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FRACIONAMENTO FITOQUiMICQ BIODIRECIONADO PELA ATIVIDADE
ANTIRRETROVIRAL E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA
ESPECIE Lafoensia pacari A.Saint.-Hillaire

RESUMO

Nos Ultimos anos, o interesse por plantas com agdo antiviral tem crescido exponencialmente e
algumas tem sido relatadas com propriedades anti-HIV. O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é
responsavel pela base patologica da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) sendo um dos
maiores desafios para a saude publica. Justifica-se entdo a importancia da comprovagédo da acéo
anti-transcriptase reversa da espécie Lafoensia pacari A. St.-Hil. (Lythraceae) visando a identificacao
das substancias envolvidas nesta agdo. A espécie L. pacari A. St.-Hil. € uma planta endémica do
cerrado brasileiro, conhecida popularmente como pacari, dedaleiro e magava-brava. Dentro deste
contexto ressalta-se a importancia em promover o isolamento biodirecionado pela atividade
antirretroviral e antioxidante da espécie L. pacari. Essa pesquisa teve como objetivo geral realizar o
fracionamento fitoquimico biodirecionado pela atividade antirretroviral e avaliacdo da atividade
antioxidante da espécie L. pacari. Trata-se de um estudo experimental in vitro e a metodologia
envolve preparo do material vegetal, obtencdo do extrato etandlico, fracionamento, purificagéo,
identificacdo e quantificacdo das fracdes, extracdo &cido-base, testes de atividade antioxidante,
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos das fracbes e subfracdes da espécie L. pacari,
ressonancia magnética nuclear, teste de inibicdo da transcriptase reversa (TR) do HIV-1 e estudos de
docking molecular.Também foi realizada reviséo sistematica com metandlise sobre a utilizagdo de
plantas medicinais, fitoterdpicos e/ou fitofarmacos associados ou nao a terapia antirretroviral,
utilizando como variavel primaria a contagem de linfécitos T CD4*.Verificou-se com a metanalise que
ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de intervencdo e placebo,
incluidos na pesquisa, em relacdo a qualquer das variaveis examinadas na contagem de CD4*. A
partir do fracionamento biodirecionado pela atividade antirretroviral verificou-se uma maior atividade
nas subfracbes acetandlica com destaque para a subfracdo acetandlica neutros com 60,98% de
inibicdo de TR e o &cido elagico com 88,61 % de inibicdo de TR e e auséncia de citotoxicidade.
Verificou-se com o teste de citotoxicidade em linhagem de macrofagos que a fragéo cloroférmica foi
mais téxica que a fracdo acetandlica. A analise do espectro J-resolvido na regido aromética
apresentou um simpleto em 7.48 e 6.93 ppm que foram identificados como &cido elagico e &cido
galico respectivamente. A enzima 5TIQ obteve melhor pardmetro de afinidade com o ligante acido
elagico que foi confirmado pelos espectros HSQC-'H-13C. O Acido gdlico mostrou-se também
favoravel a formar interacdo com a enzima 5TIQ, sendo confirmado através do espectro HSQC-1H-
13C. Através da avaliacdo do PreADMET verificou-se que o acido elagico € uma molécula promissora
pela sua atividade de inibicdo da TR e parametros farmacocinéticos e de toxicidade. A amostra
Subfracdo acetandlica agua de lavagem compostos acidos apresentou o melhor desempenho nas
variaveis analisadas, com os melhores resultados para compostos fendlicos, flavonoides e ABTS. A
amostra subfracdo acetato agua lavagem basicos apresentou o pior desempenho. As variaveis que
mais contribuiram para diferenciar as amostras em trés grupos foram os compostos fendlicos
(29,40%) flavonoides (27,90%) e DPPH (22,10%). A andlise cromatografica das amostras permitiu
pela primeira vez a identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos: acido gélico, catecol, 4cido
clorogénico, acido vanilico, acido caféico, vanilina, seringaldeido, &cido salicilico, acido cumaérico,
cumarina, rutina, quercetina e Kaempferol. Verificou-se que com excec¢ao do 4cido clorogénico, acido
vanilico, acido cafeico e cumarina, as amostras apresentaram diferenca significativa para as demais
varidveis. Vale destacar o desempenho da amostra L. pacari fragdo CHCL3: compostos neutros que
apresentou valores médios elevados para catecol, vanilina, acido salicilico, quercetina e kaempferol.
A identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos e a analise multivariada no estudo da
composicao fendlica e perfil antioxidante sugerem que a L. pacari pode ser promissora como agente
terapéutico anti-HIV.

PALAVRAS-CHAVE: Antiviral. HIV. Transciptase reversa. Docking molecular. Antioxidante.



BIODIRECTED PHITOCHEMICAL FRACTIONING IN ANTIRREVIRAL ACTIVITY
AND EVALUATION OF ANTIOXIDANTING ACTIVITY OF THE SPECIES Lafoensia
pacari A.Saint.-Hillaire

ABSTRACT

In recent years, interest in plants with antiviral action has grown exponentially and some have been
reported to have anti-HIV properties. The human immunodeficiency virus (HIV) is responsible for the
pathological basis of the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) being one of the greatest
challenges for public health. The importance of proving the anti-reverse transcriptase action of the
species Lafoensia pacari A. St.-Hil is justified. (Lythraceae) to identify the substances involved in this
action. L. pacari A. St.-Hil. is an endemic plant of the Brazilian cerrado, popularly known as pacari,
foxglove and magava-brava. Within this context, the importance of promoting isolation biodirected by
the antiretroviral and antioxidant activity of the species L. pacari is emphasized. This research had as
general objective to carry out the phytochemical fractionation bi-directed by the antiretroviral activity
and evaluation of the antioxidant activity of the species L. pacari. This is an experimental study in vitro
and the methodology involves preparing the plant material, obtaining the ethanolic extract,
fractionation, purification, identification and quantification of fractions, acid-base extraction, tests of
antioxidant activity, identification and quantification of phenolic compounds from L. pacari fractions
and subfractions, nuclear magnetic resonance, HIV-1 reverse transcriptase (RT) inhibition test and
molecular docking studies. A systematic review with meta-analysis on the use of medicinal plants,
herbal medicines and / or phytopharmaceuticals associated or not with antiretroviral therapy, using the
CD4* T lymphocyte count as the primary variable. It was verified with the meta-analysis that there
were no statistically significant differences between the intervention groups and placebo, included in
the research, in relation to any of the variables examined in the CD4* count. From the bio-directed
fractionation by antiretroviral activity, there was a greater activity in acetanolic subfractions with
emphasis on neutral acetanolic subfraction with 60.98% inhibition of TR and ellagic acid with 88.61%
inhibition of TR and and absence of cytotoxicity. It was verified with the cytotoxicity test in macrophage
lineage that the chloroform fraction was more toxic than the acetanolic fraction. The analysis of the J-
resolved spectrum in the aromatic region showed a simplet at 7.48 and 6.93 ppm, which were
identified as ellagic acid and gallic acid respectively. The enzyme 5TIQ obtained a better affinity
parameter with the ellagic acid ligand that was confirmed by the HSQC-1H-13C spectra. Gallic acid
was also favorable to form interaction with the enzyme 5TIQ, being confirmed through the HSQC-1H-
13C spectrum. Through the evaluation of PreADMET it was found that ellagic acid is a promising
molecule due to its activity of inhibiting TR and pharmacokinetic parameters and toxicity. The sample
Acetanolic subfraction washing acidic compounds showed the best performance in the analyzed
variables, with the best results for phenolic compounds, flavonoids and ABTS. The basic wash water
acetate subfraction sample showed the worst performance. The variables that most contributed to
differentiate the samples in three groups were the phenolic compounds (29.40%) flavonoids (27.90%)
and DPPH (22.10%). Chromatographic analysis of the samples allowed for the first time the
identification and quantification of phenolic compounds: gallic acid, catechol, chlorogenic acid, vanylic
acid, caffeic acid, vanillin, seringaldehyde, salicylic acid, cumaric acid, coumarin, rutin, quercetin and
Kaempferol. It was found that, with the exception of chlorogenic acid, vanillic acid, caffeic acid and
coumarin, the samples showed a significant difference for the other variables. It is worth highlighting
the performance of the sample L. pacari fraction CHCL3 neutral compounds that presented high mean
values for catechol, vanillin, salicylic acid, quercetin and kaempferol. The identification and
guantification of phenolic compounds and multivariate analysis in the study of the phenolic
composition and antioxidant profile suggest that L. pacari can be promising as an anti-HIV therapeutic
agent.

KEY WORDS: Antiviral. HIV. Reverse Transciptase. Molecular docking. Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo elementos que constituem a biodiversidade e sao
largamente utilizadas desde os primérdios da civilizagdo por varios povos e de
diversas maneiras. Atualmente, cerca de 80% da populacdo utiliza recursos da
medicina popular para tratamento de alguma doenca, sendo que os conhecimentos
das técnicas utilizadas e o emprego sao transmitidos por geracées (FIRMO et al.,
2014).

O crescente interesse pelo uso de plantas na atualidade esta relacionado a
varios fatores como: o alto custo dos medicamentos industrializados, a crise
econbmica, a falta de acesso da populacdo a assisténcia médica e farmacéutica e
uma tendéncia dos consumidores em utilizar produtos de origem vegetal (BASTOS,
2007; LEITE; MARINHO, 2014; SANTOS, 2007).

Além destes fatores, contribuicdes relevantes sobre as técnicas modernas de
separacdo, elucidacdo estrutural, screening e sintese combinatéria tém levado a
revitalizacdo do uso de plantas como fonte de novos farmacos (FERREIRA, 2010;
LIMA, 2012). Assim, esse conjunto de fatores tem estimulado potencialmente as
pesquisas com plantas objetivando a descoberta ou comprovacdo de sua acao
farmacoldgica ou o isolamento e identificacdo de seus principios bioativos.

A utilizacao irracional das plantas medicinais é preocupante, pois ha escassez
de informacdes sobre a confiabilidade e seguranca do uso da maioria das plantas
medicinais. Entretanto, é possivel evidenciar o crescente aumento das pesquisas
etnofarmacoldgicas e emprego de técnicas modernas de farmacologia, bioquimica,
toxicologia e biologia molecular para avaliar, preconizar e validar o uso de plantas
medicinais, o0 que também favorece a diminuicdo do tempo gasto no
desenvolvimento de um novo medicamento (FIRMO et al., 2015).

O Brasil, como um pais de enorme biodiversidade tem muitas de suas
espécies vegetais utilizadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto a
eficacia e seguranca, devido ao niumero inexpressivo de pesquisas sobre o potencial
terapéutico dessas espécies (CATAO et al., 2012). A variedade de biomas reflete a
enorme riqueza da flora e da fauna brasileiras que se traduz em mais de 20% do
namero total de espécies da Terra, fato que eleva o Brasil ao posto de principal

nacéo entre os 17 paises megadiversos (PIMENTEL et al., 2015).
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Além disso, muitas das espécies brasileiras sdo endémicas, e diversas
espécies vegetais tém importancia econdmica mundial. O nimero de espécies esta
estimado entre 350.000 e 550.000, destas, apenas 55.000 catalogadas e
distribuidas entre as diferentes regides do pais (RIBEIRO et al., 2014).

Entretanto, ainda existe uma grande variedade de plantas ndo estudadas,
tanto no sentido de utilizacdo direta, como na obtencdo de novos constituintes ativos
ou de novas moléculas que possam servir como modelos para compostos
farmacologicamente ativos. Com relacdo as pesquisas ja realizadas com espécies
vegetais tém se observado que, de um modo geral, as espécies tém sido muito
utilizadas para o tratamento de uma variedade de enfermidades infecciosas e nao-
infecciosas, de carater parasitolégico, bacteriano, fungico ou virético (DA CUNHA,
2007).

O interesse por plantas com agao antiviral tem crescido exponencialmente e
algumas tem sido relatadas com propriedades contra o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) (FERREIRA, 2010; ALMEIDA; ALVES; AMARAL, 2012; DAN;
CASTELLAR, 2015). Muitos biofarmacos de origem vegetal tem sido utilizados no
tratamento dos pacientes infectados com o virus HIV (BAPTISTA et al., 2016).

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida Humana (SIDA) é causada pelo
HIV, que infecta as células do sistema imunoldgico e o tratamento padréo atual € o
uso prolongado de medicamentos antirretrovirais. 1Isso mantém os niveis de virus
baixos na corrente sanguinea, mas nao erradica o HIV das células do corpo
(HENRICH, 2019).

Existem dois tipos de virus: HIV-1 e HIV-2, sendo o primeiro prevalente na
maior parte do mundo. No ciclo bioldgico, o virus utiliza trés enzimas para a sua
replicacdo: a Transcriptase Reversa (TR), a Integrase e a Protease. A TR € crucial
no inicio do ciclo, pois converte o &cido ribonucleico (RNA) viral em acido
desoxirribonucleico (DNA) viral, se transformando em um alvo importante para o
planejamento de novos inibidores. Os inibidores da TR disponiveis no mercado séao
limitados, toxicos e apresentam diversos efeitos colaterais indesejaveis, 0 que
favorece a interrupcdo do tratamento causando resisténcia aos medicamentos. Este
fato ressalta a urgéncia de novos farmacos mais eficientes e menos agressivos
(SILVA, 2015).
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Além disso, o aumento na producdo de estresse oxidativo contribui para a
patogenia da infeccdo pelo HIV e a normalizacép dos disturbios oxidativos pode ser
relevante para os individuos que fazem uso da terapia antirretroviral (TASCA, 2016).
Dentre as espécies vegetais utilizadas de forma empirica, a espécie Lafoensia
pacari A. Saint.-Hillaire, conhecida popularmente como Pacari, Mangava-brava, ou
Dedaleiro tem sido utilizada na medicina popular como cicatrizante, antineoplasico,
no combate a gastrite e Ulcera, como antidepressivo (GALDINO, 2015) como
imunoestimulante (CORREA; PENNA, 1984; PORTO et al., 2008), antioxidante
(SOLON et al., 2000), antibacteriano e anti-inflamat6rio (PORFIRIO et al., 2009).

Dentre os principais compostos quimicos da L. pacari estdo presentes fendis,
taninos, flavonoides, esterodides, triterpenos, quinonas, alcaloides e saponinas
(PORTO et al., 2008; GALDINO, 2015). Existem muitos relatos de atividade anti-HIV
e antioxidante de flavonoides (HSIEH et al., 2004; KITAMURA, et al., 1998;
BESSONG et al., 2005), taninos (BESSONG et al., 2005), triterpenos (TIAN et al.,
2008) e alcaloides (HSIEH et al., 2004), o que reforca os resultados encontrados
com os extratos da L. pacari e estimula estudos que visem a identificagcdo de seus
componentes bioativos.

Dentro deste contexto, ressalta-se a importancia em promover o isolamento
biodirecionado pela atividade antirretroviral e a andlise multivariada no estudo da
composicao fendlica e perfil antioxidante da espécie L. pacari.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o fracionamento fitoquimico biodirecionado pela atividade
antirretroviral (anti-TR) e avaliar o potencial antioxidante da espécie L. pacari

(cascas do caule).

2.2 Objetivos Especificos

¢ Realizar uma revisado sistematica com metanalise das espécies vegetais com
acao antirretroviral;

e Realizar o fracionamento fitoquimico biodirecionado pela acdo anti-TR dos
extratos brutos e fracGes da espécie L. pacari;

e Promover o fracionamento biodirecionado e a elucidacdo estrutural dos
compostos majoritarios presentes nas fracdes com acao anti-TR;

e Determinar o efeito citotdéxico do extrato etandlico das fracbes com acao anti-
TR de L. paccari, na viabilidade de macréfagos;

e Realizar a andlise multivariada no estudo da composicdo fenodlica e perfil
antioxidante da espécie L. pacari;

e Realizar estudos de docking utilizando o programa Docking Autodock® 4,2;

e Calcular parametros farmacocinéticos de absorcdo, distribuicdo,
metabolizacao e excrecao (ADMET) das moléculas propostas para avaliacao
farmacocinética preliminar dos possiveis candidatos a antirretrovirais e

avaliacao de toxicidade in silico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Retrovirus HIV

A familia dos retrovirus € um dos principais alvos de pesquisas nas ultimas
décadas por ser causadora de doencas graves em humanos, como a AIDS. Os
retrovirus sédo formados por um genoma composto por duas cadeias simples de RNA
e replicam o RNA viral por transcricdo reversa pela acdo da enzima transcriptase
reversa (AZEVEDO, 2013).

Sao conhecidos dois tipos de virus: HIV-1 e HIV-2. Ao entrar no organismo
humano, o HIV age no interior das células do sistema imunologico. As células de
defesa mais atingidas pelo virus séo os linfécitos T CD4*. As células do sistema
imunolégico de uma pessoa infectada pelo virus comegam entdo a funcionar com
menos eficiéncia e, com o tempo, a capacidade do organismo em combater doencas
comuns diminui, deixando o individuo susceptivel ao aparecimento de varios tipos de
doencas e infecgdes (SILVA, 2015).

A Sindrome Retroviral Aguda atinge entre 50 a 90% dos individuos infectados
gue apresentam sintomas da infec¢do aguda, ocorre geralmente entre a primeira e a
terceira semanas apoOs infeccdo. As manifestacbes clinicas incluem: febre,
linfadenomegalia, faringite, exantema, mialgia e cefaleia. Os sinais e sintomas que
caracterizam essa sindrome sdo muito semelhantes aos de outras infecgfes virais.
Por isso, diante de um quadro de infeccao viral aguda, € muito importante considerar
esse diagndstico diferencial e investigar potenciais fontes recentes de exposi¢cao ao
virus HIV (RODRIGUES et al., 2017).

3.2 Ciclo bioldgico do HIV

O inicio do ciclo do HIV ocorre a partir de um virion maduro na corrente
sanguinea, que contém as subunidades proteicas gpl120 e gp41l que se ligam aos
linfécitos T CD4* (Figura 1). A interacdo da proteina gp120 com o linfocito CD4*
gera mudancgas conformacionais na proteina gp120, permitindo a interacdo com 0s
correceptores das quimiocinas CCR5 e CXCR4 do linfécito T do sistema
imunoldgico, macrofagos e células dendriticas. Tais interagdes conduzem mudancas

conformacionais na proteina gp41, fazendo com que ela exponha um peptideo de
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fusdo que adentra na célula hospedeira, ocasionando a fusdo do envelope viral
(CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008; LAZZAROTTO, 2010).

gp120
gp41 Bicamada lipidica

Proteinas celulares

do hospedeiro Matriz
Integrase &_

RNA

Transcriptase
( % Reversa

Figura 1. Estrutura morfolégica do HIV.

Fonte: http://hivbook.com/tag/life-cycle-of-hiv/.

No interior do citoplasma, com a introducédo do capsideo viral no meio, ocorre
a liberacdo do genoma viral com incorporacdo das enzimas TR, HIV-1 Integrase,
Inibidores da protease, as quais se tornam ativas dando inicio a replicacédo. A etapa
de replicacéo se inicia com a acao da enzima TR, que realiza a transcri¢cdo reversa
do RNA viral em DNA viral, dando origem a uma molécula hibrida de RNA/DNA. A
ribonuclease H tem a funcéo de clivagem da fita de RNA presente na molécula
hibrida. Com a formacao da dupla fita de DNA, o DNA pro-viral ter4 agregacéo de
proteinas virais e sera transportado para o nucleo, e por meio da enzima IN, insere o
DNA viral no DNA da célula (YOUNAI, 2013).

Na etapa tardia que ocorre dentro do nucleo, ocorre a ativacdo do pré-virus e
a transcricio do DNA da célula hospedeira, contendo o DNA viral, em RNA
mensageiro (MRNA). Durante a sintese do mMRNA, sdo produzidos dois tipos de
RNA, um RNA gendmico, que auxiliara na formacdo do virus maduro e o RNA
transcrito que servira para a criacdo de poliproteinas virais, através de processos de

splicing. Em seguida, esse RNA transcrito sera transportado para fora do nucleo,
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onde ocorrerd a traducdo. O processo de traducdo se inicia com a codificacdo das
proteinas virais (SILVA, 2015).

No citoplasma, a enzima protease tem a funcéo de clivar proteinas virais em
subunidades para a formacédo de novas particulas virais. Cada subunidade contém
uma das proteinas necessarias para a construgdo da nova particula de HIV
(CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008). Posteriormente, ocorrem 0s
processos de montagem a partir de um complexo de nucleoproteinas, devido ao
excesso de RNA transcritos. A nova particula de HIV sai da célula hospedeira
causando a sua morte através dos linfocitos T CD8* que reconhecem as células
infectadas como invasoras. O virion recém-formado entra na circulacdo sanguinea
podendo infectar novas células ou ficar circulando no meio extracelular
(LAZZAROTTO, 2010).

3.3 Epidemiologia do HIV

A AIDS constitui uma pandemia e dados epidemiol6gicos demonstram que o
HIV se encontrava presente na Africa Central, desde 1959. A sua propagacio
massiva ocorreu nos anos de 1970 e principios dos anos de 1980, e foi difundida
principalmente, entre homossexuais e bissexuais; usuarios de drogas por via-
parenteral; homens e mulheres heterossexuais com multiplos parceiros; receptores
de sangue e derivados (SILVA, 2015).

O aumento no numero de pessoas em tratamento tem contribuido para
manter mais pessoas soropositivas vivas e com melhor qualidade de vida. Uma
pesquisa cientifica também mostrou que uma pessoa vivendo com HIV que adere a
um regime efetivo de tratamento antirretroviral é até 97% menos propensa a
transmitir o HIV. A medida que o acesso ao tratamento foi ampliado para as
mulheres gravidas que vivem com HIV, novas infeccées por HIV entre criancas
foram reduzidas rapidamente. De 2010 a 2016, as novas infec¢cdes por HIV entre
criangas diminuiram em 56% no leste e no sul da Africa, a regido mais afetada pelo
HIV, e em 47% em todo o mundo (UNAIDS, 2018).

No Brasil, de acordo com o Sistema de Informac&o de Agravos de Notificacao
no periodo de 2007 até junho de 2017 foram notificados 194.217 casos de infecgéo
pelo HIV, sendo 96.439 (49,7%) na regido Sudeste, 40.275 (20,7%) na regidao Sul,
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30.297 (15,6%) na regiao Nordeste, 14.275 (7,4%) na regiao Norte e 12.931 (6,7%)
na regido Centro-Oeste (BRASIL, 2018).

No periodo de 2007 a junho de 2017, segundo sexo, foi notificado um total de
131.969 (67,9%) casos em homens e 62.198 (32,1%) casos em mulheres. Dentro do
mesmo periodo, no que se refere as faixas etarias, observou-se que a maioria dos
casos de infeccao pelo HIV encontra-se nas faixas de 20 a 34 anos, com percentual
de 52,5 % dos casos. Com relacdo a escolaridade, no mesmo periodo, verficou-se
um elevado percentual de casos ignorados (25,4%), o que dificulta uma melhor
avaliacdo dos casos de infeccdo pelo HIV relativos a esse item. Com relagdo a
raca/cor da pele autodeclarada, observa-se entre os casos registrados no periodo de
2007 a 2017, 47,6% sao entre brancos e 51,5% entre pretos e pardos (BRASIL,
2018).

Segundo a categoria de exposicdo entre os casos de infeccdo pelo HIV
registrados de 2007 a junho de 2017 em individuos maiores de 13 anos de idade.
Entre os homens, no periodo observado, verifica-se que 48,9% dos casos foram
decorrentes de exposicdo homossexual, 37,6% heterossexual, 9,6% bissexual e
2,9% se deram entre usuarios de drogas injetaveis; entre as mulheres, nessa
mesma faixa etaria, nota-se que 96,8% dos casos se inserem na categoria de
exposicdo heterossexual e 1,7% entre usuarios de drogas injetaveis (BRASIL, 2018).

Ressalta-se que a notificacdo compulséria da infeccdo pelo HIV é muito
recente, o que impede uma analise epidemioldgica rigorosa com relacdo as

tendéncias da infeccdo no Brasil.

3.4 Estratégias farmacolégicas para terapia anti-AIDS

O tratamento de doencas causadas por retrovirus consiste em utilizar
medicamentos que impedem a sintese de RNA. O avanco mais significativo, em
relacdo a infecdo do HIV-1 pode ser atribuido ao tratamento dos pacientes atravées
da utilizagéo de farmacos antivirais, os quais podem suprimir a replicagdo do HIV-1 a
niveis indetectaveis (AZEVEDO, 2013). O tratamento padrdo atual é o uso
prolongado de medicamentos antirretrovirais.Um avanco na medicina foram o0s
relatos de duas remissdes virais, 0 primeiro em 2009 foi o paciente de Berlim e o

segundo exemplo relatado foi de um individuo infectado pelo HIV que foi tratado de
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leucemia com um transplante de células-tronco que também entrou em remissao
viral, sem nenhum vestigio do virus no sangue (HENRICH, 2019).

Com o advento da terapia antirretroviral potente, as manifestacdes clinicas
decorrentes da infeccdo pelo HIV tornaram-se menos frequentes e houve melhora
substancial do progndstico e da qualidade de vida dos individuos que vivem com o
HIV (MEDEIROS; SILVA; SALDANHA, 2013).

Os mecanismos inibitérios sobre o HIV podem ocorrer através da inibicdo da
entrada do virus na célula (Inibicdo da adsorcdo e fusdo viral); Inibicdo da
transcriptase reversa; Inibicdo da integrase e Inibicdo da protease (AZEVEDO,
2013).

3.4.1 Inibidores da entrada do virus na célula

A entrada do HIV-1 na célula hospedeira é essencial para que o virus
estabeleca uma infec¢do produtiva e, desta forma, representa um importante alvo
para a prevencao da infec¢do e subsequente transmissédo do HIV-1. Como a entrada
do HIV na célula alvo envolve um mecanismo complexo de multietapas, o esforgco
para identificar agentes farmacoldgicos que possam interferir neste processo resulta
em um grupo de compostos heterogéneos com mecanismos de acdo distintos
(TILTON; DOMS, 2010).

Nesta fase inicial da infeccdo, as etapas geralmente exploradas para a
pesquisa de agentes antivirais sdo a ligacdo da glicoproteina (gp120) do virus ao
receptor do linfécito CD4* ou aos correceptores celulares (CCR5 e CXCR4) e a
penetracdo viral na membrana celular (DE SOUZA; DE ALMEIDA, 2003). A
prevencdo da fusdo do virus com a membrana da célula hospedeira geralmente
ocorre pelo bloqueio da glicoproteina transmembrana viral gp41l. O bloqueio da
fuséo celular também bloqueia a transmissao célula-célula do virus HIV (FERREIRA;
RIFFEL; SANT'ANA, 2010).

S&o denominados inibidores de fusdo os medicamentos anti-HIV que atacam
0 virus nesse estagio do seu ciclo de vida. Apenas o composto enfuvirtida (Figura 2)
foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico. A enfuvirtida

€ um polipeptideo constituido de 36 aminoacidos que interage com a gp4l
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impedindo a fusdo do virus com a membrana da célula (CUNICO; GOMES;
VELLASCO JUNIOR, 2008).
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Figura 2. Enfuvirtida.
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Fonte: http://hivbook.com/tag/life-cycle-of-hiv/.

3.4.2 Inibidores nucleotideos da transcriptase reversa

A primeira fosforilacdo € a etapa crucial para a formacdo dos metabdlitos
ativos dos inibidores nucleosideos. Muitas moléculas ndo apresentam atividade
devido a dificuldade de serem monofosforiladas. Com o intuito de contornar este
problema, varios analogos nucleotideos, como adefovir e tenofovir, foram
sintetizados. Estes farmacos ja possuem um grupo fosfato em sua estrutura e
necessitam de apenas duas fosforilagbes para impedir a transcricdo do RNA em
DNA e, portanto, impedir a replicacao viral. Os analogos de nucleotideos em uso
clinico sédo o adefovir e o tenofovir. Ambos compostos sdo pouco solluveis em agua e
possuem baixa biodisponibilidade quando administrados oralmente (CUNICO;
GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008).

3.4.3 Inibidores ndo-nucleosideos da transcriptase reversa do HIV
Os inibidores de transcriptase reversa nao nucleosidicos (ITRNN) tem a

capacidade de interacdo especifica com a RT de HIV-1. Atualmente, mais de trinta

classes distintas de compostos, apresentando esta atividade farmacol6gica foram
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identificadas. A principal vantagem dos ITRNN sobre os inibidores nucleosidicos da
RT é que ndo necessitam de uma etapa inicial de ativacao intracelular (fosforilagéo)
(PECANHA; ANTUNES, 2002).

Os inibidores ndo-nucleosideos da transcritase reversa do HIV séo inibidores
ndo competitivos que se ligam a um sitio alostérico da enzima. Como resultado
desta interagdo, o sitio ativo responsével pela formacédo da dupla hélice de DNA tem
sua mobilidade e flexibilidade restritas, que acarretam em uma drastica reducdo da
eficiéncia da enzima (CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008).

Apenas trés farmacos foram aprovados pelo FDA, nevirapina, delavirdina e
efavirenz. Devido ao potencial estes farmacos sdo amplamente usados como
componentes da Terapia antirretroviral (TARV). A nevirapina € inclusive um dos
poucos farmacos utilizados para prevenir a transmissdo do HIV de mae para filho
(PECANHA; ANTUNES, 2002). Os inibidores da transcriptase reversa n&o
nucleosideos (ITRNN), efavirenz e nevirapina ainda sé&o frequentemente utilizados
no ambito da terapéutica anti-retrovirica de combinacdo (Figura 3a e 3b), a curto
prazo, ambos os farmacos tém apresentado uma efetividade semelhante, no entanto
tém diferido nos perfis de seguranga (MEIRELES, 2015).

(@) (b)
Figura 3. Nevirapina (3a) e Efavirens (3b).

Fonte: http://www.fciencias.com/2014 e https://commons.wikimedia.org/wiki

Mais de 30 classes de moléculas com diferentes estruturas foram
identificadas como inibidores da transcriptase reversa do HIV. Entretanto a grande
maioria destas moléculas tem suas fases clinicas descontinuadas por diversos
motivos, como toxidade, propriedade farmacocinética insuficiente, baixa eficacia in
Vvivo e poténcia insuficiente contra virus mutantes (PECANHA; ANTUNES, 2002).

A Doravirina € um novo inibidor da transcriptase reversa nao nucleosideo

(NNRTI) que demonstrou boa eficécia, tolerabilidade e seguranca para o tratamento
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de pacientes com infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) -1 em
ensaios clinicos de fase Ill. A doravirina atingiu uma néo inferioridade quando
comparada com os regimes baseados em efavirenz e darunavir / ritonavir. Foram
observados menos efeitos adversos, incluindo efeitos neuropsiquiatricos com

doravirina em comparacao com efavirenz (BOYLE et al., 2019).

3.4.4 Inibidores da integrase

Desde a sua descricao inicial, ainda nos meados dos anos 1990, a inibicdo da
integrase do HIV era esperada com grande expectativa, por ser uma enzima com
maior conservacao, isto é, apresenta menor variabilidade genética. Do ponto de
vista teorico, por ser mais conservada, apresenta maior dificuldade para selecionar
mutacdes associadas com resisténcia. Além disso, apresentava sinergismo de
poténcia com os outros medicamentos antirretrovirais (SPRINZ, 2016).

Os inibidores da integrase sdo uma nova classe de farmacos anti-HIV,
apresentando baixa toxicidade em relacdo a outros farmacos, como o efavirenz
(inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa), que promove efeitos toxicos no
sistema nervoso central, e aos inibidores da protease, que causam reacdes
gastrointestinais indesejadas (CRUNKHORN, 2012).

Algumas das razdes que fazem dos inibidores da integrase uma classe
promissora no tratamento da infeccdo por HIV, sdo: atuacdo num novo alvo, a
integrase inibe a etapa de transferéncia de cadeia do DNA viral para o DNA do
hospedeiro, deslocando o DNA viral do sitio ativo e atividade contra cepas de HIV-1
resistentes aos inibidores da transcriptase reversa e da protease. As células de
mamiferos ndo apresentam enzimas integrase, o que torna essa classe altamente
especifica contra o virus e, portanto, de baixa toxicidade (BLANCO; MARTINEZ-
PICADO, 2012).

Os primeiros compostos inibidores de integrase descobertos apresentam trés
componentes estruturais importantes: um grupo B-dicetoacido, um anel aromatico ou
heteroaromatico e um grupo carboxila, que pode ser substituido por um bioiséstero.
Esses grupos farmacoforicos estdo envolvidos na complexagédo de um ou de ambos
0s ions magnésio, bloqueando o estado de transicdo da formacdo do complexo

entre o DNA viral e a integrase pela competicio com o DNA do hospedeiro.
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Consequentemente, diversas pesquisas foram realizadas com o objetivo de
desenvolver novos compostos capazes de complexar ambos os ions magnésio,
resultando em derivados novos e mais potentes (SANTOS; ALBUQUERQUE;
BRITO, 2014).

Desde que esta enzima se tornou um possivel alvo terapéutico, varios
compostos apresentaram atividade inibitéria in vitro sobre a mesma, porém, poucos
passaram para a fase de testes clinicos. Entre eles destaca-se o raltegravir (Figura
4) que foi o primeiro inibidor de integrase aprovado pela agéncia que regulamenta
medicamentos nos Estados Unidos para o tratamento de HIV/AIDS, em outubro de
2007. Os outros farmacos dessa classe séo o elvitegravir e o dolutegravir (SPRINZ,
2016).
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Figura 4: Raltegravir.

Fonte: https: //pharmaffiliates.com/impurities/3426/raltegravir.

3.4.5 Inibicdo da protease

A enzima viral chamada protease € responsavel pelo processamento das
poliproteinas gag e gag-pol, levando a formacdo das proteinas estruturais e
funcionais responsaveis pela formacéo da estrutura de uma nova particula do virus.
A protease do HIV pertence a familia das aspartil proteases, ou seja, possuem dois
grupos B-carboxi aspartil no sitio ativo (CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR,
2008).

Apés a formacdo deste intermediario, ocorre a quebra da ligacdo carbono
nitrogénio (C-N) com a formag&o de um acido carboxilico e de uma amina primaria.
Substancias quimicas que mimetizem este intermediario tetraédrico impedem a
hidrolise do substrato e, consequentemente, o ciclo do virus HIV é interrompido. Os
inibidores da protease do HIV interferem no ultimo estagio da replicacdo viral,

prevenindo a formacdo de novos virus. Tem como representantes os farmacos:
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saquinavir (Figura 5); ritonavir; indinavir; nelfinavir, amprenavir; fosamprenavir,

lopinavir; atazanavir (MURI, 2014).
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Figura 5: Saquinavir.

Fonte: http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty

O desenvolvimento da terapia antirretroviral combinada, potente o suficiente
para impedir o aparecimento de resisténcia do HIV as drogas, foi fundamental para a
terapia bem-sucedida. Devido a expansdo do numero e novas classes de
antirretrovirais (ARV), a supressdo virologica tornou-se alcancavel mesmo em
pacientes que falharam aos varios esquemas ARV previamente utilizados. No
entanto, a aquisicdo e a transmissao de resisténcia do HIV as drogas tem sido um
obstaculo continuo para o sucesso da TARV (ALBUQUERQUE, 2016).

3.4.6 Profilaxia Pré-Exposicao ao HIV (PreP)

Segundo as diretrizes globais atuais, a realizacao do teste anti-HIV é crucial
para 0 sucesso da estratégia do tratamento como prevencdo e controle da AIDS
(MONTEIRO et al., 2019).

A politica brasileira de enfrentamento ao HIV/AIDS reconhece que nenhuma
intervencdo de prevencao isolada € suficiente para reduzir novas infec¢des e que
diferentes fatores de risco de exposicéo, transmisséo e infeccdo operam, de forma
dindmica, em diferentes condicbes sociais, econbmicas, culturais e politicas
(BRASIL, 2018).

A Profilaxia Pré-Exposicdo ao HIV (PrEP, do inglés Pre-Exposure
Prophylaxis) consiste no uso de antirretrovirais (ARV) para reduzir o risco de adquirir
a infeccdo pelo HIV. Essa estratégia se mostrou eficaz e segura em pessoas com

risco aumentado de adquirir a infecgdo (FONNER et al., 2016).
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O esquema recomendado para uso na PrEP € a combinacdo dos
antirretrovirais fumarato de tenofovir desoproxila (TDF) e entricitabina (FTC), cuja
eficacia e seguranca foram demonstradas, com poucos eventos adversos
associados a seu uso. A Profilaxia Pés-Exposicdo ao HIV (PEP) é uma das
estratégias de prevencgéo do HIV. Uma vez identificado que a pessoa potencialmente
se expOs ao HIV dentro das ultimas 72 horas, deve-se recomendar o inicio imediato
da PEP. Indica-se para a PrEP a combinacéo de tenofovir associado a entricitabina,
em dose fixa combinada TDF/FTC 300/200mg, um comprimido por dia, via oral, em
uso continuo (BRASIL, 2018).

3.5 Resisténcia viral e a toxicidade das drogas

O virus torna-se resistente por varios fatores: aqueles inerentes ao HIV; baixa
aderéncia a terapéutica; questbes farmacoldgicas; os intrinsecos do individuo;
toxicidade e interagdo medicamentosa. Todos eles acarretam concentracéo
subotima dos ARV na célula infectada, gerando a selecdo de cepas resistentes as
drogas ARV. Como o objetivo principal da TARV é suprimir efetivamente a
replicacéo viral, existe um desafio para atingir esta meta, uma vez que a adequada
adesdo depende da compreensdo plena do paciente em relacdo a necessidade
continuada da manutencédo da TARV (ALBUQUERQUE, 2016). A resisténcia viral, a
toxicidade das drogas e a necessidade de elevada adesdo ao tratamento
permanecem como importantes barreiras ao sucesso prolongado da terapia. Por
conseguinte, a avaliacdo cuidadosa dos riscos e beneficios da terapia antirretroviral
no momento de sua indicacao € crucial (SANTOS et al., 2012).

As principais complicagcdes metabdlicas que envolvem o uso de TARV
incluem dislipidemias, diabetes mellitus, resisténcia a insulina, anomalias
mitocondriais, anormalidades Osseas e na distribuicdo da gordura corporal
(lipodistrofia), assim como as sequelas dessas disordens. A acidose latica tem sido
associada a terapia com zidovudina, didanosina e estavudina. Devido ao seu
potencial de letalidade, a identificacdo de sinais e sintomas é importante no
acompanhamento dos pacientes infectados pelo HIV. H4 um aumento da conversao
de piruvato a lactato, que causa também um excesso de trigliceridios no figado, o

gue levaria a esteatose hepatica. Muitos pacientes sob terapia com inibidores da



28

protease possuem evidéncia de resisténcia a insulina sem diabetes propriamente
dita (BORIN et al., 2008).

Assim, inameras substancias presentes nos medicamentos produzidos
atualmente foram sintetizados a partir do modelo quimico de um produto natural.
Muitos extratos vegetais tém sido testados em uma triagem antiviral, buscando
compostos que interfram em varias partes do ciclo de replicagdo viral (DAN;
CASTELLAR, 2015; MARQUES et al., 2015).

3.6 Plantas medicinais e HIV

A pesquisa de produtos naturais com atividade antiviral tem foco
principalmente nas espécies vegetais, pelo fato principalmente delas poderem ser
selecionadas com base em seu uso etnomedicinal. As investigacdes
etnofarmacoldgicas e etnobotéanicas tém sido a principal abordagem reconhecida por
cientistas em todo o0 mundo como uma estratégia de selecdo de plantas medicinais.
Além disso, as plantas medicinais tém sido utilizadas para o tratamento de uma
variedade de enfermidades infecciosas e nao infecciosas. Estima-se que cerca de
25% dos medicamentos comumente utilizados contém compostos isolados de
plantas e acredita-se que muitas plantas podem ser um rico reservatorio para a
descoberta de novas substancias contra doencas infecciosas (FERREIRA; RIFFEL;
SANT'ANA, 2010).

No que se refere ao uso de espécies vegetais no aumento da resisténcia
imunoldgica encontra-se respaldado em um grande numero de estudos cientificos
com diferentes modelos experimentais, sendo a propriedade imunoestimulante
atribuida a presenca de diferentes compostos, como flavonoides, taninos,
polissacarideos, saponinas e alcaloides, presentes em diferentes partes da planta; e
a diversos mecanismos, particularmente associados ao sistema imune nao
especifico (MARQUES et al., 2015).

A relevancia do conhecimento sobre a utilizacdo de plantas medicinais e sua
acdo imunomoduladora sobre o sistema imunologico se refere a modulacdo do
sistema imune para prevencao e tratamento de doengas (ALAMGIR; UDDIN, 2010),
pois o sistema imunoldgico é constituido por uma intrincada rede de 6rgaos, células

e moléculas que interagem para manter a homeostase do organismo (CRUVINEL et
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al., 2010), estando envolvido na etiologia e mecanismos fisiopatoldégicos de muitas
enfermidades (ARCHANA; PAUL; TIWARI, 2011).

Os polissacarideos e flavonoides tem se destacado dentre os demais grupos
quimicos de metabdlitos vegetais. Muitos polissacarideos tém evidenciado acao
imunoestimulante através da capacidade de regular a funcdo dos macréfagos
(PEREIRA, 2011; JIAO et al., 2012), de ativar o sistema complemento, de induzir a
guimiotaxia de leucdcitos (PEREIRA, 2011) e de estimular a imunidade humoral e
celular (XU et al., 2012). Dentre os polissacarideos a pectina, bem como as
arabinogalactanas (AG) e arabinogalactana-proteinas (AGPs) podem atuar como
moduladores do sistema imunoldgico, sendo, por isso, consideradas modificadores
da resposta biolégica. A imunomodulacdo pode estar relacionada tanto com a
atividade de macréfagos quanto com as vias do sistema complemento. As
arabinogalactanas (AG) (tipo | e tipo Il). As AG-Il podem estar associadas a
proteinas, denominadas de arabinogalactana-proteinas (AGPs) (SEYFRIED et al.,
2016).

A busca por antivirais tem como foco compostos que interfiram em varias
partes do ciclo de replicagdo viral. Desta forma, muitos extratos vegetais tém sido
testados em um screening antiviral primario em cultivos celulares para verificar uma
potencial acdo antiviral. Este tipo de teste ndo é especificamente baseado no
mecanismo de acao, mas facilita a identificacdo de produtos naturais que bloqueiem
diferentes etapas do ciclo de replicacéo dos virus (COS et al., 2004).

Existem extratos vegetais e compostos isolados que atuam na inibicdo: da
penetracdo do virus na célula hospedeira (inibicdo da ligacdo do virus a superficie
celular e da penetracéo viral na membrana celular); da transcricdo reversa do RNA
viral para DNA pré-viral; da integracdo do DNA pré-viral ao genoma do hospedeiro;
do processamento dos polipeptideos virais pela protease e, da montagem do
genoma e proteinas virais dentro da particula viral para a maturacéo final e liberacéo
das particulas infecciosas virais maduras. Existem também aqueles que ainda nao
possuem O sSeu mecanismo de acao completamente elucidado, mas que
demonstraram acao antiviral pela inibicdo dos efeitos citopaticos do HIV
(FERREIRA; RIFFEL; SANT'ANA, 2010).

Segundo Dan e Castellar (2015), das 144 familias boténicas citadas na

pesquisa apresentam atividade contra HIV, mas nem todas possuem uma
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substancia isolada, identificada ou o mecanismo de acdo contra o virus. A familia
Asteraceae € mais representativa em relacdo as espécies estudadas quanto a
atividade contra HIV.

Em estudo realizado por Almeida, Alves e Amaral (2012), a prevaléncia de
utilizacdo de plantas por pacientes HIV positivos foi de 34,81%. As mais utilizadas
foram: Turnera ulmifolia L. (12,09%); Melissa officinalis L. (10,62%); Plectranthus
barbatus Andr. (7,67%); Cymbopogan citratus (D.C.) Stapf. (capim liméo) (4,72%) e
Mentha spp. (horteld) (2,36%). A maioria das pessoas (96,61%) referiu melhora apo6s
a utilizacdo. Um percentual de 75,42% dos usuarios de plantas ndo informou essa
pratica ao médico. Entre os que informaram o uso, 55,17 % afirmaram que o médico
estava de acordo e somente uma pessoa foi orientada a interromper o uso (3,45%).
Apenas um meédico (3,45%) indicou o uso de plantas. Este estudo aponta para a
necessidade de melhor didlogo entre médico e pacientes sobre o uso de plantas
com finalidade medicinal, alertando sobre possiveis riscos quando associados aos
antirretrovirais.

As principais classes quimicas das substancias isoladas que apresentam
atividade antirretroviral comprovada na literatura sdo os flavonoides, terpenos,
cumarinas, alcaloides, polissacarideos e taninos. Extratos e substancias isoladas de
plantas foram testados em etapas especificas do ciclo de replicacdo viral tendo, em

alguns casos, 0 mecanismo de acao elucidado (Quadro 1).
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Quadro 1. Plantas e constituintes quimicos que apresentam atividade inibitéria da TR do HIV in vitro.

Substancia

Mecanismo

Familia Espécies Parte utilizada x Referéncias
P Isolada de Ag&o
Acanthaceae Acanthus ebracteatus Vahl Parte aérea WORADULAYAPINIJ et al., 2005;
Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall. ex Nees Toda a planta - Inibicdo da TR WORADULAYAPINIJ et al., 2005;
Justicia gendarussa Burm F. Parte aérea DENNIS THOMAS; YOICHIRO, 2010.
Anacardiaceae Rhus chinensis Mill. Caule - Inibicdo da TR WANG et al., 2006.
Annonaceae Xylopia frutescens Aubl. Casca e folhas - Inibicdo da TR MATSUSE et al., 1999.
Asphodelaceae Bulbine alooides (L.) Willd. Raiz - Inibicdo da TR KLOS et al., 2009.
DAN & CASTELLAR, 2015;
Baccharis trinervis (Lam.) Pers. Partes aéreas MATSUSE et al., 1999; FERREIRA et al., 2010;
Asteraceae Calea jamaicensis L. Ramos - Inibicdo da TR DAN & CASTELLAR, 2015;
Gynura pseudochina L. Folhas WORADULAYAPINIJ et al., 2005;
DAN & CASTELLAR, 2015.
. . MATSUSE et al., 1999;
Boraginaceae Loboggﬂgnsg'i”gﬁf;”ﬂ‘éuek Folhas - Inibicso da TR HARNETT et al., 2005;
9 ' DAN & CASTELLAR, 2015.
- . Proteina Cip31 L WORADULAYAPINIJ et al., 2005;
Cannaceae Canna indica L. Rizoma, Folhas Proteina Cip14 Inibicdo da TR AL-SNAFI, 2015.
. . . I LAM et al., 2009;
Capparaceae Capparis spinosa L. buds Semente Proteina InibicAo da TR ARA: KARAMI: RAOFIE, 2014.
Celastraceae Elaeodendron transvaalensis Burtt Davy Raiz - Inibicdo da TR BESSONG et al., 2005.
Calanolideo A,
(Dipiranocumarina)
Calophyllum brasiliense Cambess. Folhas Calanolideo B, Inibicio da TR HUERTA-REYES et al., 2004;
Clusiaceae Calophyllum inophyllum Linn. (Dipiranocumarina) & GARCIAa-ZEBAUA et al., 2011.
Soulatrolideo,
(Dipiranocumarina)
Inéfilo B,
Calophyllum inophyllum Linn. Folhas e galhos (Dipiranocumarina) Inibicdo da TR PATIL et al,, 1993;

Inéfilo P,

(Dipiranocumarina)

FERREIRA, 2010.
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Quadro 1. Plantas e constituintes quimicos que apresentam atividade inibitéria da TR do HIV in vitro.
- L . . Substancia Mecanismo o
Familia Espécies Parte utilizada x Referéncias
P Isolada de Acéo
. . ALl et al., 2002; FERREIRA, 2010.
S . 9 . ¢ BESSONG et al., 2005; TSHIKALANGE et al.,
Terminalia sericea Burch. Ex DC Raiz 2008
Argyreia nervosa (Burm.f.) Bojer Parte aérea
Ipomoea aquatica Forssk. Toda a planta i O
Convolvulaceae Ipomoea cairica (L.) Sweet Toda a planta Inibicdo da TR WORADULAYAPINIJ et al., 2005.
Ipomoea carnea Jacqg. Parte aérea
Cornaceae Cornus kousa F. Buerger ex Hance Caule e folhas - Inibicdo da TR MIN et al., 2001.
Alchornea cordifolia Mull. Arg. Fruto - AYISI; NYADEDZOR, 2003;
Bridelia micrantha Baill Raiz - BESSONG et al., 2005;
Euphorbiaceae Chamaesyce hyssopifolia L. Toda a planta - MATSUSE et al., 1999;
P Jatropha curcas L. Folhas - Inibicdo da TR MATSUSE et al., 1999;
Mallotus japonicus Muell. Arg. Caule Corilagina, MIN et al., 2001;
Phyllanthus amarus Schum. et Thonn. Folhas (Galotanino) NOTKA et al., 2004;
Ricinus communis L. Folhas Geraniina, BESSONG et al., 2005.
(Elagitanino)
Glycine max (L.) Merrill Sementes Proteina FANG et al., 2010;
Fabaceae Mucuna coriacea Baker Raiz - Inibicdo da TR BESSONG et al., 2005;
Peltophorum africanum Sond. Raiz e casca do caule Galotanino BESSONG et al., 2005.
Flacourtiaceae Lindackeria laurina Presl. Folhas - Inibicdo da TR MATSUSE et al., 1999.
Hypoxidaceae Hypoxis sobolifera (Jacq.). Semente - Inibicdo da TR KLOS et al., 2009.
Hyptis lantanifolia Poir. Partes aéreas MATSUSE et al., 1999;
Labiatae Vitex glabrata R.Br. Ramos WORADULAYAPINIJ et al., 2005;
Vitex negundo L. Partes aéreas - Inibicdo da TR WORADULAYAPINIJ et al., 2005;
Vitex rotundifolia Linne fil. Partes aéreas WORADULAYAPINIJ et al., 2005;
Vitex trifolia L. Partes aéreas WORADULAYAPINIJ et al., 2005.
Lamiaceae Leonotis leonurus (L.) R.Br. Folhas KLOS et al., 2009;
Ocimum gratissimum  Linn. Folhas Baicalina Inibicdo da TR AYISI e NYADEDZOR, 2003;
Scutellariae radix Folhas ! KITAMURA et al., 1998.

(Flavonoide)
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Quadro 1. Plantas e constituintes quimicos que apresentam atividade inibitéria da TR do HIV in vitro.
" L . . anci Mecanismo o
Familia Espécies Parte utilizada Sulsbgltgggla de Acdo Referéncias
Lythraceae Lafoensia pacari A.St.-Hil. Casca do Caule - Inibicdo da TR FERREIRA et al, 2010.
Malpighiaceae Tetrapteris macrocarpa Johnst. Partes aéreas - Inibicdo da TR MATSUSE et al., 1999.
Malvaceae Pavonia schiedeana Standley Partes aéreas - Inibicdo da TR MATSUSE et al., 1999.
Moraceae Ficus polita Vahl Folhas Inibicdo da TR FERREIRA et al, 2010.
Plumbaginaceae Limonium tetragonum (Thunb.) AA Bullock. Raiz - Inibicdo da TR MIN et al., 2001.
Rosaceae Agrimonia pilosa Ledeb. Toda a planta - Inibicdo da TR MIN et al., 2001.
Rhamnaceae Ziziphus mucronata Willd Folhas Inibicdo da TR BESSONG et al., 2005.
Rutaceae Clau’aena excavatg __Burn F. Partes aéreas - Inibicdo da TR WORADULAYAPINIJ et al., 2005;
urraya koenigii L. Partes aéreas - WORADULAYAPINIJ et al., 2005.
Verbenaceae Aegiphila anomala Pittier. Folhas - Inibicio da TR MATSUSE et al., 1999;

Stachytarpheta jamaicensis L. (Vahl)

Toda a planta

WORADULAYAPINIJ et al., 2005.




34

3.7 Ainfeccédo pelo HIV e o0 estresse oxidativo

O estresse oxidativo (EO) pode ser definido como o desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes, originando a desregulacao da sinalizacéo e controle redox
(reducao-oxidacao), levando a possiveis danos moleculares. Como consequéncias
desta disfuncéo, ocorre acometimento estrutural e funcional de lipideos, proteinas,
acidos nucleicos e outras macromoléculas sendo que, a extensdo dos danos
gerados dependem da natureza, duracéo e gravidade do estimulo, que séo variados
entre diferentes espécies e tecidos (TASCA, 2016).

O mecanismo pro-oxidante inclui radicais livres, tais como o anion superoxido,
e o radical hidroxil, ERO (espécies reativas de oxigénio) como o peréxido de
hidrogénio (H202) e o oxigénio singlete. Um dos principais mecanismos de leséo
celular relativos ao EO € a lipoperoxidacdo (LPO), que se relaciona com a oxidagcao
da camada lipidica da membrana celular. Além disso, o EO pode gerar danos ao
DNA, as proteinas e também tem implicacdes na patogénese de varias doencas em
humanos, que incluem doenca de Alzheimer, diabetes, hipercolesterolemia,
sindrome hepatorrenal, entre outras, além de estar envolvido no processo normal de
envelhecimento. No sistema cardiovascular, o EO contribui para o inicio e a
progressao de doencas como a hipertensao, a aterosclerose, a hipertrofia cardiaca e
o infarto no miocéardio (DERESZ et al., 2007).

O sistema antioxidante enzimatico inclui as enzimas superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase. Ja o ndo enzimatico inclui compostos sintetizados
pelo organismo, como a bilirrubina, a ceruloplasmina, horménios sexuais, a
melatonina, a coenzima Q e o acido urico. Além disso, outros antioxidantes sdo
ingeridos através da dieta, como &cido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina
E), B-caroteno e flavonoides (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Os linfocitos T CD4* dos individuos HIV positivos séo caracterizadas por
apresentar baixa capacidade antioxidante. Antes do inicio do tratamento com a
TARV, eles apresentam significativas diminuicdes nos niveis plasmaticos de
vitamina C. A TARV induz aumento dos marcadores dessa vitamina antioxidante, os
maiores niveis ocorrendo apés o tratamento; porém, os valores ndo atingem a
normalidade. Durante o tratamento com a TARV foram encontradas diminuicbes nos
niveis do malonaldeido (MDA), mas, como observado para a vitamina C, nao

chegaram aos niveis dos individuos controles. Verificou-se que a maxima alteracéo
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na carga viral foi negativamente correlacionada com a maxima alteragédo na vitamina
C e a razdo de glutationa reduzida pela glutationa total nos linfécitos T CD4*
(DERESZ et al., 2007). A infeccdo pelo HIV produz EO e secundariamente, dano
celular de gravidade variada e sua regressao é dependente do balanco redox entre
oxidantes e antioxidantes. Os individuos HIV positivos apresentam varias alteracdes
como: distirbios no metabolismo da glutationa, concentracbes de antioxidantes
séricos e teciduais diminuidos, produtos da LPO aumentados e os linfocitos T CD4*
caracterizadas por diminuicdo dos niveis de GSH, aumento da GSSG que,
consequentemente, gera a diminuicdo da razdo Glutationa Reduzida/Glutationa
Oxidada (GSH/GSSG), indicando EO (AUKRUST et al., 2003).

Entre os mecanismos que contribuem para a progressao da infeccédo pelo HIV
e o desenvolvimento da AIDS, encontra-se o0 EO induzido pela producédo das ERO
durante a ativacdo de leucocitos e macrofagos. As evidéncias apontam para um
desequilibrio oxidativo precoce nos individuos HIV positivos, que pode estar
relacionado com a disfuncéo imune e a replicacéo viral apresentadas pelos mesmos.
Assim, a significancia clinica do disturbio do metabolismo da glutationa relacionado
ao HIV é refletida pela forte associacéo entre a diminuicdo de sobrevivéncia desses
individuos e os baixos niveis de tiol no plasma e linfocitos T CD4* (DERESZ et al.,
2007).

O proprio HIV é responsavel por inibir indiretamente a sintese de alguns
antioxidantes e isso € intensificado pelo efeito pré-oxidante de citocinas inflamatérias
e/ou da ativacdo leucocitaria de polimorfonucleares, o que leva ao aumento ainda
maior na peroxidacdo lipidica (TASCA, 2016). Com esse desequilibrio, ha o
acometimento estrutural/ funcional das organelas e enzimas, bem como da prépria
célula de defesa, o que acelera ainda mais a progresséo para a AIDS (NGONDI et
al., 2006).

A proteina do HIV tat, devido a geracdo de anion superéxido pela mitocdndria,
induz a producgao intracelular de EROs que, por sua vez, ativa o NFkB, aumentando
a transcricdo do HIV , além de induzir deficiéncia no reparo do DNA . Por isso, esses
danos celulares podem induzir, também, a reativagdo dos virus latentes,
aparecimento de neoplasias, além de estimular a producdo de algumas citocinas

inflamatodrias, como TNF-a, o que contribui com esse ciclo de “inflamagéo cronica
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versus ativacao imune persistente versus estresse oxidativo” em pessoas que vivem
com o HIV/AIDS (NUNNARI; SMITH; DANIEL, 2008).

O EO tem atuacdo patogénica dominante na infeccdo pelo HIV. Como os
niveis de GSH e cisteina estdo significativamente reduzidos no plasma e nos
leucaocitos, os individuos HIV positivos tém aumento na LPO com ondula¢des nos
altos niveis plasmaticos de MDA, vitamina C, glutationa peroxidase, selénio e
superéxido dismutase. Essas caracteristicas favorecem a progressao da infeccao
com aumento da replicacdo viral, carcinogénese, disfuncdo imune e aumento na
apoptose das células T. Assim, a significancia clinica do distlrbio do metabolismo da
glutationa relacionado ao HIV é refletida pela forte associacéo entre a diminuicédo de
sobrevivéncia desses individuos e o0s baixos niveis de tiol no plasma e linfocitos T
CD4* (AUKRUST et al., 2003).

Tal desequilibrio leva ao aumento ainda maior da peroxidacao lipidica,
proteinas oxidadas, sequéncias de DNA alteradas e ao acometimento
estrutural/funcional das organelas e enzimas, bem como da propria célula de defesa,
0 que acelera ainda mais a progressdo para a AIDS (GONZALEZ-BLANCO et al.,
2014). Afinal, além do aumento na replicacdo viral, da resposta inflamatéria, e a
diminuicdo da proliferacdo celular, o estresse oxidativo pode contribuir também com
0 aparecimento de muitas comorbidades ndo associadas a AIDS (SHARMA, 2014).

Como as células do sistema imune geralmente requerem altas concentracdes
de antioxidantes para manter o balanco redox e preservar a integridade e a sua
funcdo, é aceitavel que a deplecdo de antioxidantes cause diminuicdo da resposta
imune (DERESZ et al., 2007).

O organismo humano produz constantemente radicais livres por meio de suas
atividades metabdlicas. Apesar de ser um processo normal na vida dos organismos
vivos, quando em excesso, podem gerar estresse oxidativo, levando a alteracdes
teciduais responsaveis por diversas patologias, como artrites inflamatérias, Ulceras e
diabetes e processos degenerativos como doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, aterosclerose e envelhecimento precoce (AQUINO et al., 2017).

Os antioxidantes estdo relacionados com as propriedades biologicas de
compostos fendlicos, uma vez que estes compostos tém a capacidade para
sequestrar radicais livres, devido a sua caracteristica como doadores de elétrons
para os radicais livres (SILVA, 2012).
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Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar
ou inibir a oxidagdo de substratos oxidaveis, podendo estes serem enzimaticos ou
nao enzimaticos, tais como que a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, acido ascoérbico
(vitamina C) e os compostos fendlicos. A sintese de radicais livres no ser humano
pode ser controlada por antioxidantes, que podem ser de origem enddgena ou
provenientes da dieta alimentar, entre outras fontes (AQUINO et al., 2017).

3.8 Lafoensia pacari A. Saint.-Hilaire

3.8.1 Descrigdo botanica e distribuicdo geografica da Lafoensia pacari A. St.-Hil.

A L. pacari Saint-Hil. € uma angiosperma da familia Lythraceae utilizada
principalmente na medicina tradicional dos estados de Goids e Mato Grosso
(CABRAL; PASA, 2009). A familia Lythraceae compreende 31 géneros com
aproximadamente 600 espécies de distribuicdo pantropical, com alguns
representantes herbaceos e subarbustivos de regides temperadas. No Brasil, nove
géneros podem ser encontrados, sendo o Cuphea sp. e o Diplusodon sp, 0s mais
ricos em numero de espécies (GALDINO, 2015).

O género Lafoensia sp. é encontrado apenas nas Américas, compreendendo
cinco ou seis espécies de porte arbustivo a arvores altas (GRAHAM, 2013). As
espécies deste género possuem como caracteristica inflorescéncias terminais em
ramos racemiformes ou tirsoides, folhosos ou néo, multifloros ou com poucas flores
de pétalas brancas ou amarelas (MEIRA, 2000). A L. pacari possui como sinonimias
botanicas Lafoensia sessilifolia Klotzch e Lafoensia pacari Saint-Hilaire ssp. petiolata
Koehne, apresenta porte arboreo, podendo atingir até 18 m de altura (LORENZI,
2002) (Figura 6).
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Figura 6. Partes aéreas de Lafoensia pacari A. St.-Hil., evidenciando flores e frutos.

Fonte: https://www.jardineiro.net/plantas/dedaleiro-lafoensia-pacari.html

Por volta de 1820, o botéanico francés Auguste de Saint Hilaire descreveu L.
pacari durante sua viagem ao interior do Brasil, quando passou pela Capitania de
Goyaz, atuais estados de Goias e Tocantins. O nome do género Lafoensia sp. foi
uma homenagem ao segundo Duque de Lafées, D. Jodo Carlos de Braganca (1719-
1806), fundador da Academia das Ciéncias de Lisboa, enquanto que o epiteto
cientifico adotado por ele foi o proprio nome popular regional que ja era usado na
época, pacari, um nome de origem tupi que significa “arvore de madeira preciosa”
(CARVALHO et al., 1994).

A espécie possui ampla distribuicdo geogréfica, sendo encontrada nos
estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins,
chegando até Santa Catarina, além do Paraguai e Bolivia. Tal fato resultou em
varios nomes populares, sendo pacari 0 mais utilizado em Goias e mangaba-brava o
mais frequente nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Ja em Sé&o
Paulo os nomes dedaleiro ou didal sdo empregados e, em Santa Catarina, 0 nome
popular € louro-da-serra (MARTINS et al., 2014; LORENZI, 2002).

As Lythraceae séo frequentemente cultivadas para fins de ornamentacéo,
podem produzir madeira de boa qualidade, e ainda sao utilizadas como fonte de
pigmentos, geralmente amarelo, estes retirados da casca do caule, madeira ou
folhas de algumas espécies do género Lafoensia (GALDINO, 2015).

Na medicina popular, a casca do caule e as folhas de L. pacari apresentam
uma ampla utilizacdo, na forma de decocto ou macerado, para o tratamento de
gastrite, Ulceras gastricas, dores, inflamacdes sistémicas e locais, cancer, coceira,

diarreia, problemas renais, além de ser usado como antitérmico, emagrecedor,
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cicatrizante e ténico para o corpo contra desanimo (CABRAL; PASA, 2009) (Figura
7).

As folhas sdo usadas na medicina popular brasileira na cicatrizacdo de
feridas, micoses cutaneas e no tratamento de gastrite e Ulceras. Os extratos da
planta sdo dotados de atividade antinociceptiva, anti-inflamatdria, antioxidante,
antimicrobiana e gastroprotetora (PEREIRA et al., 2018).

Embora tenham sido realizados poucos estudos biomonitorados com esta
espécie, nos trabalhos em que houve isolamento de algum constituinte, o mais
frequente foi o acido elagico. Foi ainda demonstrado que este composto €
responsavel pelos efeitos anti-inflamatorio, antioxidante e gastroprotetor dos extratos
de L. pacari (GALDINO, 2015).

Figura 7. Caule da Lafoensia pacari.

Fonte: http://www.ervanariamarcosguiao.com/product-page/pacari

3.9 Modelagem molecular no desenvolvimento de farmacos

Em virtude da necessidade do surgimento de novos farmacos anti-HIV
(SARAFIANOS et al., 2009). O Docking Molecular € uma metodologia computacional
que consiste na predicdo da interacdo entre moléculas. Essa interagdo pode ser
compreendida pelo paradigma “chave-fechadura” estabelecido por Emil Fischer em
1894. As interacbes do ligante com o receptor sdo decorrentes da
complementaridade, ou seja, o receptor reconhece o ligante, em virtude das
interacdes eletrostaticas, de Van Der Waals, ligac6es de hidrogénio, e outras, que 0s
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atomos do ligante realizam com o sitio ativo ou alostérico de uma proteina (VERLI,
2005).

Com a finalidade de reduzir o tempo e os altos custos envolvidos no
processo, modelos in silico ou assistidos por computadores estdo sendo aplicados
na selecdo de um numero menor de moléculas a serem avaliadas em ensaios in
vitro e in vivo, maximizando as chances de identificacdo de novas entidades
quimicas qualificadas. Por vezes, embora o novo medicamento chegue a
comercializacdo, o sucesso farmacoterapéutico ndo ocorre devido a problemas
posteriores quanto a sua farmacocinética, a perda de sua eficacia terapéutica, ao
desenvolvimento de efeitos adversos consideraveis e, até mesmo, por razdes
comerciais (SILVA, 2015).

A modelagem molecular tem papel crucial nessa etapa no processo de
descobrimento visando reduzir esse tempo, além de diminuir custos com testes in
vitro e in vivo. A modelagem molecular dispde de varias metodologias aplicaveis ao
planejamento de farmacos (CARVALHO et al., 2003).

Na aplicacdo de estratégias de planejamento de farmacos, os estudos dos
processos evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas biologicos
assumem grande importancia, pois constituem as bases fundamentais para o
entendimento de propriedades como poténcia, afinidade e seletividade. Diante desse
complexo paradigma, as ferramentas biotecnolégicas associadas aos métodos de
guimica medicinal ganham papel destacado no desenvolvimento de novas
moléculas com atividade biolégica (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Existem diversos programas livres e outros comerciais, além de alguns
servidores online, que possibiltam ao usuario utilizar o programa ou servidor
apropriado ao seu estudo de docking. Dentre os programas disponiveis ressalta-se
os seguintes: AutoDock, Dock, FlexX, Glide e o GOLD, além de servidores online,
como o DockThor (SILVA, 2015).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da tese foram organizados em artigos cientificos:

e Artigo 1: HERBAL MEDICINES FOR TREATING HIV INFECTION AND AIDS:
a systematic review and meta-analysis- ARTIGO SUBMETIDO: JOURNAL OF
MEDICINAL PLANTS RESEARCH.

e Artigo 2: AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIRRETROVIRAL E
CITOTOXICIDADE DA ESPECIE Lafoensia pacari Saint-Hilaire- ARTIGO
SUBMETIDO: PLOS ONE.

e Artigo 3: ANALISE MULTIVARIADA NO ESTUDO DA COMPOSICAO
FENOLICA E PERFIL ANTIOXIDANTE DA ESPECIE Lafoensia pacari Saint-Hilaire-
ARTIGO SUBMETIDO: SCIENTIA PLENA.
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ABSTRACT

The present meta-analysis evaluated the use of medicinal plants, phytotherapics and/or
phytopharmaceuticals associated or not to antiretroviral therapy, using as primary outcome the
lymphocyte count, and, among which, the CD4* count. Studies were considered eligible for the present
systematic review if they comprised the following criteria: randomized clinical trials using as
intervention medicinal plants, phytotherapics, and/or phytopharmaceuticals associated or not with
antiretroviral therapy. The search strategy included terms related to the intervention (medicinal plants,
medicinal plants extracts, phytotherapics, and/or phytopharmaceuticals associated or not with
antiretroviral therapy), to the primary outcome (in which was verified if there was a decreasing in
lymphocytes, among which CD4* cells), as well as terms that were used to improve sensitivity in a
search for clinical trials. From 2.747 records of potential relevance identified on the databases,
remaining two eligible randomized placebo-controlled clinical trials. The present systematic review and
meta-analysis showed on the forest plot that there was no difference between control and intervention
groups when the two included studies were taken into consideration.

Key words: Meta-analysis, HIV, Medicinal plants, CD4* count, Phytotherapics, antiretroviral therapy.

INTRODUCTION

AIDS is a public health issue since due to its global dissemination and to the
psychosocial burden associated to bearing the disease (Costa et al., 2015; Zanon et
al., 2016). This large scale pandemics derives from the ease of spread of the
disease, which occurs mainly by means of sexual transmission, as well as the lack of
a solid investment on education towards prevention of transmission and/or changes
in behaviour linked to sexual activities (Unaids, 2015).

As the early diagnosis plays a crucial role in reducing mortality by secondary

causes in the immunocompromised patient, the absence of efficient public health
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policies in most parts of the world results in underdiagnosis, lack of therapeutic
adhesion and no investment in the psychosocial support for patients (Villela and
Barbosa, 2017).

The proper reduction of morbidity and mortality in patients with AIDS is achieved
by means of effective pharmacotherapy. The early discovery of zidovudine as an
antiretroviral agent and the later development of protease inhibitors enhanced the
effectiveness of available treatments in reducing HIV burden below detectable levels,
which in turn allowed patients who bear the virus a better quality of life (Bonolo et al.,
2007).

The guidelines provided by the World Health Organization call for treatment of
every patient with HIV, with the aim that 30 million people will be able to have access
to proper pharmacotherapy by 2020, among the current nearly 37 millions who are
estimated to bear the virus (Unaids, 2017).

The use of medicinal plants has always been a common practice in therapeutics.
In spite of that, only in past decades there has been global effort to provide
supporting evidence of their efficacy in some conditions and thus rationalize their
applications in modern medicine, especially in chronic diseases such as AIDS (Liu et
al. 2005). In addition, the high costs associated to the antiretroviral agents in
impoverished countries restrict the access to adequate treatment by a large number
of patients and therefore the use of medicinal plants may comprise a viable
alternative in such regions (Vella and Palmisano, 2000).

Published studies show that the use is greater among individuals with chronic
diseases, especially living with HIV/AIDS on antiretroviral therapy (Hsiao et al.,
2003). A study published by Salehi et al. (2018) presents a survey of plants that have

shown anti-HIV activity, both in vitro and in vivo.
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Based on the aforementioned premises this study aims to assess the use of
medicinal plants, phytotherapy and phytomedicines, including in conjunction with

conventional antirretroviral drugs, in patients with HIV.

MATERIALS AND METHODS
Study selection and search strategy

Studies were considered eligible for the present systematic review if they
comprised the following criteria: randomized clinical trials using as intervention
medicinal plants, phytotherapics, and/or phytopharmaceuticals associated or not with
antiretroviral therapy.

In order to carry out this review we adopted the Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses — Cochrane Handbook (Higgins et al.,
2008). We included terms related with the intervention (medicinal plants, medicinal
plants extracts, phytotherapics, and/or phytopharmaceuticals associated or not with
antiretroviral therapy), the primary outcome (in which we verified if there was a
decrease in CD4" cells), as well as terms that improved sensitivity in a search for
clinical trials (Robinson and Dickersin, 2002).

We evaluated only English papers and carried out the search between
March 2016 and March 2018 in the following databases: ClinicalTrias.gov, LILACS,
MEDLINE, CENTRAL, Scopus and SciELO. Furthermore we sought non-peer-
reviewed databases which included ClinicalEvidence.com, OpenGrey.eu, NYAM.org

and DissOnline.de.
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Assessment of the eligibility of the study

The previously described search strategy was used to identify titles and abstracts
of relevance to the meta-analysis. Researchers independently selected abstracts that
were identified on the initial search and each researcher was able to classify a study
as relevant and to include the study on the analysis. The full articles were then
obtained, and their content was assessed,also independently. Any disagreements
between researchers were resolved by discussion to establish a consensus. In cases

of queries regarding a specific study, the author of the paper was contacted.

Risk of bias assessment

We followed the recommendations of the Cochrane Manual (Turner et al., 2013)
in order to assess the risk of bias. Therefore, the quality of the investigations was
assessed by researchers in an independent way and then classified into one out of
five categories, namely allocation concealment, sequence generation, blinding of

outcome assessors, missing data manipulation and selective outcome report.

Statistical analysis

Dichotomous data of all included randomized clinical trials (RCTs) were
combined to estimate the risk ratio (RR) combined with a 95% confidence interval
(Cl), using a random effects model. We aimed for the most complete information
about the outcomes of participating patients and we managed to contact some
authors to obtain those details.

To identify heterogeneity on the findings, we applied statistical techniques to
verify if the differences observed could be explained by chance. The chi-square test

was used to assess the significance of p<0,05. The magnitude of heterogeneity was
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investigated by 12 calculation and we considered an I? value superior to 50% as
substantial heterogeneity and, above 75%, as considerable heterogeneity (Santos

2013).

RESULTS

Characteristics of the included studies

From 2.747 records of potential relevance identified on the databases, 18 full
text articles comprised the eligibility criteria and were used for posterior evaluation.
Among these selected papers, 16 were excluded after full text analysis, remaining
two eligible randomized placebo-controlled clinical trials. Studies were

heterogeneous in terms of participants, intervention, and results (Figure 1).

[2747 articles analyzed}

I ]
[2327 articles excluded] [420 radomized clinical}

trials

[18 randomized clinical} [ 16 excluded after full }

trials analyzed analysis

2 included trials }

Figure 1. Flow chart of the studies analyzed on the meta-analysis.

Risk of bias of the included studies
The two included trials were double-blinded, placebo-controlled in parallel

groups, being randomized and non-multicentre studies. Sequence generation and
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allocation concealment were not reported. The motives for dropouts did not change
between experimental groups as well as the proportion of losses was similar between
groups. The absence of an intention-to-treat analysis is a strong bias. The judgment
regarding risk of bias was of high risk (Wang et al., 2006).

On the trial performed by Wilson et al. (2015), regarding sequence generation
and allocation concealment, the eligible participants were sequentially assigned to a
patient identification number (PIN) in order to obtain a proper allocation. Intention-to-
treat analysis was performed. Risk of bias judgement was of low risk.

Blindness was adequate for individuals, including participants, investigators,
and caretakers. Both studies reported numbers and reasons for exclusions/dropouts
and used the intention-to-treat principle in their data analysis (Wang et al., 2006;
Wilson et al., 2015). The sample size varied from 72 to 133 participants. In general,

the methodological quality of trials was considered adequate.

Effects of interventions on the included studies

Randomized clinical trials aiming to evaluate the antiretroviral action of
phytotherapics versus placebo were performed by Wang et al. (2006) and Wilson et
al. (2015) with Zhongyan-4 (ZY-4) and Sutherlandia frutescens L., respectively

(Table 1).

Table 1. Randomized clinical trials using phytotherapics and placebo.

Study Country | Sample | Mean Allocation Type of | CD4* Duration | Type of | Risk of bias
size age blindness | count analysis assessment

Wang et al, | China 72 18  -55 | Not reported Double- 100-400 6 Per- High risk

2006 patients | years old blinded cells/mm?® | months Protocol

Wilson et al, | South 133 21 - 64 | Participants Double- >350 6 Intention- | Low risk

2015 Africa patients | years old identification number blinded cells/uL months to-treat
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The restricted amount of randomized clinical trials and the small sampling of
these investigations leads to data that are far from being conclusive about the
complementary Chinese therapy and the therapy using the species S. frutescens,
which is native from South Africa, on the treatment of patients with infection by HIV
and AIDS. Compared to placebo, intervention with Zhongyan-4 (ZY-4) showed
positive effects on the increasing of CD4* cells (Wang et al. 2006) (Table 1).

In contrast, the second intervention regarding S. frutescens showed no impact
on CD4* T lymphocyte count when compared to negative control. The authors
concluded that the consumption of 1.200 mg of S. frutescens had no beneficial effect
on patients since the duration of infections was reported to be even longer in these
patients in comparison with those taking placebo alone. This occurred because two
patients developed tuberculosis during the treatment with S. frutescens, despite the

administration of Isoniazid preventive therapy (IPT) (Table 1).

Zhongyan-4 (ZY-4)

Wang et al. (2006) performed a clinical study with 72 patients diagnosed with
HIV/AIDS, 44 men and 28 women, aged from 18 to 55 years old and whose CD4*
count ranged between 100-400/mm?2.

The intervention was performed using the oral phytotherapic Zhongyan-4 (ZY-
4), which has in its composition: Ginseng raiz, Radix astragali, Fructus lycii, Radix
frichosanthis, Radix scutellariae e Herba vilae, on a proportionof 1: 2:1:1:1:1,5
per granulated dose of 7,5 g. The therapeutic regimen was of twice per take, twice

per day. Placebo was used as control using the same therapeutic scheme of ZY-4.
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The use of other anti-HIV drugs was not allowed during the clinical trial;
however, the treatment of opportunistic infections was allowed.

In addition, cell count of CD45 RA* and CD8* lymphocytes showed that the
action of ZY-4 might involve multiple targets. However, it has a delayed onset of
action since its effects were only observed after three months, not reaching its peak
at the end of six months. The observation also showed that ZY-4 affects the
effectiveness index of serum Interleukin-2 (IL-2).

The composed formulation of Zy-4 was based on pre-clinical and experimental
studies under the use of de Zhongyan-1 e Zhongyan-2 (Wang et al., 2002). The
phytotherapic contains Radix astragali, Ginseng root, Fructus lycii, Radix
frichosanthis, Radix scutellariae and Herba Vilae. Several pharmacological
investigations reported the immunomodulatory effects of Ginseng root, Radix
astragali, and Fructus lycii whereas others describe the inhibition of HIV activity by

Radix frichosanthis and Radix scutellariae (Lu, 1994).

Sutherlandia frutescens

The research performed by Wilson et al. (2015) occurred in two phases. On
phase 1, 56 random participants were selected to receive a twice-daily treatment with
400, 800, or 1200 mg of Sutherlandia frutescens or placebo for 24 weeks.

On phase 2, 77 participants were included randomly with administration of
1200 mg of S. frutescens or placebo. Combined data from phases 1 and 2 were used
on the final analysis, comprising a total of 107 participants (54 with 1200 mg of S.

frutescens and 53 with placebo).
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A possible explanation to the interaction between S. frutescens and IPT may
be related to the antioxidant potential of S. frutescens (Fernandes et al., 2004,
Tobwala et al. 2014) which are thought to interfere with the mechanisms of action of
Isoniazid (Timmins; Deretic, 2006).

HIV-serum positive adults aged between 21 and 64 years old with CD4+ T
lymphocyte count higher than 350 cells/uL and viral load of HIV>1.000 copies/mL
were considered eligible for the study. The only adjuvant treatment administered was
Isoniazid and Pyridoxine in order to prevent tuberculosis. Data obtained from the
results suggest that treatment with S. frutescens in daily doses up to 2.400 mg do not
cause significant side effects in HIV-serum positive adults. However, some side
effects were observed in patients with diabetes or adrenal imbalances S. frutescens
(MacKenzie et al., 2009). Therefore, more studies are needed to better describe

interactions between antiretroviral drugs and phytotherapics.

Characteristics of the excluded studies

The motives that lead to the exclusion of the articles were the absence of data
related to CD4* (Matsabisa et al., 2012; Joshi et al., 2008). Marques et al. (2016);
studies without mean and standard deviation (Dabaghzadeh et al., 2014; Petrilli et
al., 2016; Nikolaeva et al., 2008); non-randomized clinical studies (Oladele et al.,
2012; Jiang et al., 2013); randomized clinical trials that were not placebo controlled
(Nikolaeva et al., 2008; Onifade et al., 2013; Ayuba et al., 2014); a random pilot study
(Burack et al. 1996); a study without standard deviation (Weber et al. 1999); studies
without CD4 values (Galarza et al., 2007; Ellis et al., 2009; Shi-qging et al., 2011); a

study with the absence of full text (Gil del Valle et al., 2010).
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In a double-blinded placebo controlled trial carried out by Matsabisa et al.
(2012). Four treatment groups were randomly assigned to patients. The first group
comprised a daily dose of 1.835,2 mg of standard IMUNITI Wellness Pack, while the
second and third groups received, respectively, two and three times the
recommended daily dose. These three groups altogether received as well 150 ml of
Aloe vera juice. Lastly, the control group received placebo and. 150 ml of water
aromatized with Aloe vera to blind the treatment. The investigation continued over
consecutive 5 weeks and the results showed the IMUNITI was safe for patients since
no significant alterations for hematological, renal and biochemical parameters
(Matsabisa et al., 2012).
A phase |l double-blinded clinical trial carried out by Joshi et al. (2008), in
2015 divided 100 patients into two different groups. The first group received Praneem
tablets containing 80 mg of Azadirachta indica leaves, 40 mg of purified saponins
from Sapindus mukerosi and 20 mg of Mentha citrate oil. In addition, each
formulation also had 20 mg of quinine hydrochloride. The other group comprised
patients taking only placebo. The data obtained from the study revealed that the
Praneem tablet was safe for vaginal use in phase | studies in low risk HIV-negative
women after 6 months of use (Joshi et al., 2008). There were no statistical significant
differences regarding reported adverse events between patients enrolled on group
Praneem when compared to the negative control group. The most frequently
experienced condition by users was genital discomfort manifested as genital pruritus,
burning, and ache. However, the long-term safety of polyherbal Praneem must be
assessed by a full pre-clinical evaluation (Joshi et al., 2008).
Marques et al. (2016) evaluated the effects of passion fruit peel flour with diet

therapy and therapeutic counseling in 36 patients with HIV lipodystrophy that were on
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a ambulatorial clinic of a teaching hospital. Patients were divided into two groups.
One group received 30 g of passion fruit peel flour daily during 90 days and
therapeutic counseling. The other group received only nutritional counseling. The
metabolic changes were analyzed before and after the intervention with a
significance level set at p < 0.05. The use of passion fruit peel flour was effective in
reducing total cholesterol and triglycerides after 30 days. Patients presented
undetectable levels of HIV as well as CD4* T lymphocyte count of 300 cells/mm?3. The
concentrations of LDL-C decreased, whereas the HDL-C increased in the blood of
patients with lipodystrophy after 90 days of treatment with passion fruit peel flour.

On a randomized clinical trial performed by Dabaghzadeh et al. (2014), 102
HIV-positive patients that attended an HIV hospital clinic participated on this double-
blinded study, which had a duration of two years. Participants received, randomly,
500 mg of Zingiber officinale or placebo, twice a day, before each dose of
antiretroviral for 14 days. Patients participated the study for two years. Nauseas and
vomits are common side effects of antiretroviral therapy (ART) and generally occur
early during HIV treatment. Despite these adverse gastrointestinal effects are
generally self-limited and vanish with continuous treatment, they may affect the
adherence to ART (Dabaghzadeh et al., 2014).

A total of 90,2% and 56,4% patients of group placebo and the group that
received ginger, respectively, experienced nausea during the first two weeks of
treatment (p = 0.001). Moderated and severe nauseas were significant smaller in
group receiving the herbal medicine (p = 0.001). In addition, 47,1% and 9,8% of
patients on groups placebo and ginger, respectively, reported at least one episode of

vomit during the treatment (p = 0.01) (Dabaghzadeh et al., 2014).
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Petrili et al. (2016) assessed the effects cocoa and yerba mate ingestion on
several biomarkers of individuals with HIV, including anthropometric, inflammatory,
oxidative, and immunological parameters. A double-blinded, placebo controlled,
randomized clinical trial assigned 92 individuals undergoing ART during at least six
months in 2 groups, one of which receiving 65 g of chocolate or 3 g of yerba mate
and the other group comprising the patients taking placebo. Results showed that the
intake of 65 g of dark chocolate was enough to increase the concentrations of HDL-
C, while the supplementation with 3 g of yerba mate did not change significantly
biomarkers on these individuals (Petrili et al., 2016).

On the research performed by Nikolaeva et al. (2008), patients not treated
with antiretrovirals were assigned into two equal groups. The positive control group
received standard anti-tuberculosis treatment, while the other group received HRZSE
and 50 drops of Dzherelo, a hydroalcoholic concentrated extract of several medicinal
plants, diluted in 100 ml of water twice a day. Results showed that following two
months of treatment led to increased total CD3* and CD4* T lymphocytes in the
group receiving the herbal medicine but decreased levels of both cells in control
group (Nikolaeva et al., 2008).

There were no significant changes on ATT alone, i.e. 182 (24,2%) to 203
(24,5%); P = 0.063 (P = 0.28), whereas the treatment with Dzherelo significantly
increased the count of helper cells from 174 (23,3%) to 257 cells (27,3%); P =
0.00003 (P = 0.0004). At the end of the second month, lymphocytes increased to 174
(25,3%) and 283 (31%) with probability values of P = 0,13 and P = 0.0000004 for
treatments A and B, respectively (Nikolaeva et al., 2008).

Ten young women diagnosed with HIV in a Nigerian hospital that did not fit

national criteria for antiretroviral use participated on a randomized clinical trial.



54

Treatment was performed with Aloe barbadensis Miller with daily administration of
30-40 ml. CD4* count was monitored over one year. Results were similar for both
groups, suggesting that A. vera consumption may be an alternative for individuals
infected by HIV in the tropics, given its availability and low cost. One patient had a
bad reaction to the antiretroviral drug and started to use Aloe vera. The average
increase of CD4* count among patients was 153,7 cells/L in comparison to 238,85
cells/L among controls (p = 0.087), and no side effects were reported for both groups
(Oladele et al., 2012).

Jiang et al. (2013) performed a clinical study that included 34 ambulatorial
patients with HIV/AIDS. Changes in serum levels of CD3*, CD4*, CD8*, CD3*, CD4",
CD38*, CD3*, CD4*, HLA-DR*, CD3*, CD8*, CD38", e CD3*, CD8*, HLA-DR* were
analyzed in patients treated with FZPDG, a concentrated granules of herbs that has
in its composition Huangqgi (Radix astragali mongolici), Rensen (Radix ginseng),
Chaobaizhu (Roasted rhizoma atractylodis macrocephalae), Fuling (Poria), Chenpi
(Pericarpium citri reticulatae), Sharen (Fructus amomi), Yiyiren (Semen coicis),
Bajitian (Radix morindae officinalis), Rouconrong (Herba cistanche deserticolae),
Yinyanghuo (Herba epimedii brevicornus), Liangiao (Fructus forsythiae suspensae),
Danggui (Radix angelicae sinensis), and Gancao (Radix glycyrrhizae).

In this research, patients with HIV/AIDS received half of a FZPDG sachet
orally, twice a day, with boiled water for six months and presented an immune
activation profile after treatment, with acts modulating the immunological activation of
CD4 *and CD8 * T cells (Jiang et al., 2013).

The changes on serum levels of CD3*, CD4*, CD8*, CD3*, CD4*, CD38",
CD3*, CD4*, HLA-DR*, CD3*, CD8*, CD38* e CD3*, CD8*, HLA-DR* (human

leukocyte antigen) in patients with HIV/AIDS treated with FZDPG for six months were
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examined by flux cytometry and compared with levels of health controls. The initial
count of CD4* T lymphocytes in patients with HIV/AIDS was of 38-595 (247 + 133)
cells/ml. Specifically, 15 patients had a CD4+ T cell count inferior to 200 cells/mL and
7 had a count of over 350 cells/ml. Patients with HIV/AIDS showed better
immunological profile after receiving FZPDG (Jiang et al., 2013).

The herbal medicine Zam was investigated by Onifade et al. (2013). It
contains Nigella sativa and honey on a 60:40 proportion in its composition. The
recommended posology for adults is about 10 ml diluted in about 50 ml of warm
water, three times daily after each meal. For monthly monitoring, data and contact
information of each patient were registered.

Patients were counted daily and visited regularly after the beginning of
treatment with the herbal preparation to assess its efficacy, side effects, and toxicity.
The findings suggest improvement on symptoms and signs related to HIV infection
disappeared within 20 days after the beginning of treatment with statistical difference
(p <0,05). In addition the results also pointed for increased body weight, decreased
viral load to undetectable levels of <50 copies/ml, and improved CD4* levels, from
227 = 9 to 680 £ 12 mm3/uL. This study concluded that Zam is effective on the
treatment of HIV infection based on a significant improvement on both clinical and
laboratorial parameters (Onifade et al., 2013).

Godwin et al. (2014) performed a investigated the effects of a 8 weeks
treatment with the herbal medicine Jobelyn in 10 patients not receiving antiretroviral
treatment. The therapeutic schedule comprised of twice-daily dose of 500 mg.
Patients that received ART presented a statistical significant improvement on CD4* T
lymphocyte count during the study period of 12 weeks (p <0,01). On the other hand,

patients that received ART associated to Jobelyn showed a faster improvement
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within 6 weeks of treatment (p <0,001). Futhermore, data suggest that the intake of
Jobelyn contributed to improve CD4* T lymphocyte count (Ayuba et al., 2014).

Another trial carried out by Burack et al. (1996), in 1996 aimed at the
investigation of a Chinese formulation of (IGM-1) composed by 31 medicinal plants
and its effects on HIV-related symptoms. Participants were stratified by CD4* count in
two groups (0,200-0,349 x 10%L e 0,350-0,499 x 10%L) and then were assigned to
treatment groups using a series of random numbers for each group. Among the
ingredients contained in the 650 mg pill, the ones present in high concentrations
included Andrographis paniculata, Astragalus membranaceus, Ganoderma lucidum,
Isatis tinctoria, Laminaria japonica, Lonicera japonica, Milletia reticulate and
Oldenlandia diffusa. The negative control group received placebo pills composed
mainly by microcrystalinne cellulose (Burack et al., 1996).

On the study of Weber (1999), a total of 68 adults infected with HIV, and with
CD4+ lymphocyte count <0,5 x 10 (9) / L were included. The patients were assigned
randomly to receive doses of seven pills which included 35 Chinese herbs or placebo
and to be taken over six months on a daily basis. However, the treated individuals
showed no signs of improvement regarding clinical manifestations, CD4+ lymphocyte
counts or serum viral load.

Galarza et al. (2007) performed a double-blinded, randomized study with HIV-
related eosinophilic folliculitis. Sample was comprised by 40 patients with HIV-related
eosinophilic folliculitis that were assigned by systematic random sample in two
groups, one receiving different therapies. Therapy 1 consisted of 0,075% of
Capsaicin, whereas therapy 2 comprised 1% Menthol. Treatment on the affected
area was performed every 6 hours for 45 days. Response was good in 90% of

patients that received 0,075% of Capsaicin, in comparison with 40% of the group
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treated with 1% Menthol (p = 0,001). The effectiveness of topical therapies was
modified by CD4* T lymphocyte count (p <0,001). The presence of opportunistic
diseases (p = 0,252) did not affect therapy effectiveness. Topical therapy with
Capsaicin was effective and safe on the treatment of pruritus on HIV-related
eosinophilic folliculitis (Galarza et al., 2007).

Ellis et al. (2009), in a double-blinded clinical trial, assessed the effects of
Cannabis sativa on neuropathic pain refractory to analgesics in HIV-positive patients.
The concentrations of the active constituent, A°-tetrahydrocannabinol, ranged from 1
to 8% in the formulations given to patients. The therapeutic scheme consisted of an
alternated two weeks treatment, in which the patients had to smoke Cannabis 4
times a day during 5 days in each week of treatment. The trial considered 34
individuals eligible and 28 out of the total concluded the study. The data gathered
from the investigation suggest that the pain relief was enhanced by the use of
Cannabis, when compared to the negative control placebo. Furthermore, the side
effects experienced by the patients were mild and self-limited, with the exception of
two individuals with limiting toxicities. Therefore, the use of Cannabis was well
tolerated and effective when used for analgesic therapy on patients with refractory
pain (Ellis et al., 2009).

On a double-blinded randomized study, 58 patients used oral capsules of
Jingyuankang and ART, and the other 58 patients used Leucogen pill and ART for 6
weeks. Hematological parameters were monitored in order to stablish the effects of
Jingyuankang capsules on the leucocytes count in HIV-positive patients. The results
showed that the herbal formulation could improve blood cells count with minor to

non-existent secondary or side effects during the trial (Shi-qging et al., 2011).
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DISCUSSION

Medicinal plants can be a promising alternative for various diseases and
conditions, including viral infections associated with Human Immunodeficiency Virus
type 1 (HIV-1) and 2 (HIV-2) as genetic variabilities. A study published by Kurapati et
al. (2016), points out that a (alkaloid), lithospermic acid (phenolic compound) have
been proposed as promising candidates for anti-HIV agents. However, most of these
studies are in vitro, and too few investigations have been performed in vivo or in
human studies.

One example was a study published by Burack et al. (1996), in which
demonstrates that the anti-HIV activity of the tea infusion prepared from the Chinese
medicinal plant identified as Artemisia annua L. by using the validated cellular
systems were examined. The tea infusion of Artemisia annua was found to be highly
active with 1Cso values as low as 2.0 pg/mL. In addition, artemisinin was found as
inactive at 25 pg/mL and the related species Artemisia afra (not containing
artemisinin) has also shown a similar level of activity.

There were no statistically significant differences between the intervention
and placebo groups in the study compared to any of the variables examined in the
CD4* lymphocyte count. One of the factors that may have influenced the small
number of randomized clinical trials included in the study.

According to these studies, the reduction of CD4* lymphocytes. There was no

significant difference in relation to placebo, with (P = 0.19) (Figure 2).



Figure 2. Forest plot for the outcome CD4+ lymphocyte count.
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Considering infection vulnerability and HIV/AIDS treatment, the knowledge

regarding the taking of antiretroviral drugs and the use of phytotherapics and

medicinal plants is of utmost importance.

The forest plot depicted above shows that there was no difference between

control and intervention groups when the two included studies were taken into

consideration.

The study performed by Wang et al. (2006) showed a standard deviation

superior to the mean value, which represents contrasting results. On the other hand,

the study performed by Wilson et al. (2015) presented standard deviation inferior to

the mean value, indicating less data variation.

The magnitude of heterogeneity was verified mainly by 12 calculation, which

ranges from 0 to 100%. An I? superior to 50% indicates substantial heterogeneity

and, above 75%, indicates considerable heterogeneity. The questioning about the

validity of combine results increases with greater heterogeneity. It was verified a

heterogeneity of 0%, which represented a satisfactory result (Pereira & Galvao

2014).

The results of the clinical effectiveness of ZY-4 in patients with AIDS pointed

that the herbal medicine is better than placebo in enhancing CD4* lymphocytes

levels, besides reducing HIV viral load, increasing body mass, and the improving the

100
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symptoms. The use of other anti-HIV drugs was not allowed during the clinical trial;
however, the treatment of opportunistic infections was allowed on patients (Wang et
al., 2006).

On the other hand, the results from the clinical trial with S. frutescens were not
as good, since the herbal medicine did not induce a decrease in viral load neither an
increase on lymphocyte levels. The parameters analyzed during the investigation
were similar to the negative control during the whole interval of treatment. In addition,
two cases of tuberculosis in individuals with Isoniazid preventive therapy (IPT),
induced an increase in the mean load and total of infection in patients taking on S.
frutescens (Wilson et al., 2015).

Therefore, drug interactions between S. frutescens and Isoniazid require
additional studies. Adherence to treatment of tuberculosis (TB) and HIV/AIDS is of
important for infection control, in view that, even considering them as chronic
infections, the treatment of tuberculosis lasts six to nine months, depending on the
type of TB, while HIV/AIDS treatment lasts the whole life (Unaids 2015). The
coinfection HIV/TB results in mortality rates higher than infection of HIV alone (Vilela
et al., 2017; Lemos et al., 2012).

This study had several limitations. HIV-positive symptomatic adults were
included in a single place in KwaZulu-Natal. The inclusion of participants with a more
advanced HIV infection may have altered the results of the study in unpredictable
ways. However, known interactions between S. frutescens and antiretroviral drugs
prevented their inclusion on this study (Wilson et al., 2015; Mills et al., 2005; Minocha
et al., 2011).

Most participants of this study were women. This gender bias for inclusion in

clinical studies is a limiting factor, yet it has been observed in several other contexts.
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In addition, different forms of preparing S. frutescens for consume may alter the
chemistry and the availability of any bioactive compounds (Wilson et al., 2015).

The small number of included randomized clinical trials on this study may have
influenced on the absence of statistical significant differences between intervention
groups using herbal medicines and placebo.

The data selected to comprise this meta-analysis may be influenced by
publication bias which is a trend to publish results that are systematically different
from reality. The non-publication of results might be explained by a decision from the
author or the research financier to not submit unfavorable findings for publication; or
the editors of scientific journals that might not be interested in publishing results

without statistical significance.
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RESUMO

O interesse por espécies vegetais com acdo antiviral tem crescido exponencialmente e algumas tem
sido relatadas como possuidoras de propriedades anti-HIV. Essa pesquisa tem como objetivo realizar
o fracionamento fitoquimico biodirecionado pela atividade antirretroviral das cascas do caule da
espécie Lafoensia pacari. Trata-se de um estudo experimental in vitro e a metodologia envolve
preparo do material vegetal, obtenc¢éo do extrato etandlico, fracionamento, purificacéo, identificagéo e
quantificacdo das fragbes, extracdo acido-base, ressonancia magnética nuclear, teste de inibicdo da
TR do HIV-1 e estudos de docking molecular. A partir do fracionamento biodirecionado pela atividade
antirretroviral verificou-se uma maior atividade nas subfracBes acetandlica. Com destaque para a
subfracdo acetandlica neutros com 60,98% de inibicdo de TR e o acido elagico com 88,61 % de
inibicdo de TR e auséncia de citotoxicidade. Verificou-se com o teste de citotoxicidade em linhagem
de macrofagos que a fragdo cloroférmica foi mais toxica que a fragcdo acetandlica. A analise do
espectro J-resolvido na regido aromatica apresentou um simpleto em 7.48 e 6.93 ppm que foram
identificados como éacido elagico e acido galico respectivamente. A enzima 5TIQ obteve melhor
parametro de afinidade com o ligante acido elagico que foi confirmado pelos espectros HSQC-1H-13C.
O &4cido galico mostrou-se também favoravel a formar interacgdo com a enzima 5TIQ, sendo
confirmado através do espectro HSQC-1H-13C. Através da avaliagdo do PreADMET verificou-se que o
acido elagico € uma molécula promissora pela sua atividade de inibicdo da TR e parametros
farmacocinéticos e de toxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Antiviral. HIV. Docking molecular.
ABSTRACT

Interest in antiviral plant species has grown exponentially and some have been reported to have anti-
HIV properties. This research aims to perform the bio-directed phytochemical fractionation by
antiretroviral activity of Lafoensia pacari stem bark. This is an in vitro experimental study and the
methodology involves preparation of plant material, obtaining ethanolic extract, fractionation,
purification, identification and quantification of fractions, acid-base extraction, nuclear magnetic
resonance, HIV 1-RT inhibition test and molecular docking studies. From the fractionation biodirected
by the antiretroviral activity there was a higher activity in the acetanolic subfractions. Highlighting the
neutral acetanolic subfraction with 60.98% TR inhibition and ellagic acid with 88.61% TR inhibition and
absence of cytotoxicity. The macrophage lineage cytotoxicity test showed that the chloroform fraction
was more toxic than the acetanolic fraction. The analysis of the J-resolved spectrum in the aromatic
region was simplified at 7.48 and 6.93 ppm which were identified as ellagic acid and gallic acid
respectively. The 5TIQ enzyme obtained better affinity parameter with the ellagic acid ligand which
was confirmed by the HSQC-1H-13C spectra. Gallic acid was also favorable to form interaction with
the 5TIQ enzyme, being confirmed through the HSQC-1H-13C spectrum. From the PreADMET
evaluation it was found that ellagic acid is a promising molecule for its RT inhibition activity and

pharmacokinetic and toxicity parameters.
KEY WORDS: Antiviral. Virus. Molecular Docking.
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Introducéo

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) pertence a familia Retroviridae e
ao género Lentivius. Esse virus € responsavel pela base patolégica da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) [1] e no decorrer dos ultimos 30 anos a epidemia
dessa sindrome trouxe consequéncias devastadoras para familias, comunidades e
paises, sendo um dos maiores desafios para a saude publica [2]. NUmeros da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que em 2016 foram identificados
1,8 milhdo de novas infec¢des pelo virus HIV (um novo caso a cada 17 segundos) e
um total de 1 milhdo de mortes decorrentes de complicacdes da AIDS. De 1980 a
junho de 2017 foram identificados no pais 882.810 casos de AIDS no Brasil [3].

O pais tem registrado, anualmente, uma média de 40 mil novos casos da
epidemia nos ultimos cinco anos [4]. O Brasil foi 0 primeiro pais em desenvolvimento
gue iniciou a distribuicdo universal dos medicamentos via politica publica de saude
para doentes, e desde 1996, 0 acesso gratuito de todas as pessoas infectadas com
HIV aos antirretrovirais é garantido por lei [1, 5].

Entretanto, apesar de todo esse aparato medicamentoso, a faléncia
terapéutica ainda ocorre, principalmente em decorréncia da persisténcia e
mutagenicidade do HIV. A alta taxa de mutacdo da TR promove o surgimento de
novas cepas de HIV resistentes aos inibidores, inclusive o efavirenz, um inibidor da
transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideos (ITRNN) [6, 7, 8].

Tais aspectos tém impulsionado e justificado o crescente interesse de
diversos grupos de pesquisa visando a identificacdo e desenvolvimento de novas
substancias que possam ser utilizadas em substituicdo ou em combina¢do com os
antivirais em uso, a partir de pesquisas e moléculas isoladas de plantas.

A investigacdo da atividade anti-HIV de extratos vegetais e de moléculas
isoladas de plantas tem sido realizada a partir de compostos que interfiram em
varias partes do ciclo de replicacdo viral, destacando-se os inibidores da
transcriptase reversa (TR). Nas espécies vegetais com comprovada acao anti-TR
sdo realizados estudos fitoquimicos com a finalidade de identificacdo das
substancias envolvidas nesta acