina da molécula incluida,
haverd formacdao de picos caracteristicos no espectro de DRX. Assim, a formacdo do complexo
de inclusdo serd avaliada por alteracbes nos picos caracteristicos da molécula hospede
(farmaco) e da molécula hospedeira (ciclodextrina) com o complexo (TAKAHASHI, 2009;
VEIGA et al., 2006).

Os padrdes de difragdo das substancias livres ODG ¢ B-CD, de sua mistura fisica e do
complexo de inclusdo foram estudados usando difracdo de raios X. Os difratogramas da ODG,
B-CD, mistura fisica (ODG/B-CD) e do complexo de inclusédo (ODG-B-CD) estdo mostrados na
Figura 2.23. O difratograma de ODG (Figura 2.23a) apresentou-se com caracteristica amorfa,
com alguns picos de baixa intensidade e largos em 20 = 6,55°; 13,21°; 17,61°; 19,21°; 20,54°;
22,27°; 23,87°; 26,140 30,54°; 39,34° e 46,66°. Diferentemente, da forma amorfa da ODG, a 3-
CD apresentou estrutura de natureza cristalina evidenciada pela grande quantidade de picos
mais finos e bem definidos observados no difratograma (Figura 2.23b), apresentando-se como
uma substancia de cristalinidade maior em relag&o a substancia ODG. O difratograma da f-CD
apresentou picos caracteristicos bem definidos em 26 = 9,08°; 10,68°; 12,54°; 14,80°; 15,48°;
17,079 17,74° 18,81°; 19,75°% 21,20° 22,68°; 24,41°; 25,60°; 27,07°; 32,13°; 34,53° ¢ 39,59° 0
qgue evidenciou a natureza cristalina dessa substancia. Resultados semelhantes foram
encontrados por Li e colaboradores (2015).

Observou-se que o padrdo de difracdo da mistura fisica (Figura 2.23c) foi apenas a
superposi¢ao dos difratogramas de ODG e B-CD ainda que com diminui¢do das intensidades
dos picos permitindo identificar a simples sobreposicdo dos difratogramas dos compostos
livres, ndo indicando, assim, qualquer tipo de interacdo. A mistura fisica apresentou uma
superposicdo dos padrdes de DRX das espécies isoladas, com reducdo de alguns picos
caracteristicos da p-CD, mas mantendo o pico mais intenso da B-CD em 20 = 12,54°. No
difratograma do complexo de incluséo (Figura 2.23d) mostrou que a estrutura da -CD sofreu
uma ligeira amorfizacdo, tendo em vista que, os nimeros de sinais foram reduzidos, bem como

suas intensidades, 0 que caracterizou perda de cristalinidade e, consequentemente, aumento de
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amorfizagdo. A obtengdo de um difratograma com caracteristicas de um material amorfo, ou
seja, sem picos finos bem definidos, pode ser um indicativo da ocorréncia de complexacao
(CORTI et al., 2007; LI et al., 2015).

Figura 2.23: Difratogramas de (a) ODG, (b) B-CD, (c) mistura fisica (ODG/B-CD e (d)
complexo de inclusdo (ODG-B-CD)
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Fonte: Arquivo pessoal.

Portanto a formagdo do complexo de inclusdo causa grandes mudancas no padréo de
difragdo das moléculas livres, hospede (farmaco) e hospedeiro (B-CD). As mudancgas foram
observadas sob a forma de desaparecimento, diminuicdo da intensidade e surgimento de novos
picos. Mudangas no difratograma da 3-CD pode confirmar a formagéo do complexo de incluséo
entre a ODG e B-CD. Outros trabalhos com resultados semelhantes foram encontrados na
literatura (L1U et al., 2013; YANG et al., 2014; Ll el al., 2015).

2.3.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica de analise qualitativa
bastante adequada para visualizar a textura superficial dos filmes superficiais depositados, isto
é, visualizar os aspectos morfologicos de materiais diversos, tais como, CD’s e medicamentos,
bem como, produtos obtidos por diferentes métodos de preparacio (DUCHENE, 1987;
ARAUJO et al., 2008). Esta analise constitui uma ferramenta importante para verificar

mudancas no perfil cristalino de moléculas, decorrentes do processo de sintese ou do
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processamento farmacéutico (RIBEIRO et al., 2008). A Figura 2.24 mostram as imagens
obtidas por microscopia eletrdnica de varredura de B-CD, ODG, mistura fisica (ODG/B-CD) e
complexo de inclusdo (ODG-B-CD).

Figura 2.24: Microscopia eletronica de varredura de (A) B-CD, (B) ODG, (C) mistura fisica
(ODG/B-CD) e (D) complexo de inclusdo (ODG-B-CD).

Fonte: Arquivo pessoal.

As micrografias da B-CD (Figura 2.24A) apresentou-se com morfologia homogénea e
cristais poliédricos, estando esse resultado de acordo com os achados de Chen e colaboradores
(2011), indicando um perfil mais cristalino. A Figura 2.24B mostra as imagens da substancia
ODG, nela pode-se observar que se trata de uma substancia com caracteristica amorfa. As
imagens da mistura fisica entre f-CD e ODG (Figura 2.24C) revelaram semelhancas tanto com
os cristais das moléculas de $-CD e a forma amorfa das moléculas de ODG, ou seja, a mistura
fisica continha a morfologia de ambos os componentes isoladamente, exibindo cristais
caracteristicos da B-CD misturados com particulas de ODG ou aderidas a sua superficie. As
imagens MEV mostraram que a forma e o tamanho do complexo de inclusdo foram
completamente diferentes das imagens dos componentes livres, B-CD e ODG. Em contraste, as
imagens do complexo de inclusdo (Figura 2.24D) apareceram como particulas irregulares, nas
quais, a morfologia original dos componentes desapareceram e pequenos agregados de pecas
amorfas e de tamanhos irregulares estavam presentes. Essas imagens demonstraram ainda que,

quando os pos de B-CD e ODG simplesmente se misturaram fisicamente, eles continuaram a
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existir em suas formas originais e individuais, enquanto que, quando as solucGes dos dois
compostos foram misturadas, formaram uma estreita associa¢do, onde houve uma mudanca
dréstica na morfologia e na forma das particulas da ODG, provavelmente formando o complexo
de inclusdo, em que a B-CD ja ndo existia em seu estado cristalino, revelando-se, assim, uma
aparente interagdo entre ODG e B-CD, 0 que pode-se confirmar a formagdo do complexo de
inclusdo. Estas observacOes estdo de acordo com outros trabalhos encontrados na literatura
(ZHOU et al., 2013; LOUIZ et al., 2015; GANNIMANI et al., 2015).

2.3.9 Anélises térmicas

Os métodos de analises térmicas sao bastante utilizados na caracterizacao de sistemas
constituidos por mais de um componente como os complexos de inclusdo. Estes métodos sao
feitos comparando-se os comportamentos térmicos dos componentes isoladamente com os dos
possiveis complexos de inclusdo formados. As CD’s séo caracterizadas como hidratos
apresentando diferentes quantidades de moléculas de agua, dependendo do seu processo de
preparacdo e das condicdes de estocagem (MACEDO, 2010).

Comumente, se detecta a formagdo do complexo de inclusdo, utilizando analise
termogravimétrica (TG), comparando-se a temperatura de inicio de degradacdo da molécula
encapsulada com a do possivel complexo. Quando ocorre a complexacgdo, a degradacdo da
molécula hospede ocorrerd a temperaturas mais elevadas uma vez que esta molécula estara
protegida na cavidade da ciclodextrina (ARAUJO et al., 2007).

Na andlise de TG, a massa de uma determinada amostra sob efeito de gas inerte, é
monitorada continuamente em fungdo do aumento da temperatura. Obtendo-se duas curvas,
uma relacionada ao percentual de perda de massa (TG) e outra relacionada a derivada do
percentual de perda de massa (DTG). Esta Gltima permite a determinacdo precisa da
temperatura em que ocorre determinada perda de massa da amostra (MACEDO, 2010). A
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é uma técnica bastante utilizada para confirmar a
formacdo do complexo de inclusdo no estado solido, devido a sua sensibilidade em detectar
possiveis alteracfes nos eventos termicos caracteristicos da molécula encapsulada quando ela
se encontra no interior da cavidade da ciclodextrina, assim como a estabilidade do sistema e
sua cristalinidade (LYRA et al., 2010; WANG et al., 2011).

As curvas termoanaliticas de TG e DTG para p-CD, ODG, mistura fisica (ODG/B-CD)
e complexo de incluséo (ODG-B-CD) sdo mostradas na Figura 2.25 e as curvas de DSC sé&o

mostradas na Figura 2.26. O termograma da f-CD (Figura 2.25A) mostra dois estagios de perda

Antonio do Nascimento Cavalcante



138
CAPITULO 2

de massa: o primeiro foi registrado em 91 °C indicando a perda de moléculas de dgua. Estudos
anteriores reportam a presenga de 11 moléculas de dgua, dependendo da umidade relativa na -
CD. As moléculas de agua estdo incluidas na cavidade e tambeém localizadas nos intersticios
entre as macromoléculas (LOUIZ et al., 2015). O segundo estagio de perda de massa mais
intenso foi registrado em 335 °C relacionado com a decomposigdo de estrutura B-CD devido a
transicdo da fase solida para liquida. Curva de DSC da B-CD (Figura 2.26b) corroboraram com
estas observacdes, onde mostraram dois eventos endotérmicos o primeiro iniciando em 70 °C
até 100 °C, possivelmente referente ao processo de evaporacao de agua presente no interior de
sua cavidade hidrofobica (WANG et al., 2011) e o outro evento endotérmico com inicio em
312° até 342 °C possivelmente resultante da fusdo das unidades glicosidicas da B-CD. O
termograma de ODG (Figura 2.25B) mostrou que sua decomposicdo ocorreu em 428 °C. A
curva termoanalitica de DSC da ODG (Figura 2.26a) confirmou esta observacdo na qual
mostrou um evento endotérmico iniciando em 375 °C e terminando em 437 °C podendo ser
atribuido ao inicio de fusdo dos produtos de decomposicao desta substancia.

As curvas termoanaliticas da mistura fisica (Figura 2.25C e Figura 2.26¢) foram a
simples superposicdo dos compostos livres como pode ser observado na curva DTG onde
mostrou claramente os trés picos de derivada da perda de massa correspondente das substancias
na sua forma livre. J& as curvas termoanaliticas do produto obtido pela técnica de liofilizacdo
utilizando B-CD (Figura 2.25D) mostrou que a decomposigéo do complexo de incluséo ocorreu
numa faixa maior de temperatura 225-400 °C, onde a derivada de perda de massa ocorreu em
326 °C. Entretanto, um padrdo diferente foi observado na curva de DSC do complexo de
inclusdo (Figura 2.26d), resultando em um sistema com caracteristicas Unicas, diferentemente
do comportamento termoanalitico das duas substancias livres, sugerindo uma mudanca na
estrutura da substancia apds a formagao do complexo de inclusdo entre ODG e B-CD. Verifica-
se que o evento endotérmico em 437 °C no termograma de DSC do ODG, associado a fuséo,
desaparece na curva do complexo de inclusdo, indicando uma maior estabilidade do ODG
complexado quando comparado ao ODG livre. Tal comportamento evidenciou um ganho de
estabilidade térmica para o farmaco encapsulado, provavelmente como resultado de interacdes

com a cavidade, isso pode indicar a complexagdo entre o ODG e $-CD.
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Figura 2.25: Curvas termoanaliticas de TG e DTG referentes a, (A) B-CD, (B) ODG, (C)
mistura fisica (ODG/B-CD) e (D) complexo de inclusdo (ODG-B-CD).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 2.26: Curvas termoanaliticas de DSC referentes a, (a) ODG, (b) B-CD, (c) mistura
fisica (ODG/B-CD) e (d) complexo de inclusdo (ODG-B-CD).
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Essas observacBes nas andlises térmicas foram consistentes com outros trabalhos
encontrados na literatura (ZHOU et al., 2014; KFOURY et al., 2014).

2.3.10 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H)

Espectroscopia de RMN é uma importante ferramenta para estudar e caracterizar o modo
de inclusdo (LI et al., 2015). E uma técnica que vem sendo bastante utilizada para determinar a
formacédo de complexos de inclusdo (VEIGA et al., 2006) sendo muitas vezes usada para
obtenc&o de informagdes adicional da formagao de complexos em CD’s (SUN et al., 2006). Os
deslocamentos quimicos do hospedeiro e da molécula hdspede podem fornecer evidéncias para
a formacdo de complexos de inclusdo em solucdo, uma vez que sdo conhecidas mudancas
significativas no microambiente que aparecera entre os estados livre e encapsulado.

A Figura 2.27 mostram os espectros de RMN *H da B-CD e do complexo de inclusio
da ODG com B-ciclodextrina, em dimetilsulfoxido (DMSO-d6). A fim de se atribuir os sinais
de RMN H das moléculas em estudo, assim como observar possiveis altera¢cdes nos ambientes
quimicos dos hidrogénios das mesmas, quando forma o complexo de inclusdo. Os
deslocamentos quimicos (6) dos hidrogénios da 3-CD na auséncia e na presenca de ODG séo
mostrados na Tabela 2, onde Ad ¢ a diferenga entre o 6 da beta-ciclodextrina na presenca e na
auséncia de ODG.

Os deslocamentos quimicos (8), dos atomos de hidrogénios (H-1, H-2, H-4 e H-6) que
ficam na superficie exterior da cavidade de B-CD ndo apresentaram diferencas significativas na
presenca da molécula hdspede, no entanto, os &tomos de hidrogénios que ficam na parte interna
da B-CD (H-3 e H-5) mostraram mudancas relativamente proeminentes (Figura 2.27). Para uma
melhor ilustracdo dessas mudancas, os deslocamentos quimicos (8) de hidrogénios da B-CD na
auséncia e na presenca de ODG foram listados na Tabela 2.1.

