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RESUMO

Com a identificacdo de compostos lideres, resultando no desenvolvimento de novos
farmacos, os produtos naturais representam uma importante fonte de compostos
bioativos que podem atuar com inUmeras atividades, como anti-inflamatoria,
antifangica, anti-hipertensiva, antitumoral, antioxidante, cicatrizante, entre outros.
Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo investigar as atividades biologicas
de duas espécies de plantas medicinais: Moringa oleifera e Azadirachta indica, frente
as células de placentas, visto que as gestantes sdo um alvo bastante sensivel a
qualquer tipo de tratamento medicinal. Foram realizados estudos de quantificacao da
viabilidade celular com a utilizacdo dos extratos nas concentracdes de 25, 50, 75 e
100% em linhagens de células trofoblasticas empregando o ensaio de MTT, analises
de microscopia de forca atdmica das células com e sem tratamento, e analises de
ressonancia magnética nuclear dos extratos. De acordo com os dados obtidos, o
extrato de Moringa oleifera obteve viabilidade celular nas concentracdes de 25% e
50%, sendo téxico acima de 50%, enquanto que o extrato de Azadirachta indica
mostrou ndo ter viabilidade celular em nenhuma das concentracdes, com a
microscopia de for¢a atdbmica observaram-se mudancas morfologicas, um aumento na
elasticidade das células desencadeada pelo tratamento com Moringa oleifera e uma
diminuicdo na elasticidade desencadeada pelo tratamento com Azadirachta indica, e
com 0s espectros de ressonancia magnética nuclear foram detectadas no extrato de
Azadirachta indica a presenca dos compostos: 2-hidroxiisobutirato, acido acético,
betaina, citrato, acido formico, glucarato (sacarato), lactato, succinato e dimetil
sulfona, e no extrato de Moringa oleifera a presenca dos compostos: acido férmico,
acido fumarico, acido oroético, betaina, glicerol e trigonelina. Portanto, as
consequéncias do tratamento com a Moringa oleifera podem estar associadas ao
rearranjo do citoesqueleto das células e o tratamento com a Azadirachta indica pode
estar relacionado a um processo de morte celular, onde foram encontrados compostos
que sao toxicos a esse tipo de célula utilizado no trabalho.

Palavras-chave: Produtos naturais, Fitoterapicos, Moringa oleifera, Azadirachta
indica, Placenta, RMN, AFM.



ABSTRACT

With the identification of leading compounds, resulting in the development of new
drugs, natural products represent an important source of bioactive compounds that can
act with numerous activities, such as anti-inflammatory, antifungal, antihypertensive,
antitumor, antioxidant, healing, among others. In this context, this study aimed to
investigate the biological activities of two species of medicinal plants: Moringa oleifera
and Azadirachta indica, against placental cells, since pregnant women are a very
sensitive target for any type of medicinal treatment. Cell viability quantification studies
were carried out using extracts at concentrations of 25, 50, 75 and 100% in
trophoblastic cell lines using the MTT assay, atomic force microscopy analysis of cells
with and without treatment, and analysis of nuclear magnetic resonance of the extracts.
According to the data obtained, the extract of Moringa oleifera obtained cell viability at
concentrations of 25% and 50%, being toxic above 50%, while the extract of
Azadirachta indica showed no cell viability at any of the concentrations, with the Atomic
force microscopy showed morphological changes, an increase in cell elasticity
triggered by treatment with Moringa oleifera and a decrease in elasticity triggered by
treatment with Azadirachta indica, and with nuclear magnetic resonance spectra were
detected in the extract of Azadirachta indica a presence of the compounds: 2-
hydroxyisobutyrate, acetic acid, betaine, citrate, formic acid, glucarate (saccharate),
lactate, succinate and dimethyl sulfone, and in the Moringa oleifera extract the
presence of the compounds: formic acid, fumaric acid, orotic acid, betaine, glycerol
and trigonelline. Therefore, the consequences of treatment with Moringa oleifera may
be associated with the rearrangement of the cytoskeleton of cells and treatment with
Azadirachta indica may be related to a process of cell death, where compounds that
are toxic to this type of cell used in the Work.

Keywords: Natural products, Drugs, Moringa oleifera, Azadirachta indica, Pregnant
women, NMR, AFM.
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1 INTRODUCAO

Diante das perspectivas promissoras do uso de produtos naturais como
fontes de biocompostos envolvendo inUmeras areas de estudo, ha pesquisas
que citam varias atividades a partir da utilizacdo destes produtos naturais, tais
como anti-Helicobacter pylori (ALEIXO; GALBIATI; SCALON LEMOS, 2018), uso
de ferramentas alternativas para o controle larvario de Aedes aegypti e Aedes
albopictus (VIANA; SAMPAIO; MARTINS, 2018), propriedades conservantes
para melhorar a seguranga microbiolégica e prolongamento do prazo de validade
dos produtos do mar (BAPTISTA; HORITA; SANT'ANA, 2020), e como
fitoterapico na cicatrizacao tecidual (MARTELLI; ANDRADE; SANTOS, 2018).

Observando esse crescente interesse, nos ultimos anos, pelo uso de
produtos naturais e dos respectivos extratos na terapéutica € preciso enfatizar
se ha garantia de seguranca em relacéo a efeitos toxicos e conhecimentos sobre
efeitos secundarios, interacdes, contraindicacdes, mutagenicidade e, também, a
existéncia de ensaios farmacoldgicos e experimentagao clinica que demonstrem
eficacia para este tipo de medicamento (Aradujo et al., 2007; Mendes et al., 2018).

Diante deste contexto, através do historico do uso da fitoterapia, com
destaque na importancia do conhecimento popular, ha a necessidade de um
envolvimento cientifico para melhor aplicabilidade e uso dos produtos naturais e
da biodiversidade (FIRMO et al., 2011), assim este trabalho visa desenvolver um
estudo que avalia a viabilidade da utilizacdo de extratos das espécies Moringa
oleifera e Azadirachta indica em células placentarias. E foram utilizados o
método MTT para avaliar a citotoxicidade dos extratos nas células placentérias,
a Microscopia de Forca Atdbmica — AFM para analisar o perfil topografico e a
elasticidade das células placentarias com e sem o0s tratamentos, e a técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear — RMN para identificar as classes de compostos

gue haviam nos extratos em estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
- Avaliar a atividade citotoxica e anti-inflamatodria de extratos das espécies de
Azadirachta indica (Nim indiano) e Moringa oleifera, bem como identificar seus

possiveis compostos a partir da técnica de RMN.

2.2 Especificos

- Preparar extratos das plantas Azadirachta indica (folhas) e Moringa oleifera
(folhas);

- Determinar a viabilidade celular com a utilizacdo dos extratos em células de
placenta empregando o ensaio com MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2- il) -
2,5-difeniltetrazdlio);

- Avaliar as alteracdes morfoldgicas e elasticidade das células tratadas utilizando
a técnica de Microscopia de Forca Atbmica — AFM,;

- Identificar as classes dos compostos presentes nos extratos por meio de RMN;

15



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Produtos naturais

Desde os primardios os produtos naturais sao utilizados pela humanidade.
A busca por alivio e cura de doencas pela ingestéo de ervas e folhas talvez tenha
sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A histéria do
desenvolvimento das civilizacBes Oriental e Ocidental € rica em exemplos da
utilizacdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizagcdo Egipcia, Greco-
romana e Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tal
grandiosidade e eficiéncia que até hoje muitas espécies e preparados vegetais
medicinais sdo estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de
acdo e no isolamento dos principios ativos (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Produto natural é aquele produzido pela “natureza” ou conforme as “leis
da natureza”, com a menor interferéncia humana possivel, ou advindos
diretamente de partes de vegetais ou de animais. Normalmente associa-se a
producdo artesanal ou ndo-industrial (GOMES, 2009). Contudo, esse conceito
ainda é bastante controverso. A Organizacdo Mundial da Saude reconhece a
importancia dos produtos naturais no desenvolvimento de modernas drogas
terapéuticas, com relevancia para a pesquisa farmacoldgica, ndo somente
guando os constituintes usados diretamente como agentes terapéuticos, mas
também como matérias-primas para a sintese, ou modelos para compostos
farmacologicamente ativos (OMS, 2008).

O papel dos produtos naturais (PN) no processo de descoberta da droga
foi bem estabelecido ao longo de varios séculos. A possibilidade de encontrar
novos medicamentos e precursores de fontes naturais é uma das raz6es mais
comumente citadas para preservar a biodiversidade. Muitas publica¢cdes foram
dedicadas para este assunto, descrevendo a relevancia dos PN como fonte de
diferentes e originais esqueletos moleculares. Além disso, sdo numerosas as
classes de PN de plantas, de microrganismos e do mar. Desta grande variedade
estrutural de PN bioativo, a classe dos alcaloides é muito representativa. Isto é
possivel reconhecer em muitos padrdes moleculares de drogas, provenientes de
varias classes diferentes de alcaloides (KINGSTON, 2011).
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A importancia dos produtos naturais na sociedade moderna € indiscutivel.
Os produtos naturais continuam a desempenhar um papel significativo na
processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Ainda que o Prémio Nobel de Medicina de 2015 ter destacado
a importancia da quimica de produtos naturais no século XXI, vale mencionar
gue diversos outros Prémios Nobel foram concedidos a pesquisadores atuantes
direta ou indiretamente na quimica de produtos naturais, tais como, Emil Fischer,
Robert Robinson, Robert B. Woodward, Heinrich O. Wieland, Adolf O. R.
Windaus, Sir Walter N. Haworth e Paul Karrer, Richard Kuhn, Leopold Ruzicka e
Louis F. Leloir (BERLINCK et al., 2017).

3.1.1 Aplicagéo dos produtos naturais

O uso de produtos naturais como instrumento de defesa ou caca datam
da Era Paleolitica, onde extratos vegetais foram aplicados a agua e flechas
envenenadas para a pesca, exemplos de géneros botanicos utilizados naquele
tempo incluem Derris, Euphorbia e Aconitum (GUPTA; KUMAR, 2016;
PITSCHMANN, 2014). Além disso, do século IV a.C ao século XVI d.C, vérios
registros de comunidades na China e no Brasil relataram o uso de pimenta em
po e a fumaca da queima de seus frutos como armas para cegar, desorientar ou
afugentar os multiplos agressores (ANTONIO et al., 2019).

Existem muitos exemplos de medicamentos mais vendidos que tiveram
origem em produtos naturais. Alguns bons exemplos sao: i) os agentes anti-
colesterolémicos sinvastatina, lovastatina, pravastatina e atorvastatina; ii)
agentes anti-hipertensivos: captoprii e enalapril; iii) 0s agentes
imunossupressores da ciclosporina A, tacrolimus (FK506) e rampamicina; iv) os
agentes antitumorais taxol, docetaxel e campotecina; v) os antibiéticos e agentes
antifangicos: penicilina, eritromicina, claritomicina e anfotericina B (LI;
VEDERAS, 2009).

A morfina foi um dos primeiros compostos oriundos de PN extraidos do
opio (Papaver somniferum) na forma pura no inicio do século XIX, sendo
amplamente explorado até hoje como um padrdo de analgésico especialmente
para o céancer de pacientes. Desde o0 advento da morfina, os PN tém
desempenhado um importante papel na descoberta de novos compostos

quimicos e sao apresentados como fortes candidatos ao desenvolvimento de
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novos medicamentos para o tratamento de dor crénica, como a dor oncoldgica
(LI; VEDERAS, 2009). Os PN podem ser utilizados no descobrimento e
desenvolvimento do farmaco final por causa dos mecanismos inovadores que
eles podem apresentar para diferentes tipos de doencas e também devido a
possibilidade de serem protétipos para a sintese e/ou semi-sintese de novas
moléculas (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Em face as perspectivas promissoras do uso de produtos naturais como
fontes de biocompostos, Lima Junior & Abreu (2018) em sua revisao
descreveram os diversos estudos desenvolvidos nos Ultimos anos que relataram
a obtencdo e eficiéncia de produtos naturais como agentes coagulantes e
floculantes de aguas para abastecimento, com énfase na quitosana, sementes
da espécie Moringa oleifera e taninos vegetais, no qual também expos as
limitacdes e maleficios dos coagulantes tradicionais a base de sais inorganicos
e polimeros sintéticos, bem como seus mecanismos de atuagdo, confrontando
com os principais parametros fisico-quimicos utilizados no controle de qualidade
de &guas naturais e tratadas.

O uso dos produtos naturais envolve inUmeras areas, podendo ser
utilizados como produtos com atividade anti-Helicobacter pylori (ALEIXO;
GALBIATI; SCALON LEMOS, 2018), como ferramentas alternativas para o
controle larvario de Aedes aegypti e Aedes albopictus (VIANA; SAMPAIO;
MARTINS, 2018), com propriedades conservantes para melhorar a seguranga
microbiolégica e prolongamento do prazo de validade dos produtos do mar
(BAPTISTA; HORITA; SANT'ANA, 2020), e como fitoterapico na cicatrizacdo
tecidual (MARTELLI; ANDRADE; SANTOS, 2018).

3.1.2 Impacto econémico

Dentre as principais razdes que impulsionam o grande crescimento do
mercado mundial de fitoterapicos a cada ano destaca-se a valorizacéo de habitos
de vida mais saudaveis e, consequentemente, o consumo de produtos naturais;
0s evidentes efeitos colaterais dos medicamentos sintéticos; a descoberta de
novos principios ativos de plantas e a comprovagéo cientifica de suas atividades
terapéuticas (MARTELLI; ANDRADE; SANTOS, 2018).

Entre os muitos exemplos de plantas nativas no Brasil, as que tém sido

fonte de inovacfes de produtos cosmeéticos sdo babacu (Orbignya speciosa),
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murumuru (Astrocaryum murumuru), bacuri (Platonia insignis), buriti (Mauritia
flexuosa), acai (Euterpe oleracea), umbu e umbu-caja (Spondias tuberosa). Em
2008, um grupo de estudos formado por meio de uma parceria entre a
Universidade Federal de Santa Catarina, a Financiadora de Estudos e Projetos
(FINEP) e a empresa de cosméticos Natura, estudou o extrato de folhas de
Passiflora alata, uma planta nativa do Brasil, o qual permitiu que a Natura
desenvolvesse um produto cosmeético inovador, denominado flavonoide de
passiflora, que ainda é comercialmente disponivel (CALIXTO, 2019).

Desde 1990, o Departamento de Farmacologia da Universidade de Santa
Catarina estabeleceu uma estreita parceria com empresas farmacéuticas
brasileiras para o desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos
naturais, desenvolvendo mais de 100 projetos, resultando em cerca de 12
patentes aprovadas internacionalmente, muitas publicacdes e 3 produtos que se
encontraram nas normas cientificas de seguranca, eficacia e qualidade e
recebeu a aprovacado da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA): o
analgésico e anti-inflamatorio Acheflan®. Obtido a partir do 6leo essencial de
Codia verbenacea, Syntocalmy®, que é produzido a partir das folhas de
Passiflona incarnata (uma planta europeia) e usado no tratamento da ansiedade
e insbnia (ambos comercializados pelo Aché Laboratérios) e Melagrido®,
desenvolvido a partir das folhas de Mikania glomerata e usado na gestao da
tosse e asma, comercializada no Brasil pela Catarinense Pharma. E de acordo
com o IMS Brasil Saude as vendas de Acheflan®, Syntocalmy® e Melagrido®
em 2016 foram de 30,3, 28,6 e 23,6 milhGes de reais, respectivamente
(CALIXTO, 2019).

Trabalhos recentes sobre as frutas brasileiras levaram a isolamento de
varios fendis presentes na espécie Spondias tuberosa, através de uma
combinacdo de HPLC-UV- MS (Cromatografia liquida de alta performance
acoplada a ultravioleta e espectrometria de massas), HPLC-microfracionamento,
seguido de ensaios biologicos destinados a localizacdo de compostos ativos. Um
procedimento de isolamento eficiente foi realizado com extrato de MeOH usando
uma transferéncia de gradiente de condi¢des analiticas de HPLC a separacéo
preparativa MPLC-UV. Este permitiu o isolamento de sete compostos, incluindo
dois novos produtos naturais que apresentaram alta atividade antioxidante e

inibicdo da acetilcolinesterase. Esses dados foram publicados e uma patente foi

19



emitida (W020160605807070A1), em acordo com uma empresa da Alemanha

para possivel desenvolvimento de um produto (ZERAIK et al., 2016).

3.1.3 Biodiversidade brasileira

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade do mundo e vem tomando
medidas para preserva-la, sendo a primeira nacao a assinar a Convencao sobre
Diversidade Biolégica em 1992. Destaca-se por ter uma mega biodiversidade,
responsavel por mais de 15% de todas as espécies vivas do planeta. O Brasil
tem uma area de 8.511.996 km2 na qual estdo distribuidos seis biomas terrestres
(Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Pampas) e
uma costa maritima de 7.491 km que abriga trés ecossistemas marinhos e doze
grandes regibes hidrograficas (MMA - MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE,
2017).

Dado o numero de espécies vegetais na Terra e as varias vias
biosintéticas capazes de produzir uma extraordinaria diversidade quimica, a
biodiversidade em ambientes tropicais e equatoriais oferece um potencial
particularmente rico em compostos biologicamente ativos que podem ser usados
como modelos para a quimica medicinal e a descoberta de drogas (BOLZANI et
al., 2012).

Diversas sao as plantas medicinais nativas da flora brasileira conhecidas
pela etnofarmacologia e por apresentarem propriedades antimicrobianas e que,
ao mesmo tempo, preenchem critérios de preservacdo ambiental e manejo
autossustentavel tais como: Anacardium occidentale (cajueiro), Pterodone
marginatus (sucupira), Copaifera langsdorffii (copaiba), Anadenanthera
colubrina (angico), Myroxylon peruiferum (balsamo-do-peru), Stryphnodendron
adstringens (barbatiméo), Bixa orellana (urucum), Eugenia uniflora (pitanga),
Psidium guajava (goiabeira), Mimosa tenuiflora (tepezcuite), llex paraguariensis
(erva-mate), Ocotea odorifera (sassafras), Hymenaea courbaril (jatoba), Schinus
terebinthifolia (aroeira), Genipa americana (jenipapo), Tabebuia avellanedae
(ipé-roxo) e Casearia sylvestris (guacatonga) (MARTELLI; ANDRADE; SANTOS,
2018).

Associada a biodiversidade, ha uma rica diversidade de compostos
naturais com estruturas peculiares que ainda sdo uma das fontes mais

sofisticadas de novos modelos moleculares para quimica medicinal,
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desenvolvimento de novos medicamentos, agroquimicos, fragrancias,
cosmeéticos e suplementos alimentares. Entre os 1211 novos protoétipos de baixo
peso molecular (conhecidos como New Chemical Entities - NCE) introduzidos no
mercado mundial como farmacos durante o periodo 1981-2014, 60% sé&o
derivados de produtos naturais, miméticos ou concebidos a partir de estruturas
de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Um programa recente para a biodiversidade é a Base de dados NuBBE
(NUBBEDs): a base de dados de produtos naturais da biodiversidade brasileira.
A diversidade quimica da espécie brasileira esta sendo catalogada por este
projeto criado em 2013, inicialmente com 640 compostos isolados e identificados
pelo Grupo de Pesquisa Nucleo de Bioensaio, Biossintese e Ecofisiologia de
Produtos Naturais (VALLI et al., 2013). O NuBBEps atualmente fornece dados
de mais do que 2000 compostos de plantas, organismos marinhos, fungos, etc.,
e contém substancias quimicas (classe metabdlica, estrutura quimica,
propriedades fisico-quimicas, nome comum, nome IUPAC e molecular Massa),
biologica (ocorréncia, habitat, biodiversidade atividades), dados farmacol6gicos
e espectroscopicos (PILON et al., 2017). Esta base de dados é de livre acesso
online, onde é possivel pesquisar por propriedades, estrutura quimica, classe de
produtos naturais ou uma combinacdo de critérios moleculares ou biologicos
(NUBBEDB, 2017).

Dentre as principais politicas e programas nhacionais voltados a plantas
medicinais e fitoterpicos podemos citar o Renisus (Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude) no qual apresenta uma lista
de 71 plantas medicinais que possuem potencial para gerar produtos de
interesse ao SUS (Sistema Unico de Saude). Essa lista tem a finalidade de
orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracéo da relacdo de
fitoterapicos disponiveis para uso da populacdo, com seguranca e eficacia para
o tratamento de determinada doenca, como por exemplo os fitoterapicos
derivados da espinheira santa, sdo oferecidos para tratar gastrites e Ulceras, e
de guaco, para tosses e gripes (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

3.1.4 Caatinga
Segundo Almeida et al. (2012) na Caatinga, 50% dos 20 extratos de

plantas estudados apresentaram forte atividade antimicrobiana, 25% tiveram
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atividade moderada e 15% tinham pouca atividade. Na Mata Atlantica, 28,5%
dos 14 extratos de plantas estudados apresentaram forte atividade, com 14,5%.
com atividade moderada e 28,5% com baixa atividade. O microrganismo mais
suscetivel aos extratos da Caatinga, era Mycobacterium smegmatis; 85% das
espécies testadas foram capazes de inibir seu crescimento. O organismo que
era suscetivel ao maior nimero de espécies vegetais (71%) da Mata Atlantica
era Staphylococcus aureus. Logo, os extratos da Caatinga mostraram uma
tendéncia de atividade antimicrobiana superior, comparada as espécies da Mata
Atlantica, tanto em termos de inibicdo de uma maior variedade de
microrganismos quanto em termos de demonstracdo de maior atividade contra
estirpes susceptiveis.

Pereira et al. (2014) realizaram uma pesquisa de campo com 392
agricultores da zona rural da cidade de Jardim, localizada ao Sul do Ceara, na
regido do Cariri, sobre o potencial terapéutico de Myracrodruon urundeuva
conhecida popularmente como aroeira do sertdo. E uma espécie nativa
ameacada de extingdo que ocorre tanto na caatinga, como na floresta pluvial.
Como resultado, 32% (125) declararam nunca ter usado produtos de "aroeira",
apesar de ter conhecimento de suas propriedades medicinais. Dos 68% (267)
gue usaram os produtos da "aroeira", a grande maioria afirmou ter obtido
melhora na cicatrizacao, infeccéo de pele e outras patologias.

No Distrito de Aratama, no Municipio de Assaré, Ceara, foi feito um
trabalho de levantamento etnobotanico das plantas medicinais, verificando a
versatilidade das espécies utilizadas e o consenso de uso e/ou conhecimento
entre os informantes, as informacgfes etnobotanicas foram obtidas através de
entrevistas estruturadas e semiestruturadas com os moradores locais. Foram
citadas 116 espécies com fins medicinais pertencentes a 103 géneros e 58
familias com destaque para Fabaceae, Asteraceae e Lamiaceae. Entre as
espécies levantadas, Mentha spicata L., Rosmarinus officinalis L., Allium sativum
L., Bauhinia cheilantha, Ximenia americana L., se destacaram como as mais
versateis dentro da comunidade. A maioria das indicacdes terapéuticas citadas
foram desordens mentais e comportamentais, afec¢gdes ou dores nao definidas,
os transtornos do sistema respiratorio, as doencas de pele e do tecido celular

subcuténeo, e os transtornos do sistema sensorial (ouvidos), onde os resultados
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mostraram elevada riqueza da flora medicinal presente na caatinga (RIBEIRO et
al., 2014).

3.2 Moringa (Moringa oleifera)

Moringa oleifera, comumente conhecida como Moringa, € uma espécie da
familia Moringaceae, oriunda do Himalaia, pode ser encontrada na india, Egito,
Filipinas, Tailandia, Malasia, Paquistdo, Singapura, Jamaica e Nigéria. Esta
planta consegue se adaptar tanto em condi¢des irrigadas quanto na seca, €
pouco exigente em solos e fertilizantes, e no Brasil encontra-se disseminada na
regido nordeste, mas tem sua expansdo em todo o territério (SOUSA; MELO,
2019).

A Moringa tem sido utilizada desde 150 d.C. por antigos reis e rainhas em
sua dieta para manter mente e pele saudaveis, suas folhas, vagens, sementes,
gomas, casca e flores sdo usadas em mais de 80 paises para aliviar deficiéncias
minerais e vitaminicas, fortalecer o sistema cardiovascular, promover niveis
normais de glicose no sangue, neutralizar e reduzir a malignidade dos radicais
livies (MAHMOOD; MUGAL; HAQ, 2010).

Por ser uma planta muito valorizada, devido a sua composicéo nutricional
e com uma grande variedade de usos medicinais, pode ser utilizada nos
tratamentos de reumatismo e gota, ou como cicatrizantes de feridas, possui
diversos beneficios farmacoldgicos para o consumo humano, incluindo a
promocao do crescimento, efeitos antimicrobianos, terapéuticos e antioxidantes
(OKUDA et al., 2001), podendo ser também utilizada na prevencdo de muitas
doencas, como aterosclerose, cancer, dentre outras, que sao causadas por
radicais livres, podendo ser evitadas por agentes antioxidantes naturais
(MBIKAY, 2012).

Vérias partes desta planta, como as folhas, raizes, sementes, casca,
frutas, flores e vagens imaturas agem como estimulantes cardiacos e
circulatérios, possuem propriedades antitumoral, antipirético, antiepiléptico, anti-
inflamatorio, antiulceroso, antiespasmodico, atividades diurética, anti-
hipertensiva, hipocolesterolemiante, antioxidante, antidiabética, hepatoprotetor,
antibacteriana e antifingica, e estdo sendo empregadas para o tratamento de
mais de 300 tipos de doencas utilizadas pela tradicional medicina ayurveda
(KUETE, 2017).
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3.3 Nimindiano (Azadirachta indica)

E uma arvore pertencente a familia Meliaceae, nativa das florestas
tropicais do Nordeste da india e de partes da Asia, além de ser comumente
encontrada em cidades e vilas na parte norte da Nigéria (AA, 2012; NETO et al.,
2020). Possui grande quantidade de folhas sempre verdes, do tipo
imparipenadas, alternadas, com foliolos de coloracdo verde-claro intenso, que
caem somente em casos de seca extrema. As raizes penetram profundamente
no solo e quando sofrem algum tipo de dano, produzem brotos. O sistema
radicular da planta € composto por uma raiz pivotante, sua principal sustentacao,
possibilitando a retirada de agua e nutrientes de grandes profundidades e de
raizes laterais auxiliares, suas flores sdo pequenas, brancas, bissexuadas,
brotam em feixes axiais, arranjando-se em inflorescéncias de cerca de 25 cm de
comprimento; possuem um perfume semelhante ao mel e atraem muitas
abelhas. Os frutos séo lisos, glabos, elipsoides, com 1,5 cm x 2 cm de
comprimento, de cor amarelada quando maduros, com uma polpa doce
envolvendo as sementes, que Sao compostas por uma casca € um ou mais
carogos. As sementes e as folhas sdo usualmente empregadas no controle de
pragas. (MOSSINI & KEMMELMEIER, 2005).

A maioria dos componentes caracterizados da semente do Nim é
limonoides, essa substancia pertence a classe dos terpenos e sdo conhecidos
como meliacinas por apresentarem gosto amargo. Dentre os limonoides
presentes nas sementes, a azadiractina (Figura 01) tem maior importancia por
ser responsavel pela maioria dos efeitos biolégicos (AZEVEDO et al., 2015).

A Azadiractina, possui féormula molecular (C35H44016), apresentando 16
estereoisbmeros, 7 carbonos quaternarios e 9 secundarios (Figura 01). Seus
grupos funcionais séo: 4 ésteres, 2 grupos hidréxi, hemiacetal, ep6xido e
dihidrofurano. Logo, devido a este elevado niamero de grupos funcionais, suas
proximidades e a presenca de oxigénio nestes grupos, o composto Azadiractina

é facilmente oxidado e bastante reativo (HORN, 2019)
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Figura 1 - Compostos relevantes presentes no 6leo de Nim

Azadiractina Nimbina

Mad,C.
o _1'::0

M“G‘:d( (!J'Ac

Nimbidina
>
tig = /=< isovaleroy =

R R Rz R?
azadirachtin A tig At OH CO,CH,
azadirachtin B H Tig H CO,CH,

1a-azadirachtin H tig At H OH
11p-azadirachtin H tig At OH H
azadirachtin L tig Ac H QAc
azadirachtin M tig Ag H CO,CH,
azadirachtin N H tig H OH
azadirachtin O isovaleroyl  Ac H CO,CH,
azadirachtin P isovaleroyl  Ac H OH
azadirachtin Q Ac Ac H  CO,CH,
azadirachtol H H H  CO,CH,

Fonte: Adaptado de (AA, 2012; BRAHMACHARI, 2004; RODRIGUES, 2019)

Alguns estudos relatam que o Nim possui efeito negativo na funcéo
reprodutiva de humanos e animais por causar um decaimento nos parametros
seminais, como volume e concentracdo do ejaculado, motilidade e alteracdes
morfolégicas dos espermatozoides, acdo espermicida e efeito contraceptivo
vaginal, além de interferir no ciclo estral das fémeas, no desenvolvimento
embrionario precoce e promover aborto (BARROS BRASIL, 2013; GOIS, 2018;
URIBE-CLAVIJO et al., 2012).

3.4 Farmacos: fitoterapicos e fitofarmacos

Farmaco, conforme a Anvisa, € a principal substancia na formulacéo de
um medicamento, sendo responsavel pelo efeito terapéutico, assim como, € um
composto quimico obtido de extracdo, purificacdo, sintese ou semi-sintese,
dando origem aos medicamentos (IBECO FACULDADE, 2017). De acordo com
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as definicbes oficiais que regulamentam a area de saude no Brasil farmaco € a
substancia quimica que € o principio ativo do medicamento (MINISTERIO DA
SAUDE, 1998).

A palavra farmaco é derivada do grego “pharmakon” cujo significado é ser
aquilo que pode transladar as impurezas, ou seja, para 0s gregos pode significar
tanto remédio como veneno, podendo manter a vida ou causar a morte, sendo
gue o que interferia nas consequéncias do pharmakon era a dose. Portanto,
chegou-se ao atual conceito de farmacos, cujos sdo substancias quimicas com
estrutura bem definida, com propriedades farmacoldgicas utilizadas com
finalidade medicinal, determinando a prescricdo da quantidade necessaria e 0
tempo de uso pelo paciente (IBECO FACULDADE, 2017).

Dentre os medicamentos da biodiversidade incluem-se os fitoterapicos e
os fitofarmacos que sé@o duas classes de medicamentos distintas. Segundo a
ANVISA (2014), fitoterapicos sdo medicamentos obtidos empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Nao se considera medicamento
fitoterapico aquele que, na sua composicao, inclua substancias ativas isoladas,
de qualgquer origem, nem as associacfes destas com extratos vegetais. Os
fitofarmacos diferem dos fitoterdpicos por serem substéncias purificadas e
isoladas a partir de matéria-prima vegetal com estrutura quimica definida e
atividade farmacologica, sem sofrer qualquer etapa de semi-sintese ou
modificacdo de sua estrutura quimica e sdo utilizados como ativos em
medicamentos com propriedade profilatica, paliativa ou curativa.

Com a identificacdo de compostos majoritarios que resultam no
desenvolvimento de novos farmacos, os produtos naturais sédo uma fonte rica em
compostos bioativos que podem agir na terapéutica por causa das suas
caracteristicas que modulam varios processos bioquimicos. Varios exemplos de
farmacos formulados a partir de fontes naturais estao disponiveis na medicina,
como por exemplo, a reserpina (agente anti-hipertensivo), o tubocurarina
(relaxante muscular) e os paclitaxel e maitansina (anticancer) (MARQUES;
VIEIRA, 2016).

Os farmacos sédo imprescindiveis para o tratamento de determinadas

enfermidades e de suma importancia para o reestabelecimento da saude e
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melhoria da qualidade de vida. Dentre as principais classes de maior consumo
mundial destacam-se analgésicos, anti-inflamatérios, antibioticos, drogas
psiquiatricas, anti-hipertensivos, contraceptivos hormonais, meios de contraste
de raios X, entre outros (BARCELO, 2003; SILVA; COLLINS, 2011).

A producéo de farmacos tem varias aplica¢des na industria farmacéutica
e principalmente na area da saude, como a sua prépria criagdo; também contam
com a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para induastria; o
desenvolvimento e producdo de kits de reagentes para diagnésticos, o que
favorece o setor das analises clinicas; além disso, visa a criagdo de novas
vacinas e terapias génicas, entre outras possibilidades que a biotecnologia

favorece no setor da saude (REIS et al., 2009).

3.4.1 Produc¢ao mundial

A induastria farmacéutica tem como objetivo primordial a producdo de
medicamentos, 0 que exige, constantemente, atividades de pesquisa e
desenvolvimento (P&D), inovacdo, comercializagdo e distribuicdo de produtos.
Embora tal indlstria tenha se desenvolvido e expandido substancialmente,
apenas a partir da década de 1920, suas origens como mercado global
remontam ao final do século XIX, quando ocorreu a intensificacdo da pesquisa
cientifica aplicada a industria e a producdo em maior escala (DUARTE et al.,
2015).

Foi no século XIX que se iniciou a procura pelos principios ativos
presentes nas plantas medicinais, criando assim, os primeiros medicamentos
com as caracteristicas que nds conhecemos atualmente. Friedrich Serturner em
1806 foi 0 pioneiro e o primeiro a isolar o alcaloide morfina da papoula, fato que
marcou uma busca constante por outros medicamentos a partir de plantas. Em
1824 Pierre-Jean Robiquet isolou a codeina (antitussigeno) também da papoula
e, em 1848, George Fraz Merck isolou a papaverina, desta mesma planta.
Entretanto, o marco histérico no processo de desenvolvimento da industria
farmacéutica mundial foi a descoberta da salicina (analgésico e antitérmico) por
Rafaele Piria em 1829 a partir da planta Salix alba. A partir da salicina foi
realizada a primeira modificacao estrutural, originando o &cido salicilico em 1839,
utilizado no tratamento da artrite reumatoide. A partir do acido salicilico, Felix
Hoffman sintetizou a aspirina (acido acetilsalicilico) em 1897. Nasce entdo a
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famosa e poderosa industria farmacéutica da Alemanha e também a primeira
patente que se tem conhecimento na area de medicamento (CALIXTO; JR,
2008).

Considera-se que dentre os mais diferentes setores industriais, o setor
farmacéutico € um dos mais inovadores, e por conta disso héa a necessidade dos
altos investimentos em pesquisa e desenvolvimento (P&D) para a busca de
novos farmacos. Em contrapartida, este setor também € um dos mais rentaveis
em escala global, e, por isso, € um dos mais competitivos. Esta competi¢do por
aumento da rentabilidade vem levando as grandes multinacionais do setor a
sucessivas fusGes e/ou a adquirirem empresas menores, por isso dizemos que
este setor € um oligopdlio (PINTO; BARREIRO, 2013).

Observando os custos substanciais e o ritmo lento de descoberta de
novos medicamentos, surge uma nova escalada na industria farmacéutica: o
reaproveitamento de "antigos" medicamentos para tratar doencas comuns e
raras. Tornando-se cada vez mais uma proposta atraente porque envolve o uso
de compostos, com custos gerais de desenvolvimento potencialmente mais
baixos e desenvolvimento em uma linha de tempo mais curta. A exemplo disso,
temos o Sildenafil que foi originalmente desenvolvido como um medicamento
anti-hipertensivo, mas quando reaproveitado pela Pfizer foi utilizado para o
tratamento de disfungéo erétil e comercializado como Viagra (PUSHPAKOM et
al., 2018).

Com o alto custo dos medicamentos prescritos surge uma grande ameaca
aos orcamentos da saude, assim como em paises sem saude publica, o alto
custo dos medicamentos prescritos representa também uma ameaca ao bolso
dos pacientes. Aproximadamente 25% dos americanos encontram dificuldade
em comprar medicamentos prescritos devido aos altos custos. As empresas
farmacéuticas citam os altos precos dos medicamentos como sendo importante
para sustentar a inovacdo, porém os altos precos de cada nova droga
possivelmente diminuem o ritmo de inovacdo, uma vez que € menos arriscado
desenvolver medicamentos com pequenas modificacbes de medicamentos
existentes mostrando uma melhora incremental na eficacia ou seguranca, ao
invés de investir em medicamentos verdadeiramente inovadores, onde ha um

maior chance de fracasso (PAUL et al., 2010).
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No entanto, segundo os dados do IQVIA, os altos custos em
medicamentos ainda ndo possuem um impacto negativo significativo, pois as
vendas no mercado farmacéutico mundial em 2019 deveréo ficar em torno de
US$ 1,26 trilhdo. Em termos de ranking dos mercados mundiais (Figura 02), o
Brasil, que ocupava o 8° lugar em 2013, passou a ocupar a 7° posicdo em 2018
e as expectativas sado que passara para o 5° lugar em 2023. Em 2018, o Brasil
representou aproximadamente 2,6% do mercado farmacéutico mundial
(SINDUSFARMA, 2019).

Figura 2 - Ranking do mercado farmacéutico mundial.

_ _ e

1 Estados Unidos 1 Estados Unidos 1 Estados Unidos
2 China 2 China 2 China
3 Japao 3 Japao 3 Japao

4 Alemanha 4 Alemanha 4 Alemanha
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] Italia B Italia B lidlia
7 Reino Unido j 7 Brasi 7 Fanga
a Brasil a Reino Unido i

0 Espanha ] Espanha 0 India

Reino Unida

10 Canada 10 Canadd 10 Espanha

Fonte: Adaptado de (SINDUSFARMA, 2019).

Na area de pesquisa e desenvolvimento o setor farmacéutico ainda € um
dos que mais investe no mundo. Foram dedicados US$ 172 bilhdes em 2018 —
namero que deve chegar a US$ 204 bilh6es em 2024 (Figura 03). Os elevados
investimentos se justificam pelo risco da inovacéo e pela necessidade de novas
terapias, uma vez que doencas cronicas e complexas estdo se tornando mais

frequentes com o envelhecimento da populagéo.
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Figura 3 - Gastos com P&D pela industria farmacéutica internacional.
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Fonte: (CARVALHAES et al., 2019)

Em 2018, o faturamento farmacéutico de seis grupos econémicos atingiu
a faixa acima de 3 bilhdes de reais e apenas trés grupos apresentaram
faturamento entre 2 e 3 bilhdes de reais. O Grupo SANOFI/MEDLEY/GENZYME
permaneceu o lider em faturamento, com mais de R$ 3 bilh6es de faturamento,
seguido pelos grupos EMS/SIGMA/LEGRAND/NOVA QUIMICA/GERMED e
SANDOZ/NOVARTIS (Tabela 01). As trés primeiras posi¢cdes mantiveram-se
idénticas a 2017. Destaque para o0s grupos Aché/Biosintética e
Eurofarma/Momenta que subiram um ponto em relacdo a 2017 e para o total de

8 grupos nacionais entre os 20 maiores em faturamento (ANVISA, 2018).

Quadro 1 - Ranking dos 20 grupos econémicos de maior faturamento farmacéutico.

1 GRUPO SANOFI/MEDLEY/GENZYME >=3
(Internacional) bilhdes

2 GRUPO E.M.S >=3
(E.M.S./SIGMA/LEGRAND/NOVA bilhdes

QUIMICA/GERMED) (Nacional)

3 GRUPO SANDOZ/NOVARTIS >=3
(Internacional) bilhdes

4 GRUPO ACHE/BIOSINTETICA >=3
(Nacional) bilhdes
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

GRUPO EUROFARMA/MOMENTA
(Nacional)

GRUPO HYPERA (HYPERA/NEO
QUIMICA/BRAINFARMA/NEOLATINA/COSME
D/MANTECORP) (Nacional)

GRUPO JOHNSON &
JOHNSON/JANSSEN-CILAG (Internacional)
GRUPO PFIZER/WYETH (Internacional)

GRUPO MSD/SCHERING PLOUGH
(Internacional)
GRUPO GLAXO/STIEFEL (Internacional)

GRUPO BAYER/SCHERING DO BRASIL
(Internacional)
GRUPO TAKEDA/MULTILAB
(Internacional)
GRUPO CRISTALIA (Nacional)

GRUPO MERCK/SERONO
(Internacional)

GRUPO NOVO NORDISK (Internacional)
GRUPO CIMED/1FARMA (Nacional)
GRUPO FRESENIUS (Internacional)

GRUPO RANBAXY/SUN (Internacional)

GRUPO HIPOLABOR/SANVAL

(Nacional)
GRUPO CIFARMA/MABRA (Nacional)

>=3
bilhdes

>=3
bilhdes

Entre 2
e 3 bilhdes
Entre 2
e 3 bilhdes
Entre 2
e 3 bilhdes
Entre 1
e 2 bilhdes
Entre 1
e 2 bilhdes
Entre 1
e 2 bilhdes
Entre 1
e 2 bilhdes
Entre 1
e 2 bilhdes
<=1
bilhao
<=1
bilhdo
<=1
bilhao
<=1
bilhdo
<=1
bilhao
<=1

bilh&o
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Fonte: (ANVISA, 2018)

3.4.2 Producéo brasileira

No Brasil, 0 nascimento e o desenvolvimento da industria farmacéutica
estiveram consideravelmente atrelados ao Estado, que incentivou a producéo de
soros, vacinas e medicamentos, a fim de tratar questdes de saude publica e de
promover praticas sanitarias de prevencdo e de combate a doencas
infectocontagiosas, como malaria e febre amarela. Com a intensificagéo do ciclo
do café, durante o século XIX e inicio do XX, a populacdo brasileira teve um
crescimento significativo, em razdo das ondas de imigracdo e ampliacdo do
processo de urbanizagdo, que provocaram aumento no quantitativo de doencas
e epidemias, causadas mormente pelas péssimas condicbes de higiene dos
navios e corticos da época (DUARTE et al., 2015).

Assim esses fatores estimularam a demanda por medicamentos
produzidos pela industria farmacéutica nacional, que, aos poucos, evoluiu,
surgindo duas instituicdes relevantes no cenario nacional responsaveis pela
fabricacdo de produtos biolégicos: i) o Instituto Butantd, que, inicialmente,
produzia soro antiofidico e vacinas contra a peste e, ainda hoje, configura grande
produtor de vacinas, sendo referéncia global na area; e ii) Instituto Manguinhos
(atualmente Fundacdo Oswaldo Cruz — Fiocruz), destinado a produzir soro e
vacinas para o tratamento da peste bubénica, além de pesquisas biomédicas.
(DUARTE et al., 2015).

Em 2019 o mercado brasileiro de medicamentos movimentou R$ 69,04
bilhdes, equivalentes a US$ 17,50 bilhdes (Canal Farmacia, valor liquido -
desconto médio de 38,7%), segundo os levantamentos da consultoria IQVIA.
Houve crescimento de 10,74%, em reais, em relagcdo ao ano anterior,
representando aproximadamente 2% do mercado mundial, sendo o 7° em
faturamento no ranking das 20 principais economias. Na América Latina, € o
principal mercado, estando a frente de Meéxico, Colbmbia e Argentina
(SINDUSFARMA, 2020).

Segundo dados de Carvalhaes et al. (2019), devido ao bom indice de
heterogeneidade, o Brasil € um pais atraente a pesquisa clinica (Figura 04). As

variacdes de clima, cultura e condi¢cdes socioeconbmicas também aumentam a
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atratividade do pais, embora os entraves burocraticos dos processos tendam a

prejudicar a inovacéao farmacéutica no pais.

Figura 4 - Mapa mundial de pesquisa clinica.
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Fonte: (CARVALHAES et al., 2019)

Dentre os medicamentos mais vendidos no Brasil (Figura 05) o relaxante
muscular Dorflex e 0 medicamento para tratar tromembolismo venoso profundo
Xarelto tém as vendas significativamente mais expressivas que 0 terceiro
colocado no ranking mundial, chegando a ser 95% maior (CARVALHAES et al.,
2019).
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Figura 5 - Ranking dos medicamentos mais vendidos do Brasil.
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3.4.3 Anti-inflamatérios

A inflamacéo é uma resposta do sistema imunoldgico a uma infec¢ao ou
lesdo dos tecidos. Nesse processo, ha o aumento do fluxo sanguineo para a
regido atingida, transportando células do sistema imunoldgico para combater o
agente agressor. Assim, os anti-inflamatérios sdo medicamentos que tém a
finalidade de impedir ou amenizar essa reagao e minimizar sintomas comuns da
inflamacé&o, como calor e dor (VARELLA, 2019).

Os principais farmacos usados para tratar a inflamacdo podem ser
divididos em cinco grupos principais: i) Farmacos que inibem a enzima ciclo-
oxigenase (COX), por exemplo os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE) e os
coxibes; i) Farmacos antirreumaticos, por exemplo 0s antirreumaticos
modificadores da doenca (ARMD), incluindo alguns imunossupressores; iii) Os
glicocorticoides; iv) Anticitocinas e outros agentes bioldgicos; v) E outros
farmacos que nao pertencem a esses grupos, incluindo anti-histaminicos e
farmacos usados para controlar a gota (RANG et al., 2016).

Os anti-inflamatdérios esteroides costumam ser indicados para doencas
como asma e doengas inflamatorias autoimunes como o lipus. Como também

tém acdo imunossupressora, também sdo usados em alguns casos de rinite e
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conjuntivite alérgica, mas devem ser usados por periodos curtos e a retirada da
medicacdo deve ser gradual, segundo orientacdo médica. Entre os
medicamentos mais conhecidos desse tipo estdo a cortisona e a prednisona. E
os anti-inflamatérios néo-esteroides em geral sdo mais usados para tratar
problemas mais simples, como artrite reumatoide, artrose, gota, bursite, célicas
menstruais, traumas e contusdes (VARELLA, 2019).

Os AINEs mais conhecidos e comercializados sdo o paracetamol, a
dipirona, o acido acetilsalicilico e o ibuprofeno. Estes carregam efeitos colaterais
bastante parecidos, como toxicidade para as células do figado e dos rins, gastrite
e Ulcera, comprometimento do fluxo sanguineo renal. Ademais, tem-se
evidenciado que o emprego destes medicamentos tem sido feito de forma
irracional, causando grandes impactos na sociedade, inclusive mortes (RANG et
al., 2016).

A origem dos efeitos adversos observados no uso indiscriminado dessa
classe de medicamento se baseia principalmente na inibicdo da producéo de
prostaglandinas. As prostaglandinas sdo produzidas a partir de fosfolipidios da
membrana celular por uma cascata enzimética. O processo tem inicio com a
conversao de fosfolipidios em acido araquidénico pela enzima fosfolipase A2. O
acido araquidénico é convertido em prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos, a partir das enzimas ciclo-oxigenases, alvo dos AINEs (SILVA et
al., 2019).

Os efeitos colaterais importantes dos AINEs ocorrem no aparelho
gastrointestinal, onde os mais comumente observados sdo dor abdominal, azia
e diarreia. Esses efeitos colaterais resultam do bloqueio da COX-1 na mucosa
gastrointestinal e na consequente inibicdo da producdo de prostaciclina e
prostaglandinas (PGE2 e PGD2) no estbmago. Essas prostaglandinas servem
como agentes citoprotetores da mucosa gastrointestinal; inibem a secrecao
acida pelo estomago, aumentam o fluxo sanguineo local e a secre¢édo de muco
protetor. O tratamento em longo prazo pode causar erosodes e Ulceras gastricas
e duodenais (BATLOUNI, 2010).

Como a maioria dos farmacos anti-inflamatorios exercem inimeros efeitos
colaterais que podem restringir seu uso, uma alternativa a tais medicamentos
sdo as plantas medicinais, que proporcionam uma importante expectativa na

identificagdo de compostos bioativos.

35



A curcumina é um dos compostos ativos mais estudados, € um polifenol
extraido dos rizomas da planta Curcuma longa, em que constatou-se que foi a
planta medicinal com a maior quantidade de estudos publicados com potencial
terapéutico anti-inflamatorio (MARMITT et al., 2015); um estudo feito a partir da
ameixa-brava (Ximenia americana L.) foi isolado uma substancia identificada
como XM-Catechin, um flavonoide com atividades anti-inflamatorias em
camundongos (DIAS et al., 2018); e em um outro trabalho sobre a planta Moringa
oleifera foi identificado flavonoides, alcaloides, diterpenos, taninos e
clorogénicos que possuem atividades anti-inflamatérias (VELAZQUEZ-ZAVALA
et al., 2016).

3.4.4 Terpenos
De forma geral, os 6leos essenciais sdo constituidos majoritariamente por

terpenos ou seus derivados (Tabela 02) (FELIPE; BICAS, 2017).

Quadro 2 - Principais constituintes de alguns 6leos essenciais.

Arnicas- Sesquiterpenos (AR-diidroturmerona, AR-curcumeno,

da-Serra AR-turmerol, bisabolol, cadinol, cariofileno, nerolidol, orto
acetoxi bisabolol, sesquicineol).
Cascade Monoterpenos (limoneno, mirceno); sesquiterpenoides
laranja (B-sinensal, a-sinensal), sesquiterpeno (valenceno);
monoterpenoides (decanal, linalol, neral, geranial, citronelal),
outros compostos (octanal).
Copaiba Sesquiterpeno: B-cariofileno
Cravo Sesquiterpenos (a-humuleno, cariofileno); compostos
fendlicos (eugenol, eugenil acetato).
Gengibre Sesquiterpenos  (zingibereno, = AR-curcumeno, [3-
sesquifelandreno, bisaboleno); monoterpenos (canfeno, B-
felandreno), monoterpenoide (1,8-cineol)
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Limao Monoterpenos  (limoneno, B-pineno, y-terpineno);
monoterpenoides (geranial, neral, citronelal, linalol); outros

compostos (neril acetato, geranil acetato, nonanal).

Pimenta Monoterpeno (sabineno).
Pinus Monoterpenos (pinenos, car-3-eno, limoneno, mirceno).
Toranja Monoterpenos (limoneno, mirceno), monoterpenoide

(decanal, linalol, citronelol, neral, geranial); sesquiterpenoide
(nootkatona, B-sinensal); outro composto (octanal).
Fonte: Adaptado de (FELIPE; BICAS, 2017).

Quimicamente, os terpenos podem ser definidos como “alcenos naturais”,
isto é, apresentam uma dupla ligacdo carbono-carbono sendo caracterizado
como um hidrocarboneto insaturado (MCMURRY, 2005). Por outro lado, se um
terpeno contém oxigénio, o0 mesmo € denominado de terpenoide, podendo
apresentar diferentes funcdes quimicas (Figura 06), entre as quais: acidos,
alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou epoéxidos terpénicos (FELIPE;
BICAS, 2017).

Figura 6 - Algumas fun¢8es quimicas de terpenos.

Hidrocarbonetos Alcoois Compostos Carbonilicos Eter:s,ti‘zzols ¢
H20H HO
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(R)-(+)-limoneno Alcool perilico Aldeideo perilico 1.8 cincol
o
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OH
| |
Mirceno Carveol Geranial Timol

Fonte: (FELIPE; BICAS, 2017).

Os terpenos constituem a maior classe de produtos naturais, com mais de
55.000 compostos conhecidos (CHANG et al., 2010). Estes produtos quimicos

sdo parte do metabolismo secundario de espécies vegetais e animais e a
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derivagdo da sua estrutura quimica em unidades de isoprenos (C5), comum aos
terpenos, é resultado da sua origem bioquimica, ja que todos os seus carbonos
sao provenientes do isopentenil pirofosfato (IPP) ou de seu isbmero dimetilalil
pirofosfato (DMAPP), sendo caracterizado pela chamada “regra do isopreno”,
que se unem através de ligacBes cabeca-cauda, ligacdo 1-4, por duas vias
biossintéticas (Figura 07), via do mevalonato e via do 1-desoxilulose 5-fosfato
(DXP) (DEWICK, 2002).

Figura 7 - Vias biossintéticas dos terpenos.
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Fonte: (DEWICK, 2002)

As estruturas tipicas dos terpenos contém um esqueleto carbdnico
representado por (C5)n, sendo classificados de acordo com a quantidade de
residuos de isoprenos: como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30),
tetraterpenos (C40) e politerpenos (C>40). E Além desta classificacdo, os
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terpenos podem ser sub-classificados em termos do grau de ciclizagdo da
molécula, ou seja, como aciclicos (moléculas abertas), monociclicos ou biciclicos
(DEWICK, 2002).

Os chamados “terpenos irregulares” sdo aqueles com ligacdes diferentes,
como por exemplo, o B-caroteno (Figura 08), que apresenta uma ligagéo “cauda-
a-cauda” (ligagao 4-4) e terpenos ciclicos, como o limoneno (Figura 5), também

podem apresentar outras ligagdes (“ligagdes cruzadas”) (FELIPE; BICAS, 2017).

Figura 8 - Estrutura quimica de terpenos e a “regra do isopreno”.

5
cabeca )\/4
172
- cauda
5 5 5 1
4
)\/ J\/ JI\/ ’ :
1972 o 23 ’ 7y
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Isopreno Mirceno Limoneno
hgagao cauda-a-cauda (4-4) 5 .
B-caroteno

Fonte: (FELIPE; BICAS, 2017).

Considerado o primeiro fitomedicamento genuinamente nacional, o
Acheflan® é constituido por sesquiterpenos (trans-cariofileno, a-humuleno, allo-
aromadendreno) obtidos do Oleo essencial da “erva baleeira” (Cordia
verbenacea), os quais sdo detentores de propriedades analgésica e anti-
inflamatoria. Este medicamento, lancado pelo grupo Aché Laboratérios
Farmacéuticos em junho de 2005, tem apresentado boa aceitacdo da classe
médica e uma quota de mercado superior a 40% desde o final de 2007
(FERNANDES et al., 2007; PASSOS et al., 2007).
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3.5 Seguranca na utilizacdo de farmacos para gestantes

Apos o grande desastre provocado pela talidomida, iniciou-se uma grande
preocupacao em relacdo ao uso de farmacos durante a gravidez. A talidomida
foi sintetizada em 1953, causando um dos mais draméticos episédios no uso de
farmacos. Foi considerado um excelente composto no tratamento dos enjoos
causados pela gravidez, tornando-se rapidamente popular em diversos paises.
Entretanto, em 1960 foi sugerido que a talidomida estava associada com
neuropatias e mais tarde descobriu-se que o uso deste medicamento durante a
gestacdo estava causando malformagBes em recém-nascidos. A talidomida foi
retirada do mercado em 1961, depois de somar um saldo tragico de mais de
8.000 criancas com malformacédo congénita em diversos paises, inclusive no
Brasil. Foi a partir dessa tragédia, que a comunidade cientifica sugeriu que
farmacos deveriam ser cuidadosamente estudados antes de serem aceitos para
0 uso terapéutico em gestantes (LARINI, 2008).

A escolha de prescrever um farmaco para uma gestante é dificil. As
alteracdes gravidicas no corpo da gestante influem na absorcao, distribuicéo,
metabolismo e excre¢do dos farmacos, podendo alterar a resposta esperada.
Ainda, deve-se considerar os riscos e beneficios do uso do farmaco para a mée
e o filho, pesando-se os riscos de néo tratar adequadamente a doenca durante
a gestacdo e lactacdo. A avaliagdo de risco ndo pode focar apenas em
malformacdes estruturais (teratogenicidade), mas também em alteracdes
funcionais, alteracdes na dinamica da gestacdo (alteracbes no peso fetal,
abortamento, prematuridade e o6bito neonatal), e complicacbes apds o parto
(ARAGAO; TOBIAS, 2019).

A dificuldade ética de se realizar ensaios clinicos com gestantes e as
duvidas quanto aos riscos para 0 concepto sdo argumentos que contrastam com
a necessidade de medicar mulheres gravidas. Nesse sentido, se destaca a
importancia de abordagens epidemiologicas sobre a utilizacdo de medicamentos
em gestantes que possam subsidiar a prescricdo dos mesmos (ANDRADE et al.,
2017).

Sabe-se que as substancias farmacoldgicas sdo capazes de atravessar a
placenta e atingir o feto, algumas em maior grau do que outras. No entanto, esse
processo depende de alguns fatores como: propriedades fisico-quimicas do
farmaco; velocidade e quantidade de ativo que atravessa a placenta; duracao da
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exposicdo ao farmaco; caracteristicas de distribuicdo nos tecidos fetais, estagio
do desenvolvimento gestacional, sinergismo ou antagonismo com outros
farmacos simultaneamente administrados, constituicdo genética, suscetibilidade
particular do feto, estado de nutricdo e salde da mae (ANDRADE et al., 2017;
HEBERT, 2013).

Visando evitar a administracdo de farmacos com risco potencial e facilitar
a sua prescricao durante a gestacao, foram desenvolvidos diversos sistemas de
classificagdo, baseados em dados em animais e humanos, sendo que 0 mais
conhecido € o sistema de classificacdo de risco do uso de farmacos em
gestantes americano (US Food and Drug Administration — FDA) (ARAGAO;
TOBIAS, 2019). E no Brasil, as regras de classificacdo de medicamentos

seguem as mesmas cinco categorias de risco descritas pelo FDA.

Quadro 3 - Categorias de risco farmacol6gico na gravidez segundo a Food and Drug

Administration.
AT R SRR ETA T CR
A Estudos controlados mostram risco ausente.
Estudos bem controlados, adequados, em
mulheres gravidas, ndo demonstram risco para o feto.
B Nenhuma evidéncia de risco em humanos.
Achados em animais mostraram risco, mas em
humanos néo, ou se estudos humanos adequados nao
foram feitos, e os achados em animais foram
negativos.
C Risco ndo pode ser excluido.
N&o existem estudos positivos em humanos e
em animais para risco fetal ou inexistem estudos.
Contudo, os beneficios potenciais justificam o risco
potencial.
D Evidéncia positiva de risco.
Dados de investigagcdo ou apos liberacdo no
mercado mostram risco para o feto. Mesmo assim, 0s

beneficios potenciais podem sobrepujar o risco.
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X Contraindicado na gravidez. Estudos em
animais e humanos, ou relatos de investigacdo ou
apos liberacdo no mercado, mostraram risco fetal que
claramente & maior que os beneficios potenciais.

Fonte: (ARAGAO; TOBIAS, 2019)

A utilizacéo das plantas medicinais de forma correta se faz necesséaria em
todas as fases da vida, as mulheres no periodo gestacional, tanto no campo da
ciéncia como de forma empirica necessita de cuidados especiais, devido ser uma
fase que as mulheres ficam mais expostas a influéncia de pessoas intimas sobre
orientacbes de remédios caseiros sendo considerados pelos 0s mesmos
benéficos a salde (SANTOS et al., 2016).

Por causa da restricdo de medicamentos ou até mesmo por orientacédo
médica, as mulheres tendem a escolherem produtos naturais para tratar
disfuncdes provenientes do periodo gravidico, porém pode-se afirmar através de
dados cientificos de que dentre as plantas medicinais existem algumas espécies
com potencial efeito teratogénico, embriotoxicos e abortifero (GORRIL et al.,
2016).

Héa comprovacdes cientificas de que varias plantas podem oferecer riscos
a gestacao devido estimular a motilidade uterina e proporcionar o aborto, dentre
elas babosa (Aloe ferox), angélica (Angelica archange-lica), arnica (Arnica
montana), canfora (Cinnamo-mum canphora), confrei (Symphitum officinalis),
eucalipto (Eucalyptus globulus), alecrim (Rosmarinus officinalis), gengibre
(Zengiber officinalis) e sene (Cassia angustifolia e Cassia acutifolia) (PONTES
et al., 2012); o boldo é uma alternativa terapéutica contra indicada no periodo
gestacional, pois pode ser considerada uma abortiva (Aradjo et al., 2016); e a
arruda (Ruta graveolens L.) que € uma espécie na qual contém componentes
téxicos, proporcionando, também, a motilidade do atero, resultando na morte
fetal (Campos et al., 2016).

3.6 Método de caracterizagdo de farmacos: RMN
A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear € de fundamental
importancia na area de produtos naturais, e atualmente vem sendo aplicada néo

apenas para a elucidacao estrutural de uma substancia pura, como também para
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o estudo de misturas complexas, na qual varios nacleos podem ser estudados,
sendo que os mais comuns sdo hidrogénio e carbono (PAVIA et al., 2010).

O aparelho de RMN moderno € denominado espectrometro de pulso com
transformada de Fourier, e na sua maioria utiliza imas supercondutores que tém
forcas de campo magnético muito elevadas. Os imés supercondutores operam
em um banho de hélio liquido a 4,3 graus acima do zero absoluto e tém forcas
de campo magnético mais de 100.000 vezes mais fortes que o campo magnético
da Terra. Quanto mais forte € a forgca do campo magnético em um espectrometro,
mais sensivel é o instrumento. O pulso de RF (radiofrequéncia) com curta
duracdo é capaz de excitar todos os nucleos no mesmo momento, sobre a
presenca de um campo magnético constante. Os prétons absorvem frequéncia
necessdaria para entrarem em ressonancia, ou seja, excitar seus spins e ao
retornarem ao equilibrio produzem um sinal que é denominado de decaimento
de inducdo livre (FID - Free Induction Decay) que corresponde a uma frequéncia
AE. Os nucleos perdem a energia que ganharam do pulso de RF, com isso, a
intensidade do sinal cai. Um computador coleta todas as informacdes e
transforma os dados de intensidade versus tempo em intensidade versus
frequéncia, por meio da transformada de Fourier (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

Figura 9 - Diagrama de um espectrometro de RMN com Transformada de Fourier.
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Fonte: (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).
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3.6.1 RMN H

Entre os experimentos de RMN-1D utilizados destaca-se o experimento
de RMN de hidrogénio (RMN-'H), que devido a facilidade (abundancia natural
do proton de 98%) de aquisi¢cdo dos dados que duram em média 10 — 15 minutos
por aquisicdo (em funcdo do numero de pulsos aplicados - 64, 128 e 256) e pela
facilidade de digitalizacdo dos dados para aplicacgdo dos métodos
quimiométricos (LEISS et al., 2009).

A partir de quatro caracteristicas do espectro de RMN de préton de uma
molécula podemos obter informag¢des valiosas (Figura 10) sobre a estrutura de
qualquer molécula que seja estudada: i) O nimero de sinais no espectro nos diz
guantos conjuntos diferentes de prétons existem na molécula; ii) A posicdo dos
sinais no espectro ao longo do eixo x nos fala sobre o ambiente magnético de
cada conjunto de prétons, que é devido, em grande parte, a densidade eletrdnica
neste ambiente; iii) A area sob o sinal nos diz a respeito de quantos prétons
existem no conjunto que esta sendo medido e; iv) A multiplicidade (ou padréo de
desdobramento) de cada sinal nos diz sobre o niumero de prétons nos atomos
adjacentes aquele conjunto, cujo sinal esta sendo medido (SOLOMONS;
FRYHLE, 2012).

Figura 10 - Deslocamentos quimicos aproximados de RMN *H.
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Fonte: (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

Tipicamente, um espectro de RMN-1H de um extrato de produto natural
apresenta uma enorme quantidade de metabdlitos (50 — 100 metabdlitos) que

ocasiona sobreposic¢ao de sinais, dificultando a identificacdo desses metabalitos.
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O problema da sobreposicdo dos sinais no espectro de RMN-1H pode ser
solucionado através da técnica de RMN J-resolvido 1H-1H, onde na dimensao
horizontal tem-se o deslocamento quimico do hidrogénio e na dimenséo vertical
tem-se a constante de acoplamento (J) em Hz. Este experimento € muito Util,
pois soluciona os problemas de sobreposicéo de sinais encontrados no RMN-
1H, visto que todos o0s sinais passam a ser “singletos” tornando-se possivel
assinalar os deslocamentos quimico e se obter as constantes de acoplamento,
J, em Hertz (Hz) (AUE; KARHAN; ERNST, 1976; LUDWIG; VIANT, 2010).

3.6.2 RMN 13C

O is6topo mais importante do carbono, o carbono-12 (*2C), por outro lado,
com uma abundéancia natural de cerca de 99%, ndo tem spin magnético liquido
e, portanto, ndo pode produzir sinais de RMN. E embora, o 3C represente
apenas 1,08% do carbono que ocorre naturalmente, ele é detectavel por RMN,
pois seu spin nuclear é | = %, assim o fato de o *3C produzir um sinal de RMN é
de grande importancia para a analise de compostos organicos (PAVIA et al.,
2010).

Os espectros de 3C sdo, geralmente, menos complexos e mais faceis de
interpretar do que os espectros de RMN de 'H. Caso seja utilizada a técnica de
desacoplamento aos prétons, a interpretacdo dos espectros de RMN de 3C é
muito simplificada, pois cada carbono distinto produz um dnico pico e 0s
desdobramentos de sinais ndo sdo observados nos espectros de RMN de 13C
(SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

A maioria das ressonancias de 3C esta entre 0 e 220 ppm (Figura 11)
deslocada da linha de referéncia do TMS, uma faixa muito maior que do que nos
prétons 1H (0 — 12 ppm). Por causa da faixa de valores muito elevada, quase
todo atomo de carbono nédo equivalente em uma molécula organica gera um pico
com um deslocamento quimico distinto. Picos raramente se sobrepdem,
diferente do que acontece em um RMN de prétons (MCMURRY, 2005; PAVIA et
al., 2010).
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Figura 11 - Deslocamentos quimicos aproximados de RMN 3C.
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Fonte: (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

Uma técnica que torna possivel obter mais informacbes a partir de
espectros de RMN de 13C é a chamada DEPT-RMN, distortionless enhancement
by polarization transfer, a qual torna possivel distinguir os sinais CHs, CH2, CH e
carbonos quaternérios. Isto €, o nimero de hidrogénios ligados a cada carbono
na molécula pode ser determinado (PAVIA et al., 2010).

Um experimento DEPT é normalmente feito em trés estagios. O primeiro
estagio é a varredura de um espectro comum (denominado espectro
desacoplado de hidrogénio) para localizar os deslocamentos quimicos de todos
0os carbonos presentes. O proximo estagio, um segundo espectro chamado
DEPT-90 ¢é obtido, usando-se as condi¢ces especiais sob as quais somente 0s
sinais de carbonos CH aparecem. Os sinais de CHs, CH2 e os carbonos
quaterndrios estdo ausentes. Finalmente, um terceiro espectro intitulado DEPT -
135 é obtido, utilizando-se as condi¢cdes sob as quais as ressonancias de CHs e
CH surgem como sinais positivos, e as ressonancias de CHz aparecem como
sinais negativos, isto €, como picos invertidos baseados na linha base, e os
carbonos quaternarios estdo novamente ausentes. Agrupando as informacoes
de todos os trés espectros, torna-se possivel dizer o nimero de hidrogénios
ligados a cada carbono. Os carbonos CH estéo identificados no espectro DEPT-
90, os carbonos CH: estéo identificados como picos negativos no espectro de
DEPT-135, os carbonos CH estéo identificados pela subtracéo dos picos CH dos
picos positivos no espectro de DEPT-135 e os carbonos quaternarios séo
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identificados pela subtracdo de todos os picos no espectro de DEPT-135, a partir

dos picos no espectro desacoplado de hidrogénio (MCMURRY, 2005).

3.6.3 RMN 2D

Em um experimento unidimensional o sinal é apresentado como uma
funcdo de um unico parametro, em geral o deslocamento quimico. Em um
experimento bidimensional, ha dois eixos coordenados. Geralmente, esses eixos
também representam faixas de deslocamento quimico. O sinal € apresentado
como uma funcéo de cada uma dessas faixas de deslocamento quimico. Os
dados séo registrados como uma grade: um eixo representa uma faixa de
deslocamento quimico, o segundo eixo representa a segunda faixa de
deslocamento quimico, e a terceira dimensao constitui a magnitude (intensidade)
do sinal observado. O resultado € uma forma de curva de nivel em que as linhas
de contorno correspondem a intensidade do sinal (PAVIA et al., 2010).

Quando o RMN 2D ¢é aplicado ao RMN 'H ele é chamado de
espectroscopia de correlagdo 'H-H (em inglés 'H-'H correlation spectroscopy,
dai a abreviatura pela qual esta técnica também é conhecida: COSY). Os
espectros COSY séo excepcionalmente Uteis para a deducéo das relacbes de
acoplamento préton-préton, e este acoplamento ocorre através de duas até trés
ligagdes (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

Podem também ser obtidos espectros de RMN 2D que indicam
acoplamentos entre os hidrogénios e os carbonos aos quais eles estado ligados.
Nesse caso ele € chamado de espectroscopia de correlacdo heteronuclear (em
inglés, heteronuclear correlation spectroscopy, dai a abreviatura pela qual esta
técnica também é conhecida: HETCOR). H& dois tipos de experimentos
HETCOR bastante utilizados: o HMBC e o HSQC. O HMBC revela a correlagéo
heteronuclear a longa distancia (duas ou mais ligacdes), jA o0 HSQC mostra a
correlacdo direta entre os nicleos H e 2C, assim é possivel detectar quais
carbonos estdo diretamente ligados aos hidrogénios presentes numa molécula
(KAISER, 2000; SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

3.7 Microscopia de forgca atbmica
Desde sua invencédo na década de 1980 por Gerd Binning, Calvin Quate
e Christoph Gerber, o0 AFM passou a ser usado em todos os campos das
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ciéncias, como quimica, biologia, fisica, ciéncia dos materiais, nanotecnologia,
astronomia e medicina, nos quais laboratorios governamentais, académicos e
industriais contam com AFM para entregar imagens quantitativas de alta
resolugdo, com grande flexibilidade nas amostras que podem ser estudadas
(BINNIG; QUATE; GERBER, 1986; EATON; WEST, 2010).

O AFM é bastante diferente de outros microscopios, porque nao forma
uma imagem focalizando luz ou elétrons em uma superficie, como um
microscépio Optico ou eletrbnico, a forma de construcdo de uma imagem por
AFM é um processo fisico em que uma sonda afiada toca a superficie da
amostra, construindo um mapa que possibilita a medi¢do da altura, comprimento,
largura e volume da superficie da amostra (EATON; WEST, 2010).

O principio de funcionamento do microscopio de for¢a atbmica (Figura 12)
€ semelhante a uma agulha de toca-discos (vinil), onde, no lugar da agulha, se
encontra o cantilever, uma haste flexivel em cuja parte inferior € crescida uma
ponta com dimensdo de 100 a 500 um. Para percorrer a amostra e formar uma
imagem, h& um sistema de posicionamento que utiliza ceramicas piezoelétricas,
em que o cantilever € capaz de realizar movimentos nas trés direcdes (x y z),
com precisdo de angstrons (A). Além disso, durante esta varredura, é utilizado
um sistema de alinhamento, onde um feixe de laser incide sobre o cantilever e
reflete em um sensor de quatro quadrantes, fornecendo informacéo de posicao
para o sistema de controle, para que haja a correcao da posicao do cantilever de
forma a manter o contato com a amostra durante a varredura e permitir a
obtencéo do seu perfil topografico (FILHO; MATTOSO, 2003).
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Figura 12 - Principio de funcionamento do AFM.
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Fonte: (Silva, 2019)

Durante a varredura da amostra ha duas forcas que podem atuar variando
em funcdo da distancia entre o cantilever e a amostra: forcas de atracdo e
repulsédo. As forcas de atracdo podem ter origem tanto em fatores fisicos, como
a capilaridade, ou quimicos como a afinidade entre o cantilever e a amostra e a
forca de repulséo, deve-se a interagcédo coulombiana (FILHO; MATTOSO, 2003).

Conforme as interacfes atrativas e repulsivas entre a ponta e a superficie
da amostra define-se trés modos de operacdo da técnica de AFM: i) modo
contato: o cantilever esta sempre em contato com a superficie da amostra e é
mais indicado para amostras rigidas onde a varredura da agulha do cantilever
nao danifica a amostra; ii) modo ndo-contato: o cantilever oscila sobre a amostra
sem toca-la e neste caso ndo ha contaminacéo da agulha, com material retirado
da amostra, porém as imagens geradas apresentam menos detalhes do que
aguelas obtidas utilizando os modos contato e contato intermitente; e iii) contato
intermitente: também chamado de TappingMode, a agulha do cantilever oscila
sobre a superficie da amostra tocando-a suavemente, mas ndo continuamente
(Campos, 2017; Filho & Mattoso, 2003; Silva, 2019).

O AFM é uma ferramenta que tem sido amplamente utilizada para
analises celulares. Comumente, as células sdo estudadas por microscopia Optica
permitindo obter informacdes gerais sobre a morfologia e contagem. No AFM
contudo, é possivel obter informacdes de outras propriedades através da

obtencdo de imagens tridimensionais de alta resolucdo, como detalhes
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nanoestruturais e propriedades biomecéanicas, onde essas propriedades séo
caracteristicas para deduzir o estado fisiolégico ou doente de células (BOTELHO
et al., 2019; LEE; LIM, 2007).
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4 METODOLOGIA

4.1 Extrato aquoso de nim e moringa

Em um bécker foi colocado 5¢g de folha (Nim e Moringa) e 100mL de agua,
levando ao banho maria até atingir a temperatura de 100°C, medida com o auxilio
de um termdmetro, e deixada a mistura nesta temperatura por 3min. Em seguida,
a mistura foi colocada em repouso para atingir a temperatura ambiente, foi
filtrada com papel filtro e o extrato obtido foi armazenado em um tubo Falcon
esterilizado.

4.2 Ensaio de viabilidade celular utilizando MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio)

As células, derivadas de células trofoblasticas extravilosas do primeiro
trimestre da gestacdo, foram plagueadas em placas de 96 pocos em iguais
quantidades para cada poco (1x10* células por poco) e tratadas com os extratos
diluidos em meio DMEM/F12 (Meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium com mistura de nutrientes F12 - 10% de soro fetal bovino (SFB),
contendo antibiéticos penicilina 1 U/mL e estreptomicina 1 ug/mL) em diferentes
concentracdes (25%, 50%, 75% e 100%) e posteriormente cultivadas por 24h.
Apés esse periodo foi acrescentado o MTT na propor¢édo de 5 mg/mL, que agiu
por 4 horas. Depois, o sobrenadante foi descartado e foi acrescentado 150uL de
DMSO. A leitura da absorbancia do MTT foi medida espectrofotometricamente a
540 nm. A porcentagem da viabilidade celular foi definida em comparacédo aos

grupos controle através do programa GraphPad Prism (BOTELHO et al., 2019).

4.3 Experimentos de microscopia de forca atbmica — AFM

No preparo das amostras para medidas de Microscopia de Forga Atdmica,
a linhagem celular HTR-8SV/neo foi plagueada na concentracdo de 2x10°
células/poco sob laminulas de vidro circulares de 18 mm, em meio DMEM / F12
(Merck / Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 2% de soro fetal
bovino (SBF) (da Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) a 37°C e 5% de
CO2 por 24 h. Apos adeséo, as células foram submetidas ao tratamento por 24h
com os extratos de Moringa e Nim (ambos na concentracédo de 25%), diluidos
em meio DMEM / F12 suplementado com 2% de SBF . Em seguida, a solucao
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foi retirada e as células lavadas com (PBS) (5 min), fixadas em Glutaraldeido
0,05% (5 min), lavadas com agua Milig (5 min) e deixadas a temperatura
ambiente para secagem (24 h) (BOTELHO et al., 2019).

As imagens de AFM da morfologia e as medidas de elasticidade das
células foram obtidas utilizando um microscopio de forca atdmica Multiview
1000™ (Nanonics, Israel) acoplado a um microscopio éptico BXFM (Olympus,
Japao). Esta combinacdo permitiu o posicionamento lateral da ponta de AFM
sobre a regido nuclear da célula com precisdo de escala sub-micrométrica. O
sistema de AFM foi isolado acusticamente e mecanicamente para reduzir
qualquer interferéncia de ruidos ambiente durante as medicbes. Os
experimentos foram realizados usando uma ponta de varredura com um raio
tipico de curvatura < 10 nm em um cantilever de 125 ym de comprimento, com
constante de mola de 13-77 N/m e uma frequéncia nominal de 200-400 kHz. A
topografia celular foi imageada (256x256 pixels) no modo de contato intermitente
com uma taxa de varredura de 0,3-1 Hz.

As medidas de elasticidades foram realizadas utilizando uma ponta com
um raio tipico de curvatura ~ 2,5 ym em um cantilever de 450 ym de
comprimento, com constante de mola de 0,29 N/m e uma frequéncia nominal de
15 kHz. A constante de mola do cantilever foi calibrada ajustando-se o espectro
de poténcia a um oscilador harmoénico simples, e uma forca de indentacao
méaxima para o cantilever foi ajustada em 20 nN (BURNHAM et al., 2002). Essas
medidas foram realizadas na regido nuclear das células, na qual a ponta do
cantilever era movida em direcdo a amostra com uma velocidade constante de
5 uym/s. Cinquenta (50) curvas foram adquiridas para cada amostra, e todos os
experimentos foram realizados com a mesma ponta. O modelo de Hertz foi
utilizado para caracterizar as curvas de forca-distancia para obter a indentacao
elastica das células. Ajustando esse modelo aos dados, foi possivel calcular o
modulo de Young médio das amostras (HERTZ, 1881).

Na analise estatistica, os dados foram expressos como média + desvio
padrao. Para mostrar que todos os dados sao normalmente distribuidos, o teste
Kolmogorov-Smirnov foi realizado e a significancia estatistica das diferencas no
modulo de elasticidade entre os trés grupos de células (controle, tratamento com
Moringa oleifera e tratamento com Azadirachta indica) foi avaliada usando
ANOVA e o teste post hoc de Tukey com 95% de nivel de confianca (p < 0,05).
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4.4 Experimentos de RMN

Os extratos de Nim e Moringa foram pré-concentrados por meio de uma
evaporacao simples em banho maria e em seguida liofilizados para que os
extratos ficassem totalmente desidratados. Entéo, foi pesado 50mg do extrato
seco e solubilizado com 1 mL de agua deuterada, em seguida a solugéo foi
filtrada com algodé&o e colocada em um tubo de RMN.

Os experimentos de RMN foram executados a 20°C em espectrometro
Bruker AVANCE operando na frequéncia de 600 MHz para hidrogénio. A agua
deuterada (D20) foi usada como solvente para o chaveamento do campo
magnético (“lock”). A sequéncia de impulso de pré-saturacdo NOESYGPPR
(para supressao do sinal da agua) foi usado para otimizacdo de cada espectro
de RMN-1H, que foi realizado com 128 pulsos (10 min e 26 s), o tempo de
aquisicao = 2,72 s, largura espectral = 16 ppm, tamanho do fid = 32K, largura de
pulso (P1) de 30° (10,5 ps) e atraso de relaxamento (delay-d1) de 2 s. Os
espectros foram processados com o0 emprego do programa TopSpin, versao 3.2,
da empresa Bruker, com o emprego de processos de correcdo de fase e

corregao de linha de base.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ensaio de viabilidade celular utilizando MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoélio).

Dentre os métodos de citotoxicidade de agentes quimicos, o teste do MTT
€ um dos mais utilizados por causa da sua sensibilidade de deteccdo de
citotoxicantes. Ele quantifica o dano induzido por um agente no metabolismo
celular por meio da avaliacao da atividade de desidrogenases mitocondriais. Ou
seja, a viabilidade mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular, é
entdo quantificada pela reducdo do sal MTT de coloracdo amarelada a cristais
violetas de formazan, pela atividade das enzimas desidrogenases (Figura 13).
Portanto, a reducdo do MTT a formazan, quantidade de cristais formados, é
diretamente proporcional a atividade mitocondrial e ao numero de células

viaveis.

Figura 13 - Reagdo de reducdo do MTT a formazan pela enzima desidrogenase

mitocondrial.
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Fonte: (MAGALHAES; THA; LEME, 2018)

Com base nas leituras de absorbancias dos ensaios, calculam-se os
percentuais de viabilidade celular para cada extrato utilizado, com diferentes
concentracdes, por meio do programa GraphPad Prism, como apresentado nos

gréficos das Figura 14 e 15.
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Figura 14 - Percentual de viabilidade celular do extrato de moringa.
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Para o extrato de Moringa oleifera observa-se que nas concentracdes
25% e 50% (Figura 14 e 16) houve uma viabilidade celular com pouca diferenca
estatistica (*) em relacdo ao controle (apenas células e meio de cultura), porém
acima de 100%, ou seja, obteve-se ndo s6 uma viabilidade celular significativa,
como também crescimento celular. No entanto, em concentracdes mais altas
(75% e 100%), a viabilidade celular teve uma diferenca estatistica significativa

(****), decaindo abruptamente, ficando em torno de 25% das células vivas
(Figura 14 e 16).
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Figura 15 - Percentual de viabilidade celular do extrato de Nim.
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Para o extrato de Nim obteve-se uma diferenca estatistica significativa
(****) na viabilidade celular em relacdo ao controle, decaindo para em torno de
50% de células vivas na menor concentracdo (25%) e ao aumentar a
concentragéo do extrato a viabilidade celular continuou diminuindo (Figura 15 e
16).
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Figura 16 - Estado das células com efeito das concentra¢c8es dos extratos de Nim indiano:
a) controle, b) 25%, c) 50%, d) 75% e e) 100%; e Moringa: f) controle, g) 25%, h) 50%, i) 75%
e j) 100%.

a)
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Fonte: Autora (2021).

Esse efeito negativo frente as células de placenta pode ser corroborado
com estudos citados na literatura, nos quais relatam que o Nim possui efeito
negativo na fungao reprodutiva de humanos e animais por causar um decaimento
nos parametros seminais, como volume e concentracao do ejaculado, motilidade
e alteracdes morfologicas dos espermatozoides, acdo espermicida e efeito

contraceptivo.

5.2 Experimentos de AFM

Com o obijetivo de inferir a interacdo e a atividade anti-inflamatéria entre
0S extratos e alteracdes nas superficies das células HTR, foram conduzidas
andlises comparativas por AFM sobre células com e sem tratamento. Ha estudos
como o de Botelho et al., 2019, e o de Campos et al., 2012, em que avaliou-se
as propriedades biomecanicas e funcionais das células trofoblasticas expostas
a Streptococcus bem como os efeitos benéficos do tratamento com uvaol, e o

potencial antimicrobiano da goma do cajueiro em bactérias Gram positivas.

5.2.1 Imagens topogréficas

Apos verificar se os extratos da Moringa e Nim eram capazes de modificar
a viabilidade das células da linhagem HTR-8/ SVneo, a concentracéo de 25% de
ambos foi considerada a melhor candidata para as andalises de AFM.
Inicialmente, o AFM foi utilizado para observar a morfologia das células e avaliar
as possiveis alteracdes morfologicas induzidas pelos tratamentos com Moringa
e Nim. Com base nas imagens obtidas, foi observado que as células sem
tratamento (controle) exibiram um formato espraiado com superficie bastante
rugosa, morfologia fusiforme, emissées de prolongamentos citoplasmaticos
extensos e nucléolos bem evidentes (Figura 17). O tratamento com Moringa
promoveu alteracdes expressivas na morfologia, embora as células incubadas
sejam fusiformes, € possivel verificar uma concentracdo do citoplasma na regiédo
central e a consequente reducao dos prolongamentos, dando a célula uma altura
mais elevada em comparacédo aos perfis exibidos pelas células controle (Figura

18). Ja as células tratadas com Nim exibiram um formato mais arredondado, com
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células de didametros bem menores e superficie pouco rugosa em comparacao

ao grupo controle (Figura 19).

Figura 17 - Imagens topogréaficas de AFM de células da linhagem HTR sem tratamento

(controle).

Fonte: Autora (2021).

Figura 18 - Imagens topogréficas de AFM de células da linhagem HTR tratadas com

Moringa.

Fonte: Autora (2021)

Figura 19 - Imagens topograficas de AFM de células da linhagem HTR tratadas com Nim.
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Fonte: Autora (2021)

Em resumo, as células tratadas (Moringa e/ou Nim) apresentaram perfis

topogréaficos completamente distintos em comparacdo as células do grupo
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controle, o que indica que os tratamentos foram capazes de promover alteragdes

significativas na morfologia das células.

5.2.2 Analise do modulo de young (Elasticidade)

As medidas de nanoindentagdo AFM foram realizadas para investigar a
influéncia dos tratamentos com Moringa e Nim no modulo de Young das células.
Através dessas medidas € possivel revelar caracteristicas biofisicas do
citoesqueleto e da membrana em nano escala. Antes da realizagdo das
indentagdes nas células, uma curva de forga foi tomada no substrato de vidro e
gravada como referéncia. O modelo de Hertz foi ajustado as curvas de forca-
distancia obtidas durante o experimento (Figura 20). Como resultado, as células
sem tratamento (controle) exibiram um mddulo de Young médio de 0,54 + 0,13
MPa. J& as células tratadas com Moringa exibiram um médulo de Young médio
de 0,84 £ 0,16 MPa, revelando um aumento de 55,6% no médulo de elasticidade
médio em comparacdo com as células controle (Figura 21). Em contraste, o
grupo tratado com Nim apresentou modulo de Young médio de 0,36 + 0,08 Mpa,
correspondendo a uma diminuigcdo de 33,3% no valor do modulo de elasticidade
médio em comparacdo com as células controle (Figura 21). O tratamento com
Moringa, portanto, aumentou a rigidez da membrana das células, enquanto o

tratamento com Nim diminuiu essa rigidez.

Figura 20 - Curvas de forca-distancia geradas com AFM.

120

4 Superficie de vidro
(referéncia)
100

80 indentagéo

60

Forga (nN)

40 +

Controle

0 / Moringa
Nim

T 1 T T T
-0.1 0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5

Distancia (um)

61



Fonte: Autora (2021)

Figura 21 - Box plots dos modulos de Young das células controle e tratadas com Moringa

e Nim.
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A elasticidade é uma propriedade mecanica vital das células que fornece
informacdes sobre a membrana celular, mas também sobre outros componentes
subcelulares e da membrana, tais como organelas, citoesqueleto e o nucleo.
Entre estes, hd um consenso de que o citoesqueleto € crucial na determinacao
da elasticidade celular (VICENTE-MANZANARES; SANCHEZ-MADRID, 2004).
Com base nos resultados obtidos, pode-se inferir que a elasticidade aumentada
observada nas células tratadas com Moringa pode surgir como resultado da
reorganizacdo do citoesqueleto, pois as células dependem principalmente do
citoesqueleto para manter sua morfologia e funcdes basicas (HUANG et al.,
2014).

Portanto, uma vez que o AFM é uma ferramenta que pode avaliar as
modificagcdes da membrana celular e os diferentes tipos de mortes celulares, no
contexto da gestacdo ainda ha poucos estudos na aplicacdo da AFM. Este
trabalho utilizou a linhagem HTR-8/ SVneo, células trofoblasticas de primeiro
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trimestre gestacional, a fim de entender a citotoxicidade e as possiveis
modificacdes biofisicas dos extratos da Moringa e Nim sob este modelo.

Como as células placentarias sdo sensiveis a diversos estimulos, pois
desempenham papéis no transporte seletivo de substancias ao embrido e em
sua protecdo, é compreensivel que este modelo celular seja mais susceptivel a
alteracdes apos a administracao de extratos naturais ou farmacos. Dessa forma,
0 extrato da Moringa demonstrou efeitos adversos menores as células HTR-8/
SVneo, possivelmente reduzindo o seu fendtipo migratorio, pois permite as
células uma elevada rigidez da membrana e como consequéncia, hd uma
diminuicdo na emissao dos prolongamentos citoplasmaticos. Esse resultado €
importante, pois o extrato da Moringa poderia ser investigado no contexto de
algumas doencas placentarias, como os Disturbios do Espectro da Placenta
Acreta (Placenta Accreta Spectrum Disorder), caracterizada, entre outros
fatores, pela migracdo exacerbada das células trofoblasticas (EINERSON et al.,
2020).

J& o extrato do Nim nao foi interessante a aplicacdo biolégica no contexto
da gestacao, pois além de modificar a morfologia e topografia das células, gerou
uma menor elasticidade de sua membrana, indicando que esse grupo € mais
sensivel a eventos de morte celular ou efeitos deletérios provocados por
patégenos. Além disso, a reducdo no médulo elastico pode ser comparada ao
aumento da permeabilidade na membrana de células neoplasicas (HAYASHI,
IWATA, 2015; LEKKA; LAIDLER, 2009).

Diante disso, foi possivel compreender os efeitos dos extratos sob o
modelo de células placentarias do primeiro trimestre gestacional e mais estudos
sdo necessarios para avaliar o potencial dessas substancias em outros

contextos celulares e patologias.

5.3 Experimentos de RMN

O espectro de RMN *H de extrato de plantas geralmente é dividido em 4
regides caracteristicas de deslocamentos quimicos: aminoacidos (0.5 — 2 ppm),
acidos organicos (2 — 3 ppm), agucares (3 — 5 ppm) e compostos aromaticos (6
— 8 ppm). A andlise dos espectros utilizando somente o experimento de

hidrogénio unidimensional € muito complexa devido a sobreposicéo de sinais de
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varios metabdlitos, sendo dificil a identificacdo dos mesmos, conforme pode ser
visualizado nas Figuras 22 e 23. Assim, para obter melhores dados, afim de

identificar alguns compostos, foram realizados experimentos bidimensionais.

Figura 22 - Espectro RMN 1H do extrato de Nim (Azadirachta indica).
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Figura 23 - Espectro RMN 1H do extrato de Moringa (Moringa oleifera).
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A ldentificacéo de alguns compostos (Tabela 4) foi realizada com o auxilio
do programa Chenomx, os espectros de RMN 1D e 2D, e os bancos de dados
HMDB (Human Metabolome Data Base) e BMRB (Biological Magnetic

Resonance Data Bank).

Quadro 4 - Compostos identificados nos extratos de Azadirachtaindica e Moringa Oleifera.

Nim (Azadirachta indica) Moringa (Moringa oleifera)

Compostos oH (ppm) Compostos oH (ppm)
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2- .
. B _ 1.367 (s) Acido Foérmico 8.465 (s)
Hidroxiisobutirato
Acido Acético 1.92 (s) Acido Fumarico 6.51 (S)
Betaina 3.27e3.91 (s) Acido Orético 6.2 (s)
Citrato 2.72 e 2.55 (d) Betaina 3.3e3.9(s)
. o _ 3.55,3.65¢e
Acido Férmico 8.46 (s) Glicerol
3.78 (m)
4.4 (s), 8.1
Glucarato 3.97 (1), 4.09 (dd), . .
Trigonelina (m), 8.8 (m)
(sacarato) 4.15 (d) e 4.17 (d)
e 9.1 (s)
Lactato 1.32 (d) e 4.12 (m)
Succinato 2.409 (s)
Dimetil Sulfona 3.15(s)

Fonte: Autora (2021)

5.3.1 Identificacdo de compostos do nim (Azadirachta indica)

O Composto 2-Hidroxiisobutirato foi identificado a partir do seu pico de
hidrogénio singleto caracteristico em 1.3 ppm (Figura 24a e b), pois 0s
hidrogénios das duas metilas sdo simétricos e ndo ocorre acoplamento, e na
regidao entre 0.7 — 1.7 ppm € onde tipicamente ocorre as absorcfes de
hidrogénios de alcanos alifaticos por serem hidrogénios com o préton mais

blindado (valores de deslocamentos quimicos mais baixos, sinal em campo alto).

Figura 24 - Identificacdo do 2-Hidroxiisobutirato: a) Analise RMN 1H Chenomx, b) Espectro
J-resolvido, c) Espectro 13C e d) Espectro HMBC.
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Fonte: Autora (2021)

No espectro de 3C (Figura 24c) o carbono 3 do grupo metila ndo tem
grupos eletronegativos diretamente ligados a ele, logo ele apresenta um pico em

29.6 ppm, pois as alquilas primarias R-CHs aparecem numa regiao entre 0 — 40
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ppm, o carbono 2 ligado a hidroxila apresenta um pico em 76.6 ppm, pois o
oxigénio do grupo hidroxila € um atomo eletronegativo tornando o carbono mais
desblindado e carbonos ligados a hidroxilas aparecem numa regiao entre 50 —
90 ppm, e o carbono 1 ligado a um grupo carboxilico apresenta um pico em 187
ppm, pois € um grupo ainda mais eletronegativo, desblindando ainda mais o
carbono e carbonos ligados a grupos carboxilicos aparecem numa regiao entre
160 — 190 ppm. E com o espectro HMBC (Figura 24d) podemos ratificar o
acoplamento que ocorre entre os hidrogénios em 1.36 ppm e o carbono em 29.5

ppm, referentes as metilas CHa.

O composto Acido Acético foi identificado (Figura 25) pelo seu pico de

hidrogénio caracteristico em 1.9 ppm.

Figura 25. Identificacdo do Acido Acético: a) Analise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-
resolvido, ¢) Espectro TOCSY.
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Hidrogénios adjacentes a um grupo carboxilico aparecem na regido entre
2 — 2,5 ppm, por serem levemente desblindados. Os espectros J-resolvido e
TOCSY (Figura 25 b, ¢) nos provaram que se trata de um singleto, pois os

hidrogénios da metila ndo acoplam com nenhum outro.

O composto Betaina (Figura 26) foi identificado por seus picos de
hidrogénios caracteristicos em 3.27 e 3.91 ppm. Hidrogénios de carbonos
ligados a um atomo de Nitrogénio geralmente aparecem na regido de 2,2 — 2,9
ppm, porém como essa molécula possui também um grupo carboxilico ligado a
esses hidrogénios, entdo seus picos sofreram ainda mais desblindagem, sendo

encontrados numa regido entre 3,0 — 4,0 ppm.

Figura 26. Identificagdo da Betaina: a) Anélise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-resolvido,
c) Espectro TOCSY.
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Fonte: Autora (2021).

Com o espectro de J-resolvido podemos observar que os dois picos sao
singletos, pois ndo acoplam com nenhum outro hidrogénio, porém com o
espectro de TOCSY consegue-se observar um acoplamento entre esses dois
sinais pois 0 TOCSY nos mostra também acoplamentos que ocorrem com mais

de trés ligacoes.

O composto Citrato (Figura 27) foi identificado por seus picos de

hidrogénios caracteristicos em 2.55 e 2.72 ppm.
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Figura 27. Identificac&o do Citrato: a) Distingdo dos hidrogénios a e b causado pelo efeito
anisotropico, b) Analise RMN 1H Chenomyx, ¢) Espectro J-resolvido, d) Espectro TOCSY,
e) Espectro COSY, f) Espectro HSQC.
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Fonte: Autora (2021)

Os hidrogénios adjacentes a um grupo carboxilico geralmente aparecem

na regiao entre 2 — 2,5 ppm, por serem levemente desblindados. Essa molécula
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(Figura 27.a) possui um comportamento especifico em seu desdobramento de
sinais devido ao efeito anisotrdpico gerado pelas ligagdes 1 das carbonilas, que
blinda um dos hidrogénios do CH2 fazendo com que haja ambientes quimicos
diferentes, onde o hidrogénio “b” & mais blindado mesmo estando ligados ao

mesmo carbono, e assim o hidrogénio “a” acopla com o “b” e vice-versa, gerando

dois dupletos, ao invés de um singleto.

O composto Acido Férmico foi identificado (Figura 28) por seu pico de
hidrogénio caracteristico em 8.46 ppm referente ao hidrogénio ligado a um grupo
carboxilico e apresenta um sinal singleto por ndo possuir acoplamento com outro

hidrogénio.

Figura 28. Identificacdo do Acido Férmico: a) Anédlise RMN 1H Chenomx, b) Espectro
TOCSY.
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Fonte: Autora (2021)
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O composto Glucarato foi identificado (Figura 29) por seus picos de

hidrogénios caracteristicos em 3.97, 4.09, 4.15 e 4.17 ppm.

Figura 29. Identificacdo do Glucarato: a) Analise RMN 1H Chenomx, b) Espectro TOCSY,
c) Espectro HMBC.
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Os hidrogénios ligados a grupos alcoolicos geralmente aparecem na
regido de 3,2 — 3,8 ppm, assim pode-se observar que os hidrogénios dos
carbonos 2 e 3 aparecem nessa regido engquanto que os hidrogénios dos
carbonos 1 e 4 aparecem mais desblindados porque estéo ligados a grupos

carboxilicos também.

O composto Lactato foi identificado (Figura 30) por seus picos de

hidrogénios caracteristicos em 1.32 e 4.12 ppm.

Figura 30. Identificagdo do Lactato: a) Analise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-resolvido,
¢) Espectro TOCSY, d) Espectro HMBC.
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Os grupos metila frequentemente sdo picos isolados que aparecem na
regido de 0,7 — 1,3 ppm, o lactato possui uma metila que aparece como um
dupleto, pois esta acoplando com o hidrogénio do CH adjacente, que por sua
vez acopla com a metila gerando um quarteto numa regido caracteristica de
hidrogénios ligados a grupos alcéolicos, sendo que nessa regido o extrato
apresentou muitos sinais sobrepostos fazendo com que ndo possa identificar
visualmente o quarteto. Porém, com os espectros de TOCSY pode-se observar
a correlacdo entre os hidrogénios desses dois picos e o HMBC que nos mostra

a correlacdo entre os hidrogénios e seus carbonos, respectivamente.

O composto Succinato foi identificado (Figura 31) por seu pico de

hidrogénio caracteristico em 2.409 ppm.
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Figura 31. Identificacdo do Succinato: a) Analise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-
resolvido, c) Espectro TOCSY, d) Espectro HSQC.
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Embora possua dois grupos metilénicos (CH2), esse composto é uma
molécula simétrica o que resulta em apenas um sinal (singleto) que por serem
hidrogénios adjacentes ao grupo carboxilico possuem uma leve desblindagem,
podendo ser identificados numa regido entre 2.10 e 2.50 ppm.

O composto Dimetil Sulfona foi identificado (Figura 32) por seu pico de

hidrogénio caracteristico em 3.15 ppm.

Figura 32. Identificacdo do Dimetil Sulfona: a) Analise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-
resolvido, c) Espectro TOCSY.
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33

Por ser uma molécula simétrica observa-se que suas metilas geram

apenas um sinal singleto e que pelo efeito eletronegativo do enxofre ser igual ao

do iodo entdo o sinal aparecera na regido de 2,0 — 4,0 ppm.

5.3.2 lIdentificacdo de compostos da moringa (Moringa oleifera)

O composto Acido Férmico foi identificado (Figura 33) por seu pico de

hidrogénio caracteristico em 8.46 ppm.
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Figura 33. Identificacdo do Acido Férmico: a) Analise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-
resolvido, c) Espectro TOCSY.
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Esse sinal caracteristico refere-se ao hidrogénio ligado ao grupo
carboxilico e apresenta um sinal singleto por ndo possuir acoplamento com outro

hidrogénio.

O composto Acido Fumarico foi identificado (Figura 34) por seu pico de
hidrogénio caracteristico em 6.51 ppm, em que os hidrogénios ligados a uma
ligacdo dupla (hidrogénios vinilicos) sdo desblindados pela anisotropia da
ligacdo dupla adjacente e sdo encontrados geralmente na regido de 4,5 — 6,5
ppm.

Figura 34. Identificacdo do Acido Fumarico: a) Andlise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-
resolvido, ¢) Espectro TOCSY.
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Os espectros J-resolvido e TOCSY mostraram também que € realmente

um singleto e que ndo acopla com nenhum outro hidrogénio.

O composto Acido Oroético foi identificado (Figura 35) por seu pico de
hidrogénio em 6.2 ppm.

Figura 35. Identificacdo do Acido Or6tico: a) Andlise RMN 1H Chenomx, b) Espectro
TOCSY.
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Esse sinal € uma caracteristica de hidrogénios ligados a um anel
aromatico (benzenoide), nos quais sdo desblindados pelo grande campo
anisotropico gerado pelos elétrons do sistema 1T do anel, aparecendo numa

regiao de 6,0 — 8,0 ppm.

O composto Betaina foi identificado (Figura 36) por seus picos de
hidrogénios caracteristicos em 3.3 e 3.9 ppm. Hidrogénios de carbonos ligados
a um atomo de Nitrogénio geralmente aparecem na regido de 2,2 — 2,9 ppm,
porém como essa molécula possui também um grupo carboxilico ligado a esses
hidrogénios, entdo seus picos sofreram ainda mais desblindagem, sendo

encontrados numa regido entre 3,0 — 4,0 ppm.

Figura 36. Identificagdo da Betaina: a) Anélise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-resolvido,
c) Espectro TOCSY, d) Espectro HMBC.
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Fonte: Autora (2021)

Com o espectro de J-resolvido pode-se observar que os dois picos séao
singletos pois ndo acoplam com nenhum outro hidrogénio, porém com o espectro
de TOCSY consegue-se observar um correlacionamento entre esses dois sinais,

pois o TOCSY mostra também correlacionamentos que ocorrem com mais de
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trés ligacbes. E o HMBC mostrou as correlagcdes entre os hidrogénios e seus

carbonos de acordo com o banco de dados HMDB.

O composto Glicerol foi identificado (Figura 37) por seus picos de
hidrogénios caracteristicos em 3.55, 3.65 e 3.78 ppm. Os hidrogénios ligados a
grupos alcéolicos geralmente aparecem na regido de 3,2 — 3,8 ppm, pois séao

hidrogénios desblindados pelo atomo de oxigénio eletronegativo.

Figura 37. Identificagcdo do Glicerol: a) Analise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-resolvido,
¢) Espectro COSY, d) Espectro HMBC.
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Fonte: Autora (2021)

O espectro J-resolvido confirmou que os trés sinais sdo multipletos, o
COSY mostrou a correlacdo entre os hidrogénios dos trés sinais e o HMBC a
correlacdo entre os sinais de hidrogénios e seus carbonos de acordo com o
banco de dados do HMDB.

O composto Trigonelina foi identificado por seus picos de hidrogénios

caracteristicos em 4.4, 8.1, 8.8 € 9.1 ppm.
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Figura 38. Identificagdo da Trigonelina: a) Analise RMN 1H Chenomx, b) Espectro J-
resolvido, c) Espectro COSY, d) Espectro HMBC, e) Espectro HSQC.
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Fonte: Autora (2021)

O sinal 4.4 ppm é correspondente a metila pois esta ligada a um anel
aromatico causando sua desblindagem por meio da anisotropia do anel
aromatico e da ressonancia, fazendo com que apareca numa regiao de 3,0 - 5,0

ppm. Os sinais 8.1, 8.8 e 9.1 sao hidrogénios que estéo ligados diretamente ao
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anel aromatico (benzenoide) sendo encontrados em uma regido de 6,5 — 8,0
ppm, porém com a presenca de mais um grupo carboxilico ligado ao anel, ha
uma maior desblindagem desses sinais. Com o0 espectro J-resolvido
confirmamos a multiplicidade dos sinais, o COSY nos confirmou a correlagéo
entre os hidrogénios dos quatro sinais e os espectros HMBC e HSQC a
correlacéo entre os hidrogénios e os carbonos de acordo com o banco de dados
HMDB.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados das analises de viabilidade celular, pode-se
identificar que o extrato de Moringa obteve um resultado mais positivo quando
comparado ao extrato de Nim, ou seja, com menor toxicidade frente a células de
placenta, embora identificado um limite de concentracéo de até 50%.

Nos experimentos de AFM foi possivel investigar os efeitos do tratamento
com Moringa e Nim nas propriedades biomecanicas de células da linhagem HTR
através da microscopia de forca atbmica. Ao examinar a morfologia e a
elasticidade celular, verificou-se que tais caracteristicas celulares foram
moduladas pelos tratamentos. Os resultados obtidos indicaram mudancas
morfoldégicas em ambos os grupos de células tratadas, um aumento na
elasticidade das células desencadeada pelo tratamento com Moringa que pode
estar associado ao rearranjo do citoesqueleto, e uma diminui¢éo na elasticidade
desencadeada pelo tratamento com Nim que pode estar relacionado a um
processo de morte celular. Estes resultados de AFM s&o pertinentes porque
relacionam a morfologia e a elasticidade das membranas celulares com
alteracbes do citoesqueleto, demonstrando a importancia do estudo de
propriedades biomecanicas através do AFM.

E com os espectros de RMN 1D e 2D foram detectadas no extrato de Nim
a presenca dos compostos: 2-hidroxiisobutirato, 4cido acético, betaina, citrato,
acido férmico, glucarato (sacarato), lactato, succinato e dimetil sulfona, e no
extrato de Moringa a presenca dos compostos: acido férmico, acido fumarico,

acido ordtico, betaina, glicerol e trigonelina.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

A descoberta de compostos lideres para o desenvolvimento de um
farmaco como produto final € um processo multidisciplinar e de alta
complexidade, tendo que haver véarias e longas etapas de ensaios e testes
clinicos. Assim, uma das etapas a se trabalhar apds os estudos tratados neste
trabalho € a identificacdo dos possiveis alvos macromoleculares de inflamacéo
que as possiveis substancias encontradas nos extratos estudados podem
atacar.
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