A parede interna da cavidade da B-CD é constituida pelos atomos de hidrogénios, H-3 e
H-5, a estrutura do complexo de inclusdo pode ser determinada, de acordo com as alteracdes
nos deslocamentos quimicos (8). Pode ser visto a partir da Tabela 2.1 que houve mudanga de
ambiente quimico para todos os hidrogénios, ainda que de diferentes intensidades, apos a
inser¢do de ODG na cavidade da B-CD. Diferentemente dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios externos, H-1, H-2, H-4 e H-6, que foram ligeiramente afetados pela presenca de
ODG. Os hidrogénios internos, H-3 e H-5, mostraram mudangas no ambiente quimico
relativamente proeminentes, 0,0235 ppm e 0,0123 ppm, respectivamente, em comparagao aos

outros atomos de hidrogénios da B-CD que estdo localizados no lado externo da
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cavidade. Notou-se que o deslocamento quimico do H-3 foi maior que do H-5 apos a formacao
do complexo de inclusdo. O hidrogénio H-3 esta situado proximo do lado mais largo da
cavidade engquanto o hidrogénio H-5 esta proximo do lado mais estreito, essas alteracdes dos
deslocamentos quimicos sugerem que o0 ODG entrou na cavidade da -CD pelo lado mais largo
de modo que o0 H-5 mostrou-se um desvio menor.

Tal como ilustrado na Tabela 2.1, um fendmeno semelhante ocorreu nos deslocamentos
quimicos dos grupos OH das B-CD ap0s a formagdo do complexo de inclusdo, o valor Ad do
OH-6 (lado estreito) foi de 0,0045 ppm, no entanto, os valores de Ad para os grupos OH, que
ficam do lado largo da cavidade, foram ligeiramente maiores, OH-2 (0,0264 ppm) e OH-3
(0,0522 ppm). Este fendmeno corroborou com a hipotese de que a ODG foi inserida na cavidade
B-CD a partir do lado mais largo, e com base nesses resultados, deduzimos um possivel modo
de inclusédo para 0o ODG-B-CD como mostrado na Figura 2.28 e que a parte inserida da molécula

de ODG na cavidade da B-CD foi a que apresenta ligacdo dupla.

Tabela 2.1: Deslocamentos quimicos (8) de hidrogénios de -CD na auséncia e na presenca

de ODG.
e
3104\ /] W E'-;‘!_"OH-ﬁ
Hidrogénios dp-co (ppm) dopa-p-cp (Ppm) |Ad| (ppm)
H-1 4,8192 4,8274 0,0082
H-2 3,3230 3,3203 0,0027
H-3 3,6313 3,6548 0,0235
H-4 3,3454 3,3440 0,0014
H-5 3,5385 3,5508 0,0123
H-6 3,3696 3,3794 0,0098
OH-2 5,7329 5,7593 0,0264
OH-3 5,6691 5,7213 0,0522
OH-6 4,4649 4,4694 0,0045

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 2.27: Espectros de RMN !H da B-CD (A) e do complexo de inclusdo, ODG-B-CD, (B).
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Figura 2.28: Possivel modo de inclusdo da molécula ODG na cavidade da 3-CD.
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2.4 CONCLUSAO

O composto 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) foi obtido a partir da fracao
diclometéanico do extrato hexanico das sementes de Platonia insignis. Através de determinacao
in vitro da atividade anticolinesterasica apresentou inibicdo significativa para
acetilcolinesterase. O complexo de incluséo entre a substancia ODG e B-CD foi preparado com
éxito pelo método de solubilizacdo seguido por liofilizacdo e caracterizado por 1V, DSC, TG,
DRX, RMN e MEV. Os resultados deste trabalho mostraram claramente a efetiva formacao do
complexo de inclusdo entre a substancia ODG com B-ciclodextrina (ODG-B-CD). Com base
nos dados de RMN *H foi possivel inferir que a uma parte da molécula de ODG foi encapsulada
pelo lado mais largo da cavidade da B-CD.

O trabalho mostrou que a complexacdo do ODG provocou mudancas nas propriedades
deste composto, como um aumento na solubilidade e alteracdo no seu perfil de liberacdo. Estas
mudangas foram de grande importancia na aplicabilidade deste composto, podendo causar
melhoras na biodisponibilidade do mesmo. Pelo diagrama de solubilidade, constatou-se que a
constante de estabilidade aparente (K = 339,38 L mol™) apresentou um valor relativamente alto,
indicando uma boa interagdo entre 0 ODG e a B-CD e um aumento de solubilidade diretamente
proporcional ao incremento das concentragdes do agente complexante. Os resultados a partir
do diagrama de solubilidade de fases demonstraram a formagdo do complexo de inclusdo na
proporcdo 1:1 e permitiram determinar a eficiéncia de incluséo (El = 57,82%). Os resultados
mostraram que B-CD pode ser um excipiente adequado para aumentar a solubilidade e
libertacdo controlada do ODG.

Tais resultados foram importantes para um melhor entendimento das propriedades
fisico-quimicas do complexo de inclusdo, podendo futuramente ser um potencial alternativa

para a terapia de doengas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer.

REFERENCIAS

AGUIAR, U. N,; LIMA, S. G.; ROCHA, M. S,; FREITAS, R. M.; OLIVEIRA, T. M.; SILVA,
R. M.; MOURA, L. C. B.; ALMEIDA, L. T. G. Preparagéo e caracterizacdo do complexo de
incluséo do 0leo essencial de Crton zehntneri com f-ciclodextrina. Quimica Nova, n. 1, v. 37,
p. 50-55, 2014.

Antonio do Nascimento Cavalcante



144
CAPITULO 2

AGRA, M. F.; FREITAS, P. F.; BARBOSA-FILHO, J. M. Synopsis of the plants known as
medicinal and poisonous in Northeast of Brazil. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 17,
p. 114-140, 2007.

AMIDON, G. L.; LENNERNAS, H.; SHAH, V. P.; CRISON, J. R. A Theoretical Basis for a
Biopharmaceutic Drug Classification: The Correlation of in Vitro Drug Product Dissolution
and in Vivo Bioavalailability. Pharmaceutical Research, v. 12, p. 413-420, 1995.

ARAUJO, E. C. et al. Use of medicinal plants by patients with cancer of public hospitals in
Jodo Pessoa (PB). Revista Espaco para a Saude, v. 8, n. 2, p. 44-52, 2007.

ARAUJO, M. V. G.; VIEIRA, E. K. B.; LAZARO, G. S.; CONEGERO, F. S.; FERREIRA, O.
P.; ALMEIDA, L. E.; BARRETO, L. S.; COSTA-JR, N. B.; GIMENEZ, I. F.
Sulfadiazine/hydroxypropyl-p-cyclodextrin  host-guest system: characterization, phase
solubility and molecular modeling. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v.16, p. 5788-5794,
2008.

ARRAIS, M. A. S. Obtencéo e caracterizacdo fisico-quimica do complexo de incluséo
dapsona: Bcd e dapsona: sbeficd para incremento de solubilidade em forma farmacéutica.
Dissertacdo (Programa de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas). Universidade Federal do
Piaui. Teresina - Piaui, 93 p. 2012.

BARROSO, G. M.; PEIXOTO, A. L.; ICHASO, C. L. F.; COSTA, C. G.; GUIMARAES, E.
F.; LIMA, H. C. Sistemética de Angiospermas do Brasil Minas Gerais: Vicosa, 309 p. 2002.

BILANDA, D. C.; DIMO, T.; DZEUFIET DJOMENI, P. D.; BELLA, N. M. T,
ABOUBAKAR, O. B. F.; NGUELEFACK, T. B.; TAN, P. V.; KAMTCHOUING, P.
Antihypertensive and antioxidant effects of Allanblackia floribunda Oliv. (Clusiaceae)

aqueous. Journal of Ethnopharmacology, v. 128, n. 3, p. 634-640, 2010.

BRAGA, R. Plantas medicinais do Nordeste: especialmente do Ceara, ESAM, Mossoro,
Brazil, 1976.

Antonio do Nascimento Cavalcante



145
CAPITULO 2

Brasil. Farmacopéia Brasileira, volume 2/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria. Brasilia:
Anvisa, p. 546. 2010.

BREWSTER, M. E.; LOFTSSON, T. Cyclodextrins as pharmaceutical solubilizers. Advanced
drug delivery reviews, v. 59, n. 7, p. 645-666, 2007.

CANNAVA, C.; CRUPI, V., FICARRA, P.; GUARDO, M., MAJOLINO, D
STANCANELLI, R.; VENUTI, V. Physicochemical characterization of coumestrol/p3-
cyclodextrins inclusion complexes by UV-vis and FTIR-ATR spectroscopies. Vibrational
Spectroscopy, v. 48, n. 2, p. 172-178, 2008.

CAVALCANTE, P. B. Frutas comestiveis da Amazodnia. 6 ed. Belém:CNPg/Museu Paraense
Emilio Goeldi, 279 p. (ColecdoAdolpho Ducke), 1996.

CHEN, X.; CHEN, R.; GUO, Z.; LI, C.; LI, P. The preparation and stability of the inclusion
complex of astaxanthin with b-cyclodextrin. Food chemistry, v. 101, p. 1580-1584, 2007.

CHEN, W.; YANG, L. J.; MA, S. X;; YANG, X. D.; FAN, B. M.; LIN, J. Crassicauline A/B-
cyclodextrin host—guest system: Preparation, characterization, inclusion mode, solubilization
and stability. Carbohydrate Polymers, v. 84, p. 1321-1328, 2011.

CHITARRA, A. B.; CHITARRA, M. I. F. Pds-colheita de frutos e hortaligas, Lavras, p. 256.
2005.

CHOWDARY, K. P. R.; RAJYALAKSHMI, Y. Dissolution rate in modern pharmacy. Eastern
Pharmacist, v. 30, p. 51-4, 1987.

COELHO, L. N. Estudo da inclusao de filtros solares em ciclodextrinas e suas aplica¢fes
em dermocosmética. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas). Faculdade de

Farmécia do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 115 p. 2001.

CORTI, G; CAPASSO, G; MAESTRELLI, F; CIRRI, M; MURA, P. Physycalchemical
characterization of binary systems of metformin hydrochloride with triacetyl-f-cyclodextrin.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 45, p. 480-486, 2007.

Antonio do Nascimento Cavalcante



146
CAPITULO 2

COSTA-JUNIOR, J.S. Andlise Fitoquimica, Farmacoldgica e toxicological das sementes
de Platonia insignis Mart. (Bacuri), Tese (Doutorado em Genética e Toxicologia Aplicada).
Universidade Luterana do Brasil, ULBRA, Brasil, 2011a.

COSTA JUNIOR, J. S.; ALMEIDA, A. A. C.; FERRAZ, A. B. F.; ROSSATO, R. R.; SILVA,
T. G.; SILVA, P. B. N.; MILITAO, G. C. G.; CITO, A. M. G. L.; SANTANA, L. C. L. R:;
CARVALHO, F. A. A.; FREITAS, R. M. Citotoxic and leishmanicidal properties of
garcinielliptone FC, a prenylated benzophenone from Platonia insignis. Natural Product
Research, v. 27, p. 470-474, 2013.

DAVIS, M. E.; BREWSTER, M. E. cyclodextrin-based pharmaceutics: past, present and future.
Nature Reviews Drug Discovery, v.3, p. 1023-1035, 2004.

DUCHENE, D. Cyclodextrins and their industrial uses. Paris: Editions de Santé, 1987

ELLMAN, G. L.; COURTNEY, D. K.; ANDRES, V. J. R.; FEATHERSTONE, R. M. A new
and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochemical
Pharmacology, v. 7, p. 88-95, 1961.

FEITOSA, C. M; TREVISAN, M. T. S.; BEZERRA, M. Z. B.; SANTOS, F. J. B.; SILVA, D.
C.; CAVALCANTE, A. A. C. M. A Doenca de Alzheimer e 0 Uso de Plantas Medicinais. In:
Plantas Medicinais e a Doenca de Alzheimer, cap. 05, p.73-102, 2015a.

FEITOSA, C.; CAVALCANTE, A. N.; CHAVES, S. K. M.; ARAUJO, L. D. S. Medicinal
plants of Brazil and Alzheimer’s disease: Evolution in traditional use and pre-clinical
studies. Asian Journal of Biomedical and Pharmaceutical Sciences, n. 6, v. 58, p. 1-13,
2016a.

FEITOSA, C. M.; CHAVES, S. K. M.; SANTOS, P. R. P.; CAVALCANTE, N. C.; COSTA
JUNIOR, J. S.; RASHED, K. Anticholinesterase activity and effects on memory in adult rats
of 1, 3-distearoyl-2-oleoylglycerol substance isolated from Platonia insignis Mart.
(bacurizeiro). The Pharma Research, n. 14, v. 2, p. 39-52, 2016b.

Antonio do Nascimento Cavalcante



147
CAPITULO 2

FONTENELE, M. A.; FIGUEIREDO, R.W.; MAIA, G. A.; ALVES, R. E.; SOUSA, P. H. M.
D.; SOUZA, V. A. B. D. Conservagdo pés-colheita de bacuri (Platonia insignis Mart.) sob
refrigeracdo e embalado em PVC. Revista Ceres, v.57, p. 292-296, 2005.

FRACETO, L.F.; GONCALVES, M.M.; MORAES, C.M.; ARAUJO, D.R.; ZANELLA, L.;
PAULA, E.; PERTINHEZ, T.A. Caracterizacdo do complexo de inclusdo ropivacaina:f-
ciclodextrina. Quimica Nova, v. 30, p. 1203-1207, 2007.

GANNIMANI, R.; RAMESH, M.; PILLAY, K.; SOLIMAN, M.E.; GOVENDER, P.
Antipyrine—gamma cyclodextrin inclusion complex: Molecular modeling, preparation,
characterization and cytotoxicity studies. Journal of Molecular Structure, v. 1089, p. 38-47,
2015.

GIACOBINI, E. Cholinesterases: new roles in brain function and in Alzheimer’s disease.

Neurochemical Research, v. 28, p. 512-522, 2003.

GRILLO, R.; MELO, N. F. S.; FRACETO, L. F.; BRITO, C. L.; TROSSINI, G. H. G
MENESES, C. M. S.; FERREIRA, E. I.; MORAES, C. M. Caracterizagdo fisico-quimica de
complexo de inclusdo entre hidroximetilnitrofurazona e hidroxipropil-p-ciclodextrina.
Quimica Nova, v. 31, p. 290-295, 2008.

GUIDOLIN, R. M.; CURCIO, G. R.; HANSEL, F. A. Fracionamento de diferentes classes
de compostos quimicos por cromatografia liquida em coluna. Anais do X evento de
iniciacdo cientifica da EMBRAPA FLORESTAS. 2011.

HAMIDI, H.; ABDERRAHIM, R.; MEGANEM, F. Spectroscopic studies of inclusion
complex of B-cyclodextrin and benzidine diammonium dipicrate. Spectrochimica Acta Part

A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, n. 75; p. 32-36, 2010.

HIGUCHI, T.; CONNORS, K. A. Phase solubility techniques. Advanced Analytical
Chemistry Instrumental, v. 4, n. 2, p. 207-212, 1965.

Antonio do Nascimento Cavalcante


https://www.embrapa.br/florestas/busca-de-publicacoes/-/publicacao/list/autoria/nome/renata-maria-guidolin?p_auth=B6WwPioA

148
CAPITULO 2

KFLOURY, M.; AUEZOVA, L.; GREIGE-GERGES, H.; RUELLAN, S.; FOURMENTIN, S.
Cyclodextrin, an efficient tool for trans-anethole encapsulation: Chromatographic,

spectroscopic, thermal and structural studies. Food Chemistry, v. 164, p. 454-461, 2014.

KIENDREBEOGO, M; COULIBALY, A. Y.; NEBIE, R. C. H.; ZEBA, B.; LAMIEN, C. E,;
LAMIEN-MEDA, A.; NACOULMA, O. G. Antiacetylcholinesterase and antioxidant activity
of essential oils from six medicinal plants from Burkina Faso. Revista Brasileira de

Farmacognosia e Brazilian Journal of Pharmacognosy, n. 21, v. 1, p. 63-69, 2011.

LAI D.; YANG, Z.; XUE, W.; SHENG, J.; SHI, Y.; YAO, X. Isolation, characterization and
acetylcholinesterase inhibitory activity of alkaloids from roots of Stemona sessilifolia.
Fitoterapia, v. 89, p. 257-264, 2013.

LIDIANE, M. M. G.; NICOLLY, P.; VALERIA, G. C.; DEBORAH, Q. F.; KATIA, G. L. A.
Inclusion complexes of bell pepper pigments with b-cyclodextrin: Preparation, characterization

and application as natural colorant in yogurt. Food Chemistry, v. 148, p. 428-436, 2014.

LI, W.; LIU, X.; YANG, Q.; ZHANG, N.; DU, Y.; ZHU, H. Preparation and characterization
of inclusion complex of benzyl isothiocyanate extracted from papaya seed with 3-cyclodextrin.
Food Chemistry, v. 184, p. 99-104, 2015.

LIU, R. Water Insoluble Drug Formulation, Interpharm, CRC Press. New York, 2000.
LIU, B.; LI, W.; ZHAO, J.; LIU, Y.; ZHU, X.; LIANG, G. Physicochemical characterisation

of the supramolecular structure of luteolin/cyclodextrin inclusion complex. Food Chemistry,
n. 141, p. 900-906, 2013.

LOFTSSON, T.; MASSON, M. Cyclodextrins in topical drug formulations: theory and
practice. International Journal of Pharmacy, v. 225, p. 15-30, 2001.

LOPES, W. A.; FASCIO, M. Esquema para interpretacdo de espectros de substancias organicas
na regido do Infravermelho. Quimica Nova, v. 27, n. 4, p. 670-673, 2004.

Antonio do Nascimento Cavalcante



149
CAPITULO 2

LOPES, C.R. et al. Folhas de cha. Vigosa: UFV, 2005.

LOUIZ, S.; LABIADH, H.; ABDERRAHIM, R. Synthesis and spectroscopy studies of the
inclusion complex of 3-amino-5-methyl pyrazole with beta-cyclodextrin. Spectrochimica

Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 134, p. 276-282, 2015.

LYRA, M. A. M.; ALVES, L. D. S.; FONTES, D. A. F.; SOARES SOBRINHO, J. L.; ROLIM
NETO, P. J. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Bésica e Aplicada, v. 31, p. 117, 2010.

MACEDO, L, F, O. Preparacdo e Caracterizacdo de complexo de incluséo entre
trimetoprim e 2-Hidroxipropil-Gama-Ciclodextrina. Dissertacdo - Mestrado. Universidade
Federal de Sergipe. 81 p. 2010.

MASSON, M.; LOFTSSON, T.; MASSON, G.; STEFANSSON, E. Cyclodextrins as
permeation enhancers: some theoretical evaluations and in vitro testing. Journal of Controlled
Release, v. 59, p. 107-118, 1999.

MEIRELLES, L. M. A. Incremento de solubilidade do farmaco rifampicina por complexo
de inclusdo e dispersdo sélida. Dissertacdo (Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas). Universidade Federal do Piaui, Teresina - Pl, 80 p. 2012.

MATIOLI, G. Ciclodextrinas e suas aplicacdes em: alimentos, farmacos, cosméticos,
agricultura, biotecnologia, quimica analitica e produtos gerais, Eduem, Maringd, Brazil,
2000.

MOURA, M. C. C.; HOMMA, A. K. O.; MENEZES, A. J. E. A. et al. Bacuri:
Agrobiodiversidade. Sao Luis: Interamerican Institute for Cooperation on Agriculture, p. 210.
2007.

MOURAO, K.S.M.; BELTRATI, C.M. Morfologia dos frutos, sementes e plantulas de Platonia
insignis Mart. (Clusiaceae). I. Aspectos anatdmicos dos frutos e sementes em desenvolvimento,
Acta Amazonica, v. 25, p. 11-32, 1995.

Antonio do Nascimento Cavalcante



150
CAPITULO 2

NASCIMENTO, J. L. Complexo de incluséo do extrato hexanico de Platonia insignis Mart
e p-ciclodextrina: caracterizagdo e avaliacdo das atividades gastroprotetora e
antioxidante in vitro. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal do Piaui, Teresina, 137 p. 2013.

NEGI, J. S.; SING, S. Spectroscopic investigation on the inclusion complex formation between

amisulpride and y-cyclodextrin. Carbohydrate Polymers, v. 92, p. 1835-1843, 2013.

NUNES, I. L.; MERCADANTE, A. Z. Encapsulation of lycopene using spraydrying and
molecular inclusion processes. Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 50, p. 893-
900, 2007.

PERES, T. B. Noc¢des Bésicas de Cromatografia. Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Protecdo Ambiental-Instituto Bioldgico. v. 64, n. 2, p. 227-229, 2002.

PERRY, E. K. Behavioral and cognitive neuroscience, v. 89, p. 261-264, 2003.

RAMA, A. C. R.; VEIGA, F.; FIGUEIREDO, I. V.; SOUSA, A.; CARAMONA, M. Aspectos
biofarmacéuticos da formulacdo de medicamentos para neonatos. Fundamentos da
complexacdo de indometacina com hidroxipropil-B-ciclodextrina para tratamento oral do
fechamento do canal arterial. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, Sdo Paulo, v.
41, n. 3, p. 281-299, 2005.

REINECCIUS, T.; REIEENECCIUS, G.; PEPPARD, T. L. J. The Effect of Solvent Interactions
on a-, B-, and y-Cyclodextrin/Flavor Molecular Inclusion Complexes. Agricultural and Food
Chemistry, v. 53, p. 388-392, 2005.

REIST, M.; DI GIOVANNI, S.; BORLOZ, A.; URBAIN, A.; MARSTON, A;
HOSTETTMANN, K.; CARRUPT, P. A. In vitro screening assays to identify natural or
synthetic acetylcholinesterase inhibitors: Thin layer chromatography versus microplate
methods. European Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 33, p. 109-119, 2008.

Antonio do Nascimento Cavalcante



151
CAPITULO 2

RHEE, K. I.; VAN RIIJN, M. R.; VERPOORTE, R. Qualitative Determination of false-positive
effects in acetylcholinesterase assay using thin-layer chromatography. Phytochemical
Analalysis, v. 14, p. 127-131, 2001.

RIBEIRO, A.; FIGUEIRAS, A.; SANTOS, D.; VEIGA, F. Preparation and solid-state
characterization of inclusion complex formed between miconazole and methyl-p-ciclodextrin.
AAPS PharmSciTech, v. 9, p. 1102-1109, 2008.

RUFINO, M. S. M.; ALVES, R.E.; BRITO, E. S.; PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-CALIXTO,
F.; MANCINI-FILHO, J. Bioactive compounds and antioxidant capacities of 18 non-traditional
tropical fruits from Brazil. Food Chemistry, v. 121, n. 4, p. 996-1002, 2010.

SANTOS, P.R.P. Estudos Farmacoldgicos e ensaios pré-clinicos de 1,3-diestearil-2- oleil-
glicerol (TG1), derivado de Platonia Insignis Mart. Dissertacdo (Dissertacdo de mestrado

em Ciéncias Farmacéuticas). Universidade Federal do Piaui, 2012.

SANTOS, P. R. P.,; CARVALHO, R. B. F.; COSTA JUNIOR, J. S.; FREITAS, R. M,;
FEITOSA, C. M. Survey of physicochemical and pharmacological properties of extracts and
compounds isolated from Platonia insignis Mart. a perspective for developing phytomedicines.

Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 94, p. 161-168, 2013.

SEIDL, C. Pesquisa de substancias naturais inibidoras da acetilcolinesterase. Dissertagao
de Mestrado, Universidade Federal do Paran&/PR, 2010.

SERENIKI, A.; VITAL, M. A. B. F. A doenca de Alzheimer: aspectos fisiopatologicos e
farmacoldgicos. Revista de psiquiatria do Rio Grande do Sul [online], v. 30, n. 1, p. 1-17,
2008.

SILVA, L. C.; FERREIRA, B. Cromatografiaem Coluna (C). Universidade Federal de Goias.
Goiés, 2009. Site: http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAAjJwWAK/apostila-cromatografia-
coluna. (Acesso em 29/06/2015).

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X. Identificacdo Espectrométrica de Compostos
Organicos, 6 ed., Rio de Janeiro: LTC, 2007.

Antonio do Nascimento Cavalcante



152
CAPITULO 2

SINGH, R.; BHARTI, N.; MADAN, J.; HIREMATH, S. N. Characterization of Cyclodextrin
Inclusion Complexes — A Review. Journal of Pharmaceutical Science and Technology, v. 2,
n. 3, p. 171-183, 2010.

SKOOG, D. A. Principios de Andlise Instrumental. 5. ed. Porto Alegre: Bookman, 2002.

SPRICIGO, R.; BOTELHO, K.; CONSIGLIERI, V.; SERRA, C. H. R. Obtencéo e Avaliacao
de Complexos de Inclusdo de Furosemida com B-ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina:
Efeitos sobre as Propriedades de Dissolugdo do Farmaco. Latin American Journal of
Pharmacy, v. 27, n. 5, p. 645-653, 2008.

SUN, D.Z;; LI, L.; QIU, X. M.; LIU, F.; YIN, B. L. 2006. Isothermal titration calorimetry and

'H NMR studies on host—guest interaction of paeonol and two of its isomers with P-
cyclodextrin. International Journal of Pharmacy, v. 316, p. 7-13, 2006.

TAKAHASHI, A.l. Obtencéo e caracterizacdo de complexos binarios e ternarios de
sinvastatina e ciclodextrinas. Dissertacdo (Mestrado em farmaco e medicamentos).
Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 99 p. 2009.

TREVISAN, M. T. S.; MACEDO, F. V. V. Selecdo de plantas com atividade anticolinasterase
para tratamento da Doenca de Alzheimer. Quimica Nova, v. 26, n. 3, p. 301-304, 2003.

VEIGA, F.; FERNANDES, C.; MAINCENT. Influence of the Preparation Method on the
Physicochemical Properties of Tolbutamide/Cyclodextrin Binary Systems. Drug Development
and Industrial Pharmacy, v. 27, p. 523-532, 2001.

VEIGA, F.; PECORELLI, C.; RIBEIRO, L. As ciclodextrinas em tecnologia farmacéutica.
EdicGes Minerva Coimbra. Coimbra. 12 edi¢éo, 2006.

VIEIRA, L. M.; SOUSA, M. S. B.; MANCINI-FILHO, J.; LIMA, A. Total phenolics and
antioxidant capacity "in vitro™ of tropical fruit pulps. Revista Brasileira de Fruticultura, v.
33, p. 888-897, 2011.

Antonio do Nascimento Cavalcante



153
CAPITULO 2

ZHANG, Z.; WANG, X.; CHEN, Q.; SHU, L.; WANG, J.; SHAN, G. Clinical efficacy and
safety of huperzine Alpha in treatment of mild to moderate Alzheimer disease, a placebo-
controlled, double-blind, randomized trial. Zhonghua Yi Xue Za Zhi, v. 82, p. 941-944, 2002.

ZHOU, Q.; WEL, X,; DOU, W.; CHOU, G.; WANG, Z. Preparation and characterization
of inclusion complexes formed between baicalein and cyclodextrins. Carbohydrate

Polymers, v. 95, p. 733-739, 2013.

ZHOU, S. Y.; MA, S. X.; CHENG, H. L.; YANG, L. J.; CHEN, W.; YIN, Y. Q.; SHI, Y. M,;
YANG, X. D. Host—guest interaction between pinocembrin and cyclodextrins:
Characterization, solubilization and stability. Journal of Molecular Structure, v. 1058, p. 181-
188, 2014.

YANG, R.; CHEN, J. B.; XIAO, C.F.; LIU, Z. C.; GAO, Z. Y.; YAN, S. J.; ZHANG, J. H,;
ZANG, H. B.; LIN, J. Carbohydrate Polymers, v. 111, p. 655-662, 2014.

WANG, J.; CAQ, Y.; SUN, B.; WANG, C. Physicochemical and release characterisation of
garlic oil-B-cyclodextrin inclusion complexes. Food Chemistry, v. 127, p. 1680-1685, 2011.

Antonio do Nascimento Cavalcante



154

CAPITULO 3

CAPITULO 3

(Artigo submetido a REVISTA toxicology reports)

toxicology
reports

ELSEVIER

Toxicity, cytotoxicity, matugenicity and in vifro antioxidant models of 2-oleyl-1,3-dipalmitoyl-glycerolisolated
from the hexane extract of Platonia insignis MART seeds

Antonio do Nascimento Cavalcante®?", Layana Karine Farias Limac, Felipe Pereira da Silva Santos®, Matheus Oliveira
do Nascimentoe, Cristiany Marinho Aratjod, Jodo Marcelo de Castro e Sousa® and Chistiane Mendes Feitosasc

2 Institute of Education, Science and Technology of Maranhao, 65760-000 Presidente Dutra — MA, Brazil, E-mail:
antonio.cavalcante@ifma.edu.br/ant cavalcante@yahoo.com.br, Tel: +55 86 99482 — 7734

b Postgraduate Program in Chemistry, Federal University of Piaui, 64049-550 Teresina — PI, Brazil

¢ Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Piaui, 64049-550 Teresina — PI, Brazil
d Institute of Education, Science and Technology of Piaui, Teresina Campus South Zone, 64018-000 Teresina — PI,
Brazil

¢ Department of Chemustry, Federal University of Piaui, 64049-550 Teresina — PI, Brazil

Antonio do Nascimento Cavalcante



155
CAPITULO 3

MODELOS ANTIOXIDANTES IN VITRO, TOXICIDADE,
CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DO 2-OLEIL-1,3-
DIPALMITOIL-GLICEROL ISOLADO A PARTIR DO EXTRATO
HEXANICO DAS SEMENTES DE Platonia insignis MART

Antonio do Nascimento Cavalcante, Layana Karine Farias Lima, Felipe Pereira da Silva Santos,
Matheus Oliveira do Nascimento, Cristiany Marinho Aradjo, Jodo Marcelo de Castro e Sousa e
Chistiane Mendes Feitosa

ABSTRACT

2-oleyl-1,3-dipalmitoyl-glycerol (ODG) was obtained from Platonia insignis seeds, for this
triacylglycerol there are no studies on its toxicity and protective activities against oxidative
stress. The objective of this study was to evaluate the toxicity of Artemia salina, the cytotoxic
and mutagenic effects of Allium cepa, as well as to evaluate the in vitro antioxidant effects of
ODG against the production of hydroxyl radicals, nitric oxide and reactive species with
thiobarbituric acid (TBARS). ODG showed an median lethal dose (LDso) greater than 1200 pg
mL? in A. salina. In the assay of A. cepa (0.002 — 0.2 mg mL™) the ODG compound at the
highest concentration was slightly cytotoxic with a decrease in the size of roots and mitotic
indexes, but did not induce chromosomal alterations. ODG (8.75 — 140.00 ug mL™) was found
to reduce nitric oxide production by 41.6%, while the antioxidant standard ascorbic acid (AA)
reduced 54.14%. ODG (15.625 — 250.00 ug mL1) promoted a removal of the hydroxyl radical
by 35.69% at the highest concentration and was able to prevent lipid peroxidation induced by
2,2'-azobis-2-amidinopropane (AAPH), inhibiting the amount of TBARS formed, in up to
35.69%, a result close to that obtained with AA. Thus, ODG moderately reduced the levels of
hydroxyl radicals, nitric oxide, and TBARS in vitro and was nontoxic at low concentrations.

Keywords: 2-oleyl-1,3-dipalmitoyl-glycerol; Allium cepa; Artemia salina; free radicals.
3.1 INTRODUCAO

As plantas e as ervas medicinais sdo consideradas uma das mais ricas fontes de agentes
terapéuticos para o tratamento e prevencdo de inUmeras doencas e enfermidades compondo

cerca de 60% dos produtos farmacéuticos (PAN et al., 2013). A crescente busca por novos

farmacos a partir de plantas/ervas levou a descoberta de muitos compostos com potencial para
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o desenvolvimento de drogas através do isolamento, elucidacdo da estrutura, composicdo e
avaliacdo da bioatividade, com base na composicdo fitoquimica e nos usos na medicina
tradicional (DIAS et al., 2012; PAN et al., 2013).

Nessa perspectiva as espécies pertencentes a familia Clusiaceae sdo importantes plantas
medicinais bastante utilizadas na medicina popular brasileira. Estudos envolvendo as
propriedades biolégico-farmacoldgicas dessa familia podem ser comumente encontrados na
literatura, sendo que a maior parte desses estudos se concentram, sobretudo, nos extratos
vegetais de suas sementes (BILANDA et al.,, 2010). As plantas pertencentes a familia
Clusiaceae possuem metabdlitos secundarios com importantes atividades bioldgicas. Esta
familia engloba arvores, arbustos, lianas e ervas de interesse econdémico pela producéo de frutos
comestiveis, madeiras, produtos quimicos de interesse farmacéutico e tintas (LUSTOSA,
2012). Pesquisas relacionadas sobre a composicdo quimica das plantas desta familia apontam
que elas sdo ricas em xantonas e benzofenonas poliisopreniladas que foram isolados ndo sé a
partir das resinas, mas também a partir de outras partes das plantas (PICCINELLI et al., 2009;
COSTA JUNIOR, 2011). Dentre as suas atividades bioldgicas conhecidas pode-se destacar:
antidepressiva, antioxidante, antifingica, anti-HIV e antibacteriana.

P. insignis é uma espécie que ocorre desde a Amazonia até o Piaui, onde o seu fruto
(bacuri) é bastante consumido na forma in natura ou processado (AGUIAR et al., 2008). As
graxas obtidas a partir das sementes do bacuri s&o comumente utilizadas como cicatrizantes e
anti-inflamatdria (SANTOS JUNIOR et al., 2010). Ha relatos na literatura onde os extratos das
sementes, fraces e compostos isolados foram testados em varias atividades bioldgicas e
apresentaram resultados promissores como, reducéo do stress oxidadivo (COSTA JUNIOR et
al., 2010; RUFINO et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2014), elimina¢&o de formas parasitarias
(SILVA et al., 2015; COELHO et al., 2018) e inibigdo enzimatica da a-glucosidase e
acetilcolinesterase (FREITAS et al., 2018; CAVALCANTE et al., 2019). Também foram
relatados efeitos imuno-moduladores e baixa toxicidade in vivo para extratos obtidos das
sementes (LUSTOSA et al., 2016).

As sementes do bacuri sdo ricas em acidos graxos, triacilglicerdis e em metabolitos com
potencial atividade terapéutica, como as xantonas que exibem efeitos antiepiléticos e
antiparasitarios (COSTA JUNIOR et al., 2011a; COSTA JUNIOR et al., 2013) e as
benzofenonas poliisopreniladas, com efeito vasorelaxante em modelos animais (ARCANJO et
al., 2014). Um triacilglicerol isolado do extrato hexanico de suas sementes, o 1,3-diestearoil-2-
oleil-glicerol (TG1), em formulagdes, foi efetivo em cicatrizar feridas em ratos (MENDES et
al., 2015).
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Radical livre é definido como sendo todo 4&tomo ou molécula que possui um ou mais
elétrons desemparelhados sendo comumente formado em processos bioldgicos podendo ser
eliminado por defesas antioxidantes (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010). Os antioxidantes
podem atuar como defesas biologicamente importantes contra espécies reativas derivadas do
oxigénio (ERO's) e nitrogénio (ERN’s) prevenindo ou diminuindo os danos oxidativos nos
tecidos humanos produzidos por essas espécies reativas.

O processo de desenvolvimento de novos farmacos com acdo antioxidante tem se
tornado um importante objeto de pesquisa uma vez que a terapéutica farmacologica atual para
o0 tratamento de vérias doencas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, esclerose
maltipla, doenca de Huntington, além de epilepsia e alguns tipos de neoplasias pode ser
realizada devido as propriedades antioxidantes de muitos compostos naturais e/ou sintéticos
(REED, 2011). Além disso, compostos com acdo antioxidante podem retardar o
envelhecimento (COSTA et al., 2013). Dessa forma, a busca por novos agentes antioxidantes é
extremamente necessaria e atualmente é objeto de interesse em novas pesquisas pela inddstria
farmacéutica.

Nesse panorama o composto semi-sélido 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (Figura 3.1) é
um triacilglicerol obtido das sementes de P. insignis Mart, para o qual ainda ndo ha relatos na
literatura sobre sua toxicidade e atividades protetoras contra o estresse oxidativo (EO),
justificando assim, a necessidade da realizacdo desse estudo. Considerando o potencial
medicinal dos compostos obtidos de P. insignis, este trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos antioxidantes in vitro, bem como avaliar os efeitos toxicologicos e mutagénicos do
composto 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol isolado da fragdo diclometanico do extrato hexanico
das sementes do bacuri.
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Figura 3.1: Estrutura quimica do 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) obtido a partir das
sementes de Platonia insiginis.
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Fonte: Arquivo pessoal.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Reagentes e produtos quimicos

Dicromato de potéssio (K2Cr207), sulfato de cobre penta hidratado (CuSQO4.5H20),
FeSOs, reagente modificado de Griess, 2-desoxirribose, &cido 2-tio-barbitdrico, dicloridrato de
(2,20-azobis-(2-amidinopropano) [AAPH]); nitroprussiato de sodio (SNP), é&cido
tricloroacético, perdxido de hidrogénio, éacido ascorbico, acido acético e monolato de
polioxietilenosorbitano (Tween 80); dimetilsulfoxido (DMSO) foram adquiridos da Sigma Co.

3.2.2 Preparo das amostras

O composto ODG foi isolado da fragdo diclorometanico a partir do extrato hexanico das
sementes de P. insignis conforme metodologia descrita por Cavalcante e colaboradores (2019),
cuja estrutura foi elucidada por técnicas espectroscopicas (RMN 'H; RMN BC e IV). O
composto ODG e o acido ascorbico (AA) foram solubilizados em Tween 80 0,05% (v/v) e

solucéo salina com NaCl 0,9% (m/v).
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3.2.3 Ensaios de Toxicidade

3.2.3.1 Ensaio de letalidade de Artemia salina

A toxicidade frente a Artemia salina foi realizada de acordo com um ensaio proposto
por Mclaughlin e colaboradores (1991). Nesse ensaio, os ovos de A. salina foram eclodidos em
agua com salinidade numa concentracdo de 12 ppm e ap0s 48 horas, as larvas foram coletadas
para os bioensaios. As diluicdes da amostra e do controle foram realizadas em agua do mar
artificial e em 5% de dimetilsulfoxido (DMSO). Solugdes com ODG (75 — 1200 pg mL™Y) foram
preparadas em triplicata e também foi preparado um controle negativo somente com solucéo
salina. Posteriormente foram adicionadas a estas solu¢des 10 nauplios (larvas) em cada tubo.
Apbs 24 horas foi realizada a contagem das larvas sobreviventes. O procedimento foi repetido
em concentragdes intermediarias para se determinar a dose letal média (DLso).

Para o preparo da agua do mar sintética foi dissolvido em 1 litro de 4gua destilada as
seguintes substancias com suas respectivas massas: NaCl — 15,153 g; MgCl - 1,398 g; MgSOa4
—1,888 g; CaCl> - 0,652 g; KCI - 0,414 g e NaHCO3 - 0,116 g.

3.2.3.2 Ensaio toxicogenético em Allium cepa

A citotoxicidade e mutagenicidade do composto ODG em A. cepa foram conduzidas de
acordo com um procedimento proposto por Guerra e Souza (2002). Nesse método raizes de A.
cepa com aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram colocadas em recipientes contendo
solugdes com ODG (0,002 — 0,2 mg mL™Y), em triplicata, e observadas em diferentes tempos de
exposicao (24, 48 e 72 horas). O tamanho das raizes (TR) foi utilizado como avaliacdo da
toxicidade. Apds a mensuracao, as raizes foram fixadas em solucgéo etanol-acido acético (3:1),
durante 24 h. Posteriormente as raizes foram lavadas em agua destilada e hidrolisadas com HCI
1,0 mol L't a 60 °C, durante 10 minutos e coradas com uma solugdo aquosa de orceina acética
a 2%. O potencial mutagénico foi avaliado por meio de analise do total de alteracGes
cromossdmicas (TAC) e de micronucleos nas células meristematicas de A. cepa, observando
1000 células por bulbo. O potencial citotoxico foi determinado pelo indice mitotico (IM). O IM
de cada bulbo foi definido como o numero de celulas em divisdo por 1000 células. As analises
foram realizadas em microscépio dptico 400X. O controle positivo (CP) foi uma solucdo aquosa

diluida de sulfato de cobre 6x10* mg mL™ e o controle negativo (CN) somente agua destilada.
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3.2.4 Avaliacao da atividade larvicida do composto ODG frente as larvas do Aedes aegypti

A atividade larvicida, do ODG frente as larvas de A. aegypti, foi avaliado segundo o
método proposto por World Health Organization (2005). A atividade do ODG foi analisada
utilizando-se as concentragdes, a saber: 30, 60, 90, 120 e 150 ppm (ug mL™?) as quais foram
dissolvidas em um meio de concentracdo de 1% (v/v) de DMSO, diluido em &gua destilada,
para obter cada uma das concentracGes. O controle negativo foi preparado usando apenas o
veiculo, solucdo aquosa de DMSO a 1% (v/v). 10 larvas do terceiro e/ou quarto estagio foram
introduzidas em recipientes contendo as solugdes de ODG (30 — 150 ppm) e também no
recipiente contendo o controle. Este procedimento foi realizado em triplicata. O bioensaio da
mortalidade larval foi registrado as 24 h e 48 h apds o contato do ODG com as larvas, durante
esse periodo as mesmas ndo foram alimentadas. A concentracdo letal (DLso) que € a
concentracdo da amostra necessaria para matar 50% das larvas foi calculada usando o software
Statistical GraphPad Prism 6.0 utilizado para cada tempo dos bioensaio com p<0,05
considerados significativos.

As larvas de A. aegypti foram obtidas a partir de mosquitos adultos, provenientes do
Laboratorio de Parasitologia e Entomologia Sanitaria (LAPES — UFPI) em Teresina-PlI,
mantidos em col6nia semifechadaa 28 £ 2 °C e 70 + 10 % UR (Umidade Relativa). Os adultos
foram alimentados com solugdo agucarada concentrada e as fémeas realizam o repasto
sanguineo em camundongos. As larvas sdo alimentadas com racdo de peixe trituradas durante

toda fase evolutiva.

3.2.5 Atividade antioxidante in vitro do composto ODG

3.2.5.1 Ensaio de inibicdo dos radicais de oxido nitrico (NO-)

O radical éxido nitrico (NO-) foi gerado a partir da decomposicdo espontanea do
nitroprussiato de sddio (NPS) em tampao fosfato 20 mmol L (pH 7,4). Apds a geragdo, o NO-
interage com o oxigénio para produzir ions nitrito, que serdo medidos pela reacdo de Griess
(BASU; HAZRA, 2006).

Ap0s organizar os tubos de ensaios preparou-se as solugbes da amostra ODG e do
controle positivo, 4cido ascdrbico (AA), em 5 concentragdes: 8,75 ug mL*; 17,5 ug mL?; 35
ug mL?; 70 ug mL™ e 140 ug mL™* usando como solvente/veiculo solucdo de Tween 80 0,05%

(v/v) dissolvido em solugdo aquosa de NaCl 0,9% (m/v).
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Transferiu-se, em triplicata, 200 pL destas solugdes para tubos de ensaios, em seguida
adicionou 1 mL do meio reacional (nitroprussiato de sodio (NPS) 10 mmol L™ em tampé&o
fosfato de sodio 20 mmol L™ em pH 7,4). Posteriormente colocou-se os tubos em banho-maria
a 37 °C por 60 minutos. A 500 puL dessa solugao, foram acrescidos 500 puL do reagente de Griess
até completa homogeneizacdo. Ap6s 10 minutos as absorbancias foram medidas em 540 nm
(AJX-3000PC UV-Vis spectrophotometer).

A porcentagem de inibicdo do 6xido nitrico gerado foi medida por meio da comparacao
dos valores de absorbancia do controle (nitroprussiato de sodio) e dos valores de absorbancia
do meio reacional. O grupo NPS que reflete a producéo de nitrito por meio da decomposicéo
espontanea do NPS foi considerado como 100% da produgéo de NO-.

A porcentagem da producéo nitrito foi calculada pela Equacéao 3.1.

%NITRITO = [(AbScontrole — AbSmisturareacional) ] X 100/AbScontrole Equacéo 3.1

Onde Abscontrole:  absorbancia do controle (nitroprussianto de s6dio); AbSmisturareacional:

absorbancia do meio reacional.

Enquanto a porcentagem de reducéo na producéo de nitrito (%) foi calculada a partir da
formula% = NPS — C, onde NPS corresponde a nitroprussiato de sédio, que equivale a
porcentagem de méaxima producgdo (100%) do radical nitrito, e C corresponde a producdo de
nitrito na presenca do ODG e do AA nas concentracdes (8,75 — 140 ug mL™). Os resultados
foram expressos em porcentagem de nitrito formado por NPS sozinho (CARVALHO et al.,
2018).

3.2.5.2 Ensaio de inibicdo dos radicais hidroxilas (OH)

O radical hidroxila foi gerado pelo sistema de absorgéo de Fe**-EDTA-H,0- (reagdo de
Fenton). Este ensaio foi realizado por um método padrao (LOPES et al., 1999), o principio deste
método é a quantificacdo do produto resultante da degradacdo da 2-deoxiribose, 0 malonaldeido
(MDA), por meio da condensacdo desta substdncia com o &cido tiobarbitdrico (TBA).
Resumidamente, as reagdes foram iniciadas pela adigio de Fe?* a partir da mistura de solucdes
aquosa de FeSO4 com concentragdo 6 mmol L, 2-deoxiribose 5 mmol L, H20, 30% e tamp&o
fosfato 20 mmol L (pH 7,2).
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Ap0s organizar os tubos de ensaios, preparou-se as solugdes da ODG e do controle
positivo, 4cido ascorbico (AA), em 5 concentracdes a saber: 15,625 ug mL™?; 31,25 ng mL™?;
62,5 ung mLt; 125 pg mL™ e 250 pg mL* usando como solvente solugdo de Tween 80 0,05%
(v/v) dissolvido em solugdo aquosa de NaCl 0,9% (m/v).

Transferiu-se, em triplicata, 200 puL destas solugdes preparadas para tubos de ensaios e
em seguida adicionou-se 480 uL do meio reacional (100 pL do tampdo fosfato 20 mmol L pH
7,2; 40 pL da solucdo deoxiribose 5 mmol Lt e 340 pL de H,02 30%) e 20 pL de solugdo de
FeSO4 6 mmol L. Apds 15 min em temperatura ambiente adicionou-se 500 pL de &cido
fosforico 4% (v/v), seguido da adi¢do de 500 uL TBA 1% (v/v, em NaOH 50 mmol L), As
solugdes foram aquecidas em banho maria durante 60 min a 37 °C e depois resfriadas a
temperatura ambiente por 10 min.

As absorbancias foram medidas num espectrofotdmetro modelo AJX-3000PC
spectrophotometer em 532 nm. Os resultados foram expressos como equivalentes do MDA
formados por Fe?* e H;0,.

A porcentagem da producédo de malonaldeido foi calculada pela Equacéo 3.2.

(%)malonaldEEdo = [(AbScontrole - AbSmisturareacional)] X 100/Ab$contro|e Equa(;é.o 3.2

Onde AbScontrole: @bsorbancia do controle; AbSmisturareacional: @bsorbancia do meio reacional.

As porcentagens de reducdo na producdo de malonaldeido (%MDA) foram calculadas
a partir da férmula %MDA = Sistema — C, onde o Sistema corresponde a uma mistura de FeSQOa,
2-deoxirribose, H>0> e equivalente em tampédo fosfato a porcentagem de producdo méxima
(100%) de malonaldeido, e C corresponde a porcentagem de producdo de malonaldeido na
presenca de do ODG e AA nas concentragdes (15,625 — 250 ug mL™t) (CARVALHO et al.,
2018).

3.2.5.3 Ensaio de peroxidacdo lipidica (TBARS)

Foi utilizado homogenato da gema de ovos como meio rico em lipidios, conforme
metodologia proposta por (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990; GUIMARAES et al., 2010).
200 pL das solugdes do composto ODG em 5 concentragdes: 15,625 ug mL™%; 31,25 ug mL?,;
62,5 ug mL*; 125 pg mL™t e 250 ug mL* e do controle AA nas mesmas concentracdes foram

transferidas, em triplicata, para tubos com 500 uL. do homogenato da gema do ovo em tampao
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fosfato 50 mmol L™ (pH 7,4). Em seguida aliquota de 100 uL a 0,12 mol L de dihidrocloridrato
de 2,2’-azobis-2-metilpropinamida (AAPH) foram adicionados para induzir a peroxidagéo
lipidica. Logo ap0s, o sistema foi mantido sob agitacdo por 30 minutos a 37 °C. Apds o
resfriamento, adicionou-se 500 pL de acido tricloroacético (15%) e centrifugou-se o sistema a
100 rpm por 10 minutos. Depois recolheceu uma aliquota de 500 uL do sobrenadante e
adicionou-se 500 uL da solugdo aquosa de acido tiobarbitarico (0,67% m/v) onde a reacdo foi
mantida sob aquecimento a 95 °C por 30 minutos.

As absorbancias foram medidas a 532 nm (AJX-3000PC UV-Vis spectrophotometer).
Os resultados foram expressos em porcentagem de TBARS formadas apenas por AAPH
sozinho (controle induzido durante a peroxidagdo lipidica). A porcentagem da producdo de
TBARS (%TBARS) foi calculada pela formula: (%)TBARS = [(AbScontrole(aAPH) —
ADbSmisturareacional) ] X 100/AbScontrole(AAPH).

As porcentagens de reducdo na producdo de TBARS (% TBARS) foram calculadas a
partir da férmula % TBARS = Sistema — C onde, o Sistema corresponde a porcentagem de
producdo maxima (100%) do controle induzido (AAPH), e C corresponde a porcentagem de
producdo de TBARS na presenca do ODG e AA nas concentragdes (15,625 — 250 pg mL™?)
(CARVALHO et al., 2018).

As atividades antioxidantes foram expressas como CEsp, definido como a Concentragéo
Efetiva do composto ODG necessaria para reduzir em 50% a concentracgdo inicial dos radicais

gerados.

3.2.6 Analises estatisticas

Os resultados sdo apresentados como média = desvio padrdo (DP). Os dados foram
analisados por meio de andlise de variancia (ANOVA) seguida de One-way, e testes de
Bonferroni usando o GraphPad Prism (versdo 6.0). Para significancia estatistica dos ensaios
antioxidantes foi utilizada anélise unidireccional da variancia seguida da comparagdo mdltipla
de Holm-Sidak. Significancia estatistica foi definida como p< 0.05 em relacdo ao controle, a
nivel de confianca de 95%. Os valores da CEsp foram calculados por anélise de regressao linear

entre a percentagem de inibic¢do contra as concentracfes do composto.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Toxicidade contra Artemia salina do composto 2-oleil-1,3-dimalpitoil-glicerol

A. salina (familia Artemidae) é um microcrustaceo de &gua salgada muito consumido
por peixes e outros crustaceos no ambiente natural devido a riqueza de proteinas, vitaminas e
sais minerais. Os nauplios, que correspondem ao estagio larvar ou plactdnico, de A. salina se
reproduzem partogeneticamente e é uma espécie adaptada as mudangas ambientais de
temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido. Como seus ovos podem ser facilmente
encontrados em lojas de piscicultura bioensaios de toxicidade desse microcustaceo apresentam
praticidade e simplicidade o que torna sua utilizacdo sistematica dentro de um laboratoério de
pesquisa (MEYER et al., 1982).

Os testes de toxicidade sdo fundamentais para o desenvolvimento de medicamentos
sintéticos ou naturais. Analises pre-clinicas in vitro, in silico e em sistemas biol6gicos revelam
efeitos toxicos especificos e doses seguras que guiardo pesquisa futuras (PARASURAMAN,
2011). O bioensaio com A. salina é considerado Util para avaliacdes preliminares de toxicidade
geral, sendo amplamente utilizado devido ao seu baixo custo e rapidez (NUNES et al., 2006).

Os resultados deste bioensaio estdo mostrados na Tabela 3.1, como pode-se verificar
ndo houve morte de nenhum nauplio nas cinco concentracdes testadas, assim como também no

controle negativo, ou seja, todas as larvas de A. salina sobreviveram nestas concentragdes.

Tabela 3.1: Resultados dos testes de toxicidade contra A. salina. n = 6 em triplicata.

Grupos Numero de nauplios Numero de nauplios
(t=0h) (t=24h)

CN 10 10

75 pug mL?t 10 10
150 ug mL* 10 10
300 pg mL*? 10 10
600 ug mL*! 10 10
1200 pg mL? 10 10

Fonte: Arquivo pessoal.

CN: Controle negativo solucéo salina artificial
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O composto ODG néo apresentou toxidade frente a A. salina, uma vez que a DLso >
1200 pg mL™L. Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), sdo consideradas toxicas
substancias que apresentam valores de DLso abaixo de 1000 ppm em A. salina (MEYER et al.,
1982).

Portanto a substancia ODG pode ser considerada atoxica ou de baixissima toxicidade,
conforme proposto por (McLAUGHLIN et al., 1988) e quando comparado com as fragoes
diclorometano e acetato de etila das sementes do bacuri, que apresentaram toxicidade média de
24,89 e 129,0 pg mL* respectivamente (COSTA JUNIOR et al., 2013). A baixa toxicidade
apresentada pelo ODG corrobora com resultados encontrados com outro triacilglicerol isolado
das sementes do bacuri, 0 TG1 em células cancerosas (FEITOSA et al., 2015).

3.3.2 Testes citogenéticos frente a Allium cepa do composto 2-oleil-1,3-dimalpitoil-glicerol

No planeta as plantas medicinais séo bastante utilizadas na terapia de muitas doengas,
sendo que em relacdo ao estudo do potencial citotoxico/mutagénico da maioria dessas plantas
ainda ndo foram suficientemente estudados, o qual pode ser monitorado pelo uso do sistema
teste de A. cepa (BAGATINE et al., 2007).

Vicentini e colaboradores (2001), relataram que os chas e infusdes de plantas medicinais
podem conter substancias toxicas com efeitos mutagénicos. Por outro lado, o consumo de chas
pode suprimir os efeitos de agentes mutagénicos que estejam atuando sobre o organismo
humano (SILVA et al., 2004). Neste contexto, sendo de grande relevancia estudos de
citotoxicidade e mutagenicidade dessas substancias, pois contribuem para utilizagdo com mais
seguranca e eficacia dos farmacos obtidos a partir de plantas medicinais. Os parametros, indice
mitotico e indice de replicacdo, sdo usados como indicadores de proliferacdo adequada das
células (GADANO et al., 2002), o que pode ser medido através do sistema teste vegetal de A.
cepa. O método de avaliacdo de alteracdes cromossdmicas em raizes de A. cepa é validado pelo
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, WHO) e pelo Programa Ambiental das
Nacdes Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999; SILVA et al.,
2004).

A caracterizagéo toxicogenética do ODG foi avaliada por parametros macroscopicos e
citogenéticos: tamanho das raizes (TR); indice mitético (IM), e total de alteracGes
cromossémicas (TAC). Na Tabela 3.2 pode-se observar que nas concentragdes mais baixas do

ODG (0,002 e 0,02 mg mL1) os resultados em relagéo a toxicidadee e citotoxicidade mostraram
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efeitos ndo toxicos e ndo citotdxico estatisticamente significantes. Porém, na maior
concentragéo (0,2 mg mL 1) mostrou-se ligeiramente toxica e citotoxica quando comparado ao
controle negativo (CN) no tempo de exposicdo avaliados de 72 h, onde o TR diminui de 206,20
+ 9,87 para 127,84 + 8,78 e 0 IM teve uma reducdo de 53,80 + 4,84 para 29,89 * 4,12. Em
relacdo a avaliagdo mutagénica pode-se observar que nenhuma das concentragdes analisadas
apresentaram efeito mutagénico estatisticamente significante como pode-se observar na Tabela
3.2.

Tabela 3.2: Avaliagdo tdxica, citotdxica e mutagénica do composto ODG em células
meristematicas de A. cepa.

Tratamento Toxicidade Citotoxicidade Mutagenicidade
TR (mm) IM TAC
CN 206,20 + 9,87° 53.80 + 4.84° 2,80 +0,83"
CP 71,40 £ 7,73¢ 11.36 + 0.59° 29,20 + 2,952
0,002 mg mL? 244,66 + 11,23° 49,20 + 2,37° 6,00 + 2,34°
0,02 mg mL? 164,64 + 10,94° 45,45 + 4,67° 3,80 +2,49°
0,2 mg mL? 127,84 + 8,78? 29,89 + 4,12 6,90 + 2,58"

Fonte: Arquivo pessoal.
TR: tamanho de raiz; IM: indice mitético; TAC: total de alteracfes cromossdémicas. CN: Controle negativo (agua
destilada); CP: Controle positivo (solucdo aquosa de sulfato de cobre a 6.10* mg mL™t). ANOVA-One-way e pos-
;e(s:tg de Bonferroni. n=5. Valores significantes (MD+DP) de p<0,05 para ° comparado ao grupo sem tratamento, 2

O ensaio de avaliacdo toxica e citotdxica utilizando A. cepa é considerado um dos
melhores sistemas de avaliacdo dos efeitos citogenéticos in vivo devido a sua alta sensibilidade,
boa correlagdo com outros sistemas de teste, além do conveniente da espécie possuir
cromossomos grandes e em pequeno namero (2n = 16), sendo que seus resultados podem ser
extrapolados para outros animais e plantas (BAGATINE et al., 2007; ISLAM et al., 2017).

A anélise do pardmetro macroscopico (crescimento da raiz) de A. cepa, e do IM, que é
calculado dividindo-se o nimero de células em divisdo pelo numero total de células observadas,
mostraram que ODG teve um leve efeito toxico na concentragado de teste mais elevada (0,2 mg
mL1), em comparacdo com o controle negativo (p<0,001). Uma reducdo no IM pode ser
interpretada como morte celular resultante de condig¢bes celulares anormais causadas pelo

tratamento, que véo desde a parada do curso normal do ciclo celular, quebra do DNA, inibigéo
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da formac&o de microtubulos, até a da reducao dos niveis de ATP, importantes na dinamica da
divisdo celular (LEITE et al., 2015). No entanto, a mutagenicidade, atividade baseada no
numero de alteracdes cromossémicas, com a presenca de pontes e fragmentos relacionados a
distdrbios na montagem de microtibulos e morte celular ndo foram significativos quando
comparado ao controle. Estes resultados mostraram que o composto apresenta uma toxicidade
baixa e seletiva, e dependente de altas concentracgdes, semelhante a outro composto isolado das
sementes do bacuri, a Garcinielliptona FC (GFC), que em camundongos apresentou baixa
frequéncia de danos a medula 6ssea, figado e sistema nervoso central (COELHO et al., 2018).
Apesar de alguns extratos das sementes do bacuri exibirem efeitos tdxicos in vitro e in vivo,
inclusive com danos ao DNA, os compostos isolados tém apresentado uma maior seguranca,
fato esse que pode estar relacionado a presenca no extrato de uma maior composicdo de
compostos bioativos, como as xantonas, que somaticamente podem induzir uma determinada
citotoxicidade (COSTA JUNIOR et al., 2013).

3.3.3 Avaliacdo da atividade larvicida frente ao Aedes aegypti

Né&o houve diferenca significativa na mortalidade larval entre as cinco concentragdes
avaliadas (30 — 150 ppm) e o grupo controle negativo, nas observagdes realizadas com 24 e 48
horas, ap6s a montagem do experimento (Tabela 3.3). Contudo, a mortalidade larval nas
concentracdes de 60 e 90 ppm apbs 48 horas de exposicdo e a concentracdo de 150 ppm apds
24 horas, foram significativamente mais efetivas quando comparadas ao grupo controle (Tabela
3.3).

Tabela 3.3: Resultados dos testes de toxicidade contra A. aegypti. n = 6 em triplicata.

Grupos N° larvas vivas N° larvas vivas N° larvas vivas
(t=0h) (t=24h) (t=48h)

CN 10 10 10

30 ppm 10 10 10

60 ppm 10 10 9

90 ppm 10 10 9

120 ppm 10 10 10

150 ppm 10 10 10

Fonte: Arquivo pessoal.

CN: Controle negativo solucéo aquosa de DMSO 1% (v/v).
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O composto ODG néo apresentou atividade larvicida frente ao A. aegypti, uma vez que
a DLso > 150 ppm (maior concentragéo testada). De acordo com Cheng e colaboradores (2003)
valores de DLso < 100 ppm séo considerados ativos. A DLso obtida qualifica 0 ODG como um
agente ndo larvicida uma vez que bons agentes larvicidas sdo as substancias cujos valores de

DLso séo inferiores a 100 ug mL™.

3.3.4. Ensaio de inibicao dos radicais de oxido nitrico (NO:)

Em definicdo mais atual, pode-se dizer que antioxidante & uma substancia que previne
ou repara o dano oxidativo de uma molécula-alvo (ORAIAN; ESCRICHE, 2015). Nos ultimos
anos, os antioxidantes ganharam grande importancia no tratamento ou prevencdo de muitas
doencas, como, cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (HEPEL;
ANDREESCU, 2015).

Na literatura mostram algumas evidéncias que o estresse oxidativo acelera 0s processos
patoldgicos relacionados com a DA, como diminuicdo da memoria e deposicdo de placas
amildides, sugerindo que substancias antioxidantes possam ser reconhecidas como uma
alternativa de tratamento para essa doenca (LLEO et al., 2006; KANAMARU et al., 2015).
Assim, nesse contexto, nos Ultimos tempos estd havendo um grande interesse por estudos
objetivando investigar o potencial terapéutico de compostos antioxidantes para prevenir ou até
mesmo controlar o estresse oxidativo nos mais variados tipos de enfermidades (OLIVEIRA et
al., 2017).

O método de remocao do ion nitrito para avaliacdo da atividade antioxidante também
foi utilizado, baseado na producdo de radical 6xido nitrico (NO) a partir da decomposicao de
nitroprussiato de sddio (NPS) em solucao aquosa, como mostra as rea¢des na Figura 3.2.

A primeira reacdo ocorre a decomposicdo espontanea do composto NPS gerando dois
radicais como pode ser visto na etapa |. Na etapa Il o radical éxido nitrico (NO*) reage com 0
oxigénio do ar produzindo o radical nitrito (NO2’) que por sua vez vai reagir com o radical 6xido
nitrico (etapa I11) formando o anidrido nitroso, reagente nitrosante (SYKES, 1991). O anidrido
nitroso ao reagir com a sulfanilamida do reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 5% de
acido fosfarico e dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina) a 1% em &gua, forma-se o sal de
diazonio, que em seguida, realiza acoplamento diazo com o N-(1-naftil)-etilenodiamina para
produzir o diazo composto de coloracdo violeta, um cromoforo de absor¢cdo méxima em 546
nm. Se no meio reacional houver substancias antioxidantes, estas vdo competir com o oxigénio,

e a producéo do radical nitrito NO»: sera reduzida.
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Figura 3.2: Mecanismo de reagdo para determinacéo dos radicais nitritos, segundo método de

Griess.
decomposicdo . .
I)  Nay[Fe(CN);NO] ———————— Na,[Fe(CN)s] + NO
M ~No + 120, ——» NO,
) NO, + NO —— = O—N—0O0 N—o0

(Anidrido nitroso)

0 0

| I o

IV) HN—sS NH, — 2% o HN—S N,
| i |
0

(Sal de diazonio)

—+

O
I

R e

(Sulfanilamida)

(¢

(Diazocomposto - cromdforo)

Fonte: Adaptado NASCIMENTO, 2013.

Os resultados apresentados na Figura 3.3 demonstraram que o composto ODG foi capaz
de diminuir o contetdo de nitrito a partir de nitroprussiato de sddio (NPS) de maneira moderada,
e de forma concentracdo dependente, quando comparado ao controle positivo AA. As
concentragdes utilizadas (8,75; 17,50; 35,00; 70,00 e 140,00 pug mL™) de ODG e do controle
AA reduziram a producéo de nitrito em (23,44; 26,58; 35,35; 38,19 e 41,6%) e (25,66; 33,47;
41,96; 50,32 e 54,14%), respectivamente. Dessa forma, a substancia ODG foi capaz de
sequestrar o radical NO: e consequentemente diminuir o contetdo de nitrito formado de maneira
significativa em até 41,6% na maior concentracdo testada, e que o acido ascorbico utilizado
como controle positivo, nessa mesma concentracao, reduziu a formacéo do nitrito em 54,14%,

valores bem proximos como se observa na Figura 3.3.

Antonio do Nascimento Cavalcante



170
CAPITULO 3

Figura 3.3: Capacidade antioxidante da substancia ODG e do controle positivo acido ascorbico

(AA), em diferentes concentracgdes (8,75 — 140 ug/mL), contra a produgdo do radical nitrito.

=3 Controle (NPS)
3 ODG 8,75 pg/mL
1204 £ ODG 17,5 pg/mL
=7 1004 — £ ODG 35 ug/mL
‘5 Zs goq| | = = ) o B3 ODG 70 pg/mL
2 S 60 s [ - B ODG 140 pg/mlL
Sz = =3 AAB875pug/mL
E;\E zz- £ AA 17,5 pg/ml
=3 AA 35 pg/mL
0 | -~ : - @2 AAT0 pg/mL

1 11 1
ODG Acido ascérbico (AA)

7
Z
7

AA 140 pg/mL

Fonte: Arquivo pessoal.

Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibi¢do in vitro, n = 5 experimentos em triplicata.
Considera-se estatisticamente significante "p" quando ** p < 0,01; * p < 0,05 quando comparado ao controle.
Anélise unidirecional da variancia seguida da comparacdo multipla de Holm-Sidak.

A concentragdo efetiva de ODG que reduz de 50% o contetdo de radical nitrito (CEsg)
foi de aproximadamente 29,92 pug mL* variando de 24,97 a 35,86 pg mL™* com intervalo de
confianca de 95% e R? de 0,9260 enquanto que a CEso do acido ascorbico (AA) foi de 29,77
ug mL* variando de 23,50 a 37,70 pg mL™! com intervalo de confianca de 95% e R? de 0,8890
como pode-se observar na Figura 3.4 e Tabela 3.5. Com esses valores tdo similares é possivel
afirmar que a substancia ODG é antioxidante natural tdo bom quanto o antioxidante sintético
na reducdo do radical nitrito.

Valores préximos ao encontrado foi determinado em experimentos realizados por
Sannigrahi e colaboradores (2010) onde a fracdo de acetato de etila do extrato metandlico de
Enhydra fluctuans Lour, planta amplamente utilizada pela medicina indigena para diferentes
fins, também inibiu moderadamente o 6xido nitrico de forma dependente da dose com uma
concentracio eficiente média (CEso) de 26,1 ug mL?:. Em testes com a Rhododendron
anthopogonoides Maxim, uma espécie de medicina tibetana tradicional, obteve-se uma CEsode
183,83 + 2,34 ug mL* (JING et al., 2015), valores bem mais altos comparados a ODG. De
acordo com Ahmadi e colaboradores (2010) quanto menor o valor CEsp maior o potencial

antioxidante da amostra.
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Figura 3.4: Determinacdo da CEsp da reducdo do radical nitrito para ODG (A) e AA (B).

Log CEg5p = 1.476 pg/mL
CEgp = 29.92 pg/mL

R% = 0.9260

Log CEgg = 1.474 pg/mL
100 CEjgg =29.77 pg/mL

R% = 0.8890

754
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251
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Log [AA] ng/mL

100 125 150 175 200 2.25
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Reducao de nitrito Normalizada (%)
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<

Reducao de nitrito Normalizada (%)

Fonte: Arquivo pessoal.

Os ensaios antioxidantes sdo bastantes realizados em plantas medicinais para avaliar a
contribuicdo destas na minimizacdo dos efeitos do estresse oxidativo nos processos
fisiopatolégicos, como ocorre nas doencas neurodegenerativas (KASOTE et al., 2015). Na
doenca de Alzheimer o estresse oxidativo contribui para acelerar os processos patoldgicos
relacionados com a patologia, como diminuicdo da memoria e deposicéo de placas amildides
(HUANG et al., 2016). Apesar do organismo apresentar defesas antioxidante endégenas a
exacerbacdo do estresse oxidativo causa um desequilibrio, que pode ser compensado pela
suplementacdo com antioxidantes naturais (BIRBEN et al., 2012). Dessa forma, produtos
naturais poderiam ser uma alternativa na prevencdo e no controle do estresse oxidativo e
consequentemente modular 0os mecanismos neurodegenerativos subjacentes (LIMA et al.,
2018) como a substancia ODG.

O composto ODG reduziu moderadamente, e de forma significativa o contetido de
nitrito formado pela reacdo de Griess em concentragdes proximas ao acido ascorbico, dessa
forma, seu uso na prevencdo as lesdes produzidas pelo éxido nitrico as membranas celulares

em metodologias in vivo deve ser estimulado.
3.3.5 Ensaio de inibi¢éo dos radicais hidroxilas (OH:)
Outra metodologia utilizada para avaliar o potencial antioxidante do ODG foi a

avaliacdo da capacidade de remogéo de radicais hidroxilas. Estes radicais sdo gerados sob

condicGes fisiologicas e patoldgicas e mantém a homeostase a nivel celular em tecidos normais
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e saudaveis, estando intimamente ligados a varios modelos de patologia, supostamente
implicando estresse oxidativo (CHENG et al., 2002).

A producao do radical hidroxila (OH:) foi quantificada por meio da reacdo de Fenton
(Figura 3.5 — I). Sendo que nesta reacao o efeito in vitro da ODG contra a producdo de OH:
produzido pela degradagéo oxidativa da 2-deoxiribose (LOPES et al., 1999). Na presenca do
radical hidroxila, a 2-deoxirribose é degradada a malonaldeido (MAD), posteriormente sendo
quantificado, cujo processo reacional esta descrito na Figura 3.5 — Il (HUANG et al., 2005;
SERAFINI et al., 2011).

O principio deste método é a quantificacdo do produto resultante da degradacéo da 2-
deoxiribose, o malonaldeido, por meio da condensacdo desta substdncia com o 4&cido
tiobarbiturico (TBA). Resumidamente, as reacdes foram iniciadas pela adicdo de Fe?* a partir
da mistura de solucdes aquosa de FeSO4 com concentragdo 6 mmol L, 2-deoxiribose 5 mmol
L1, H20, 30% e tampao fosfato 20 mmol L (pH 7,2).

Figura 3.5: Reac0es envolvidas na quantificacdo do malonaldeido.

) 0; + FeB—» 0, + Fe'?
H,0, + Fe? —» OH + OH + Fe"

OH OH

1) 0 H . Decomposicdo
H H + OH ————>
O wmMaD ©

OH OH
2-deoxirribose

N
X
DD ¢
N/ o) o]
MAD \
OH

TBA S N OH OH N SH

A =
T J R

A VG e

11 SH

OH TBARS

A atividade de eliminagdo de radicais hidroxilas foi quantificada utilizando a
degradacéo oxidativa da 2-deoxiribose in vitro, que produz malonaldeido por condensacdo com
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acido 2-tiobarbitarico, com formagdo de um cromégeno rosa (HALLIWELL et al., 1987;
LOPES et al., 1999). Nas concentragdes testadas o ODG foi capaz de reduzir o radical hidroxila
moderadamente e de maneira concentracao dependente, quando comparado ao controle positivo
AA. As concentragdes utilizadas (15,625 — 250 pg mL™*) de ODG e do controle AA reduziram
a producéo de hidroxila em (19,92; 20,66; 24,87; 25,79 e 35,69%) e (21,51; 23,38; 26,51; 38,88
e 43,23%), respectivamente, (Figura 3.6). Dessa forma, a substancia ODG, foi capaz de inibir
o radical OH: préximo de 36% na maior concentracgdo testada, enquanto que o acido ascérbico,
utilizado como controle positivo, nessa mesma concentracdo, reduziu a formacdo do radical

hidroxila em quase 44%.

Figura 3.6: Capacidade antioxidante da substancia ODG e do acido ascorbico (AA), em
diferentes concentragdes (15,625 — 250 ug/mL), contra a formagdo do radical hidroxila.

Sistema (mist. reacional)

ODG 15,625 pg/mL
120- hg

ODG 31,25 pg/mL
ODG 62,5 pg/mL

1009 7

I M1 ODG 125 pg/mL

60+ ODG 250 pg/mL

40 AA 15,625 pg/mL

AA 31,25 ng/mL
AA 62,5 pg/mL
AA 125 pg/mL
AA 250 pg/mL

204

Degradacdao da 2-desoxirribose (%)

11 1
OoDG Acido ascorbico (AA)

800 0BRBEODEDID

Fonte: Arquivo pessoal.

Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibi¢do in vitro, n = 5 experimentos em triplicata.

nn

Considera-se estatisticamente significante "p" quando ** p < 0,01; * p < 0,05 quando comparado ao controle.
Anélise unidirecional da variancia seguida da comparagdo multipla de Holm-Sidak.

A concentracdo efetiva média (CEso) do ODG para inibicdo de formacéo do radical
hidroxila foi de aproximadamente 118,9 pg mL* variando de 88,06 a 158,6 pg mL™* com
intervalo de confianca de 95% e R2 de 0,8177, por outro lado, o valor da CEso do &cido ascorbico
foi de aproximadamente 85,57 pug mL™* variando de 72,79 a 100,6 pg mL™* com intervalo de

confianca de 95% e R? de 0,9327 como pode-se observar na Figura 3.7 e Tabela 3.5.
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Figura 3.7: Determinacédo da CEsp de reducdo do radical hidroxila para ODG (A) e AA (B).
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Fonte: Arquivo pessoal.

Estes radicais sdo gerados sob condices fisioldgicas e patoldgicas, e sdo as principais
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), causando peroxidacao lipidica além de enormes danos
biolégicos (CHENG et al., 2002; PHANIENDRA et al., 2015). Quando estes radicais reagem
com acidos graxos poliinsaturados de fosfolipidios da membrana celular os radicais hidroxilas
produzem hidroperoxidos lipidicos que podem ser decompostos por numerosos produtos
carbonilicos, como o malonaldeido (MDA) (AYALA et al., 2014). Os produtos carbonilicos
sdo responsaveis por danos ao DNA e as proteinas, que culminam com cancer e doencas
relacionadas ao envelhecimento. Assim, a diminuicao da concentracdo de MDA indica o papel
dos compostos testados como antioxidante (REPETTO et al., 2012). Na doenga de Alzheimer
o contetido de MDA é aumentado como consequéncia da vulnerabilidade a peroxidacéo lipidica
do cérebro, que ocorre devido a presenca de um rico conteido de acidos graxos e fosfolipidios
em suas membranas e ao seu alto consumo de oxigénio (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993).

O composto ODG suprimiu a degradacdo da deoxiribose mediada por radicais hidroxila
de um modo dependente da concentragdo, conforme o AA. Os resultados obtidos com o
composto ODG sdo inferiores aos encontrados para o extrato hexanico das sementes do bacuri
e seu complexo de inclusdo, cuja maior reducdo foi observada no contetdo de MDA
(NASCIMENTO et al., 2014). Assim como o efeito toxico, os efeitos antioxidante dos extratos
das sementes do bacuri, também podem ser justificados pela presencga de outras substancias,
como os compostos fenolicos, que atuam aditivamente na reducdo das espécies reativas
(COSTA JUNIOR et al., 2013).
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3.3.6 Ensaio de peroxidacao lipidica (TBARS)

A determinacédo do contetido de espécies reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS)
foi realizada para quantificar o nivel de peroxidacéo lipidica (ESTERBAUER; CHEESEMAN,
1990). Neste ensaio, 0 substrato rico em lipidios, usado foi a gema do ovo homogeneizada
(GUIMARAES et al., 2010).

A peroxidacdo lipidica pode ser definida como os danos biologicos causados por
radicais livres que sdo formados durante estresse oxidativo (ZIN et al., 2002). Varios extratos
de plantas medicinais tém demonstrado efeito inibitorio contra a peroxidacéo lipidica conforme
verificado pelo método de producdo de TBARS in vitro (MANIAN et al., 2008). A peroxidagdo
lipidica foi analisada pelo método de quantificacdo do TBARS, que é um ensaio bastante
utilizado para estimar a peroxidacdo dos lipidios nas membranas, assim como em sistemas
biolégicos (AYALA et al., 2014). O composto ODG nas concentracdes testadas (15,625; 31,25;
62,50; 125,0 e 250,0 ug mL™Y) reduziu significativamente a peroxidacio lipidica em (53,43;
56,33; 57,74; 61,48 e 64,7%), respectivamente, em relacdo ao grupo dihidrocloridrato de 2,2’-
azobis-2-metilpropinamida (AAPH). O &cido ascérbico (AA) nas mesmas concentracdes
(15,625 — 250) reduziu a peroxidacdo lipidica em (49,96; 60,72; 61,74; 63,36 e 63,72%),

respectivamente, como é mostrado na Figura 3.8.

Figura 3.8: Capacidade antioxidante da substancia ODG e do acido ascérbico (AA) contra a

producdo de TBARS em diferentes concentragdes (15,625 — 250 pg/mL).

=3 Controle induzido (AAPH)
120- = ODG 15,625 pg/mL
] 3 ODG 31,25 pg/mL
2 100'_ ] = ODG 62,5 pg/mL
= E 801 ODG 125 pg/mL
Z:ﬁ 60+ . L * Em ODG 250 pg/mL
3 £ 40l =+ 3 AA 15,625 pg/mL
z 20_' § =3 AA 31,25 ug/mL
. /3 AA 62,5 ng/mL
0 : : zz  AA 125 pg/mL
Ascorbic acid (AA) AA 250 pg/mL

Fonte: Arquivo pessoal.

Efeitos ODG contra a producéo de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico. Os valores representam a média +
E.P.M. dos valores de inibic8o in vitro, n = 5 experimentos em triplicata. Considera-se "p" estatisticamente
significante quando *** p < 0,001; * p < 0,05 quando comparado ao controle. Analise unidirecional da varidncia
seguida da comparagéo mdltipla de Holm-Sidak.
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Dessa forma, a substancia ODG, foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica em quase
65% na maior concentracdo testada, enquanto que o acido ascérbico, utilizado como controle
positivo, nessa mesma concentracdo, diminuiu a peroxidacao lipidica em quase 64%, valores
bem consideraveis, como mostra a Figura 3.8.

A ODG diminuiu os niveis de peroxidacgdo lipidica in vitro e promoveu a reducdo de
50% da producdo das substancias reativas com o acido tiobarbitarico (TBARS) com um valor
da CEsode 69,39 pug mL™* variando de 45,57 a 105,7 pug mL* com intervalo de confianca de
95% e R? 0,7248. O valor da CEsp do AA nas mesmas condigdes foi de 26,80 pug mL variando
de 14,02 a 51,22 pg mL* com intervalo de confianca de 95% e R? 0,7659 como pode-se
observar na Figura 3.9 e Tabela 3.5. Embora a CEso do ODG tenha sido 3,9 maior que a do
controle AA, este composto é considerado um bom antioxidante natural uma vez que reduziu

de forma significativa a producdo de TBARS.

Figura 3.9: Determinacédo da CEsp de reducdo de TBARS para ODG (A) e AA (B).
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Fonte: Arquivo pessoal.

A Tabela 3.5, mostra os valores da CEso para os testes antioxidantes avaliados bem

como os limites minimos e maximos no nivel de confianca de 95%.

Tabela 3.5: CEso do potencial antioxidante in vitro da ODG na producgédo de TBARS, teor de
radical hidroxila (OH-) e formagéo de nitrito.

ODG Acido ascorbico (AA)

CEso (ug mL™1)

Teste CEso 95% CEso 95%
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NO 29,92 24,97 — 35,86 29,77 23,50 - 37,70
OH 118,9 88,06 — 158,6 85,57 72,79 —100,6
TBARS 69,39 45,57 —105,7 26,80 14,02 - 51,22

Fonte: Arquivo pessoal.

CEso: Concentragéo Efetiva 50% em pg mL; 95%: intervalo de confianga em pg mL?

Segundo Ahmadi e colaboradores (2010) quanto menor o valor da CEso maior o
potencial antioxidante da amostra. Apesar do composto ODG apresentar altas concentragdes
efetivas médias de inibigdo dos radicais hidroxila e TBARS em relacéo ao controle positivo AA
foi efetivo em todas as concentracBes testadas em prevenir a peroxidacdo lipidica das
membranas celulares, induzida por radicais peroxila gerados por AAPH, de forma bastante
significativa. Esse fato pode ser explicado em parte, pela interacdo dos componentes do ODG com
intermediarios da reducdo parcial do oxigénio e do metabolismo do éxido nitrico, além de uma
possivel protecdo contra a autoxidacgdo lipidica das membranas, principais fatores envolvidos na
peroxidacao lipidica (REPETTO et al., 2012). Estes resultados sugerem que o composto ODG
exerce uma acdo protetora as biomoléculas contra a peroxidacdo dos fosfolipidios,
triacilglicerdis e acidos graxos poliinsaturados, imprescindiveis para a funcdo da membrana

celular e sinalizacdo parécrina (COSTA et al., 2013).

3.4 CONCLUSAO

O composto 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol ndo apresentou toxicidade frente a A.
salina. Em relacdo aos ensaios frente a A. cepa a substancia mostrou-se efeitos ndo téxicos e
ndo citotéxicos em baixas concentragdes, porém, em concentracdo mais elevada a substancia
ODG mostrou-se ligeiramente toxico e citotdxico em comparacdo ao controle negativo. A
substancia ODG ndo apresentou efeito mutagénico. A substancia ODG ndo apresentou
atividade larvicida frente as larvas de Aedes aegypti nas concentrac@es analisadas.

Diante dos resultados, 0s ensaios antioxidantes in vitro indicaram que o composto ODG
€ um composto antioxidante natural, e com baixa toxicidade nos modelos analisados, que pode
ser Gtil na prevencdo e no progresso de varios doencas, inclusive as neurodegenerativas. Os
resultados deste trabalho contribuem para ampliar o conhecimento sobre as propriedades

antioxidantes e toxicas da ODG, uma vez que ainda ndo haviam sido descritos na literatura.
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Entretanto, estudos adicionais s&o necessarios para elucidar os possiveis mecanismos de
acdo que medem a acdo antioxidante da ODG, principalmente in vivo para justificar seu possivel

uso no tratamento clinico.
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Nos estudos fitoquimicos e farmacologicos dos extratos assim como das substancias
isoladas a partir de P. insignis mostraram que esta espécie é uma potencial fonte promissora
para elaboracdo de possiveis farmacos. Algumas das propriedades farmacoldgicas encontradas
nos extratos dessa espécie vegetal e a partir de compostos isolados foram antiinflamatoria,
antioxidante, anticonvulsiva, cicatrizante e anticolinesterasica, dentre outras. Em sua
composi¢do quimica o bacurizeiro apresenta classes de terpenos, xantonas e compostos
fendlicos como constituintes majoritarios.

O composto 2-oleil-1,3-dipalmitoil-glicerol (ODG) foi isolado a partir da fracdo
diclometanico do extrato hexanico das sementes de P. insignis e elucidado através das técnicas
de RMN H; RMN BC e IV.

Através de determinacdo in vitro da atividade anticolinesterasica apresentou inibicao
qualitativa e quantitativa significativa para a enzima AChE.

Foi determinado o potencial antioxidante in vitro do composto ODG através da reducéo
dos radicais 6xido nitrico, hidroxila e TBARS, onde verificou-se reducéo de até 41,6%; 35,69%
e 64,7%, respectivamente.

O composto ODG ndo apresentou toxicidade frente a A. salina nas concentracfes
analisadas. Em relacdo aos ensaios toxicogenéticos frente a A. cepa a substancia mostrou-se
efeitos ndo toxicos e ndo citotdxicos em baixas concentracdes, porém, em concentracdo mais
elevada mostrou-se ligeiramente toxico e citotoxico em comparacgéo ao controle negativo. A
substancia ODG ndo apresentou efeito mutagénico em nenhuma das concentracdes testadas.

ODG ndo apresentou atividade larvicida frente as larvas de Aedes aegypti nas
concentragdes analisadas.

Diante dos resultados analisados, 0s ensaios antioxidantes in vitro indicaram que o
composto ODG é bom antioxidante natural, e com baixa toxicidade nos modelos analisados,
que pode ser util na prevencdo e no progresso de varios doencas, inclusive as
neurodegenerativas. Os resultados deste trabalho contribuem para ampliar o conhecimento
sobre as propriedades antioxidantes e toxicas do ODG, uma vez que ainda ndo haviam sido
descritos na literatura.

Foi preparado complexo de inclusdo entre a substancia ODG e B-CD pelo método de
solubilizacdo seguido por liofilizacéo e caracterizado por IV, DSC, TG, DRX, RMN e MEV.
Os resultados mostraram a efetiva formacao do complexo ODG-B-CD e 0 modo de inclusé&o.
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O trabalho mostrou que a complexacdo do ODG provocou mudangas nas propriedades
deste composto, como um aumento na solubilidade e alteracdo no perfil de liberagao.

A constante de estabilidade aparente apresentou um valor relativamente alto (339,38 L
mol™?), indicando uma boa interagdo entre 0 ODG e a B-CD. A estequiometria de formacéo do
complexo foi de 1:1 e a eficiéncia de incluséo foi de 57,82%.

Os resultados mostraram que p-CD pode ser um excipiente adequado para aumentar a
solubilidade e libertacdo controlada do ODG.

Tais resultados foram importantes para uma melhora no entendimento das propriedades
fisico-quimicas do complexo de incluséo, podendo futuramente ser um potencial alternativa

para a terapia de doengas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer.
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FIGURA ALl: Artigo publicado em 2015 na Revista cientifica ConScientiae Saude.
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FIGURA AZ2: Artigo publicado em 2016 na Revista cientifica The Pharma Research.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Published on: 15-03-2016 Platonia insignis Mart. (bacurizeiro) is traditionally used in
ISSN: 0975-8216 Brazil in folk medicine as antiinflamatory. The aim of this
study was to investigate the influence of 1, 3-distearoyl-2-
oleoylglycerol (TG1) obtained from the seed, on specific
memory of the animal and to evaluate in-vitro antioxidant
Keywords: potential (SOD, CAT, TBARS, and determine content of

Platonia insignis; Bacurizeiro; nitrite) and also anticholinesterase activity in the
Cream of bacuri; 1, 3- hippocampus of adult rats. Already in the Morris water
distearoyl-2-oleoylglycerol; maze test in the treated group TG1 can be observed a
significant decrease of 63.59% and 38.71% in the latency

Alzheimer's disease; . h d with th hicl q |

Antioxidant time w er.'n compare .WIt the vehicle grf'.)up and contro

(neostigmine), respectively. In neurochemical tests can be

found in treated groups TG1 a significant reduction of lipid

peroxidation 88.49% and 76.89% and the content of nitrite.

- - Furthermore, it can be observed a significant increase in
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Dr. Khaled Nabih Zaki Rashed, the activity of 51.97% catalase and 45.53% in the activity of

Pharmacognosy Department, superoxide dismutase when compared to vehicle. When

National Research Centre, determining in vitro inhibition of anticholinesterase activity

33 El-Bohouth st.-Dokki, Giza, (ICso = 4.38 pg/mL) compared to rivastigmine (ICso = 1.87

Egypt- P.0.12622. pg/mL). The results suggest that TG1 can be a promising

molecule for the development of pharmaceuticals.
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ANEXOS

FIGURA A3: Artigo publicado em 2016 na Revista cientifica Asian Journal of Biomedical
and Pharmaceutical Sciences.

Medicinal plants of Brazil and Alzheimer’s disease: Evolution in traditional use and
pre-clinical studies.

Chistiane M. Feitosa®, Antonio do Nascimento Cavalcante, Soane Kaline Morais Chaves *, Lidiane 5. Araijo®
*Departament of Chemistry, Federal University of Piaui, 64049-550 Teresina — P1, Brazil

ABSTRACT

In the literature, there is a growing search for new inhibitors of acetylcholinesterase (AChE)

_ enzyme in extracts and essential oils of plants. Inhibition of AChE increases the acetyl-
choline concentration in the synapse, region of communication between neurons in the
ﬁﬁfﬂ;}fsd";‘i;;?gﬁ%fé brain, which would decrease and retard the progression of symptoms in the treatment of

Alzheimer’s disease (AD). This article brings several screenings with extract and constitu-
ents isolated of Brazilian plants, as well as essential oils and their constituents as acetylcho-
linesterase inhibitors (AChEI), being suggested as promising for elaboration of new herbal
medicines. Promising pre-clinical studies were conducted with compounds isolated from
some of these Brazilian species namely Platonia insignis (bacurizeiro), Citrus limon (lem-
on), Cifrus sinensis (orange), Mangifera indica (mango) and Kalanchoe brasiliensis (coura-
ma branca), for the prevention or progression of AD.

R Code fi bil
QR Code for mobile Keywords: Medicinal plants; Alzheimer’s disease; Acetylcholinesterase inhibitors; preclin-
, , ical studies.
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FIGURA A4: Artigo publicado em 2017 na Revista cientifica Energies.
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Abstract: The objective of this work was to produce methyl biodiesel from Bombacopis glabra (B. glabra)
oil degummed with HaPOy. The methyl biodiesel was prepared in an alkaline medium, and
characterized by physico-chemical parameters, thin-layer chrmatograghy (TLC), gas chromatograph
{GC), (Muclear magnetic resonance of hydrogen (H-NME), thermograv imetry and infrared analysis.
The physico-chemical parameters of biodiesel wem in accordance with the limits established by
Mational Agency of Petroleum, Matural Gas and Biofuels (ANFP) Resolution 452014, except coadation
stability, where it was cornected with the addition of antioxidants such as TBHQ and BHT.

Keywords: oil degummed; ]T‘I.'thj."l bacsdiese]: natural anboxidants.
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FIGURA A5: Artigo publicado em 2018 na Revista cientifica Current Clinical
Pharmacology.

Current Clinical Pharmacofogy, 2018, 13, 100-109
REVIEW ARTICLE

Determination of Parameters of Oxidative Stress in virro Models of
Neurodegenerative Diseases-A Review

Chistiane Mendes Feitosa™™", George Laylson da Silva Oliveira®, Antonio do Nascimento Cavalcante®,
Soane Kaline Morais Chaves® and Mahendra Rai®

“Department of Chemistry, University Federal of Piaui, Teresina, Brazil; f’Deparmaem af Pharmacy, University Federal
of Piaui, Teresina, Brazil; “Department of Biotechnology, Sant Gadge Baba Amravati University Amravati- 444 602,
Maharashitra, India

Abstract: Oxidative stress 1s a major mechanism underlying the development of various neurode-
generative discases (Alzheimer, Parkinson, Huntington and amyotrophic lateral sclerosis). Exces-
sive formation of reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (RNSs) can overburden the ability of
the enzymatic antioxidant defense mechanisms (superoxide dismutase, catalase and glutathione
reductase) and non-cnzymatic (urc acid, ascorbic acid, a-tocopherol and reduced glutathione),
causing the development of oxidative stress, and consequently, impairing the neuronal systemn cells
by means of oxidative damage to a variety of important biological molecules such as lipids, DNA

ARTICLEHISTORY and proteins. Considering the mportance of oxidative stress in neurodegenerative diseases, the
Received: Soptecber 25, 2017 pmu:m review aims l(_] address the main paramuc'rs L‘,val_uamd in !?_:I vitre studies on oxidative stress
Revised: February 20, 2018 mn different models of neurodegenerative diseases The literary review was conducted through Pub-
Accepted. February 26, 2013 med, Science Direct, LILACS, Scielo and Google using following keywords: oxidative stress, neu-

rodegenerative diseases and parameters of oxidative sress. We selected articles published between
2002 and 2017.The in vifro evaluation of the oxidative stress related parameters has provided a
preliminary view about the pathogenesis of many neurodegenerative diseases (Alzheimer's, Parkin-
som's, Huntington's and Amyotrophic lateral sclerosis). In this way, it has demonstrated the mecha-
nism of action of ROS/RNSs n these diseases by direct or indrect detection through several ex-
perimental procedures in vitro.

Frels
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Keywords: Alzheimer’s disease, parkinson, huntington, amyotrophic lateral sclerosis, neurodegenerative diseases, oxidative
stress.
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FIGURA AG6: Artigo publicado em 2018 na Revista cientifica BioMed Research

International.
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Review Article
A Brief Review on the Neuroprotective Mechanisms of Vitexin
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The neural dysfunction is triggered by cellular and molecular events that provoke neurotoxicity and neural death. Currently,
neurodegenerative diseases are increasingly common, and available treatments are focused on relieving symptoms. Based on the
above, in this review we describe the participation of vitexin in the main events involved in the neurotoxicity and cell death process,
as well as the use of vitexin as a therapeutic approach to suppress or attenuate neurodegenerative progress. Vitexin contributes
to increasing neuroprotective factors and pathways and counteract the targets that induce neurodegeneration, such as redox
imbalance, neuroinflammation, abnormal protein aggregation, and reduction of cognitive and/or motor impairment. The results
obtained provide substantial evidence to support the scientific exploration of vitexin in these pathologies, since their effects are still
little explored for this direction.
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FIGURA AT: Artigo publicado em 2019 na Revista cientifica Journal of Molecular

Structure.

Journal of Molecular Structure 1177 (2019) 286—301

journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/molstruc
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Elaboration and characterization of the inclusion complex between - | @)
cyclodextrin and the anticholinesterase 2-oleyl-1,3-dipalmitoyl- Gl |
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Keywords:
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Inhibition

Intemal cavity

2-oleyl-1,3-dipalmitoylglycerol (ODG ) obtained from the bacuri seeds. In vioo tests showed inhibition of
the enzyme acetylcholinesterase. However, ODG has low solubility in water. In order to increase its
solubility, the inclusion complex between ODG and p-cyclodextrin (B-CD) was obtained by solubilization
followed by lyophilization. The objective of this study was to prepare, characterize and evaluate the
solubility of the complex that was characterized by infrared spectroscopy (IR), differential scanning
calorimetry (DSC), thermogravimetry (TG), scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction XRD),
hydrogen magnetic resonance ('"H NMR) and phase solubility. All results confirmed the formation of the
inclusion complex between ODG and B-CD. By 'H NMR data, it was possible to predict that the ODG was
encapsulated by the wider side of the p-CD cavity. The solubility isotherm allowed to determine the
apparent stability constant (K =339.38 Lmol~') and the inclusion efficiency (IE = 57.82%), as well as the
1:1 stoichiometry between ODG and B- CD. The rate of dissolution and solubility of the inclusion complex
were significantdy improved as compared to the pure drug. Therefore, the use of ODG-f-CD can effec-
tively improve the solubility and dissolution rate of free ODG, being a promising approach to promote its
clinical application.

@ 2018 Elsevier BV. All rights reserved.

Antonio do Nascimento Cavalcante



196
ANEXOS

FIGURA A8: Artigo publicado em 2019 na Revista cientifica World Journal of Pharmacy
and Pharmaceutical Sciences.
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FIGURA A9: Capitulo 6 publicado em 2015 do livro da Editora Atomo Plantas Medicinais e
a Doenca de Alzheimer.
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FIGURA A10: Capitulo 9 publicado em 2017 no livro da Editora Atomo ANTIOXIDANTES

aspectos quimicos, farmacoldgicos e terapéuticos.
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Doencas Neurodegenerativas
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FIGURA Al1: Capitulo 16 publicado em 2018 no livro da Editora CRC Press Taylor &
Francis Group ETHNOBOTANY Application of Medicinal Plants.
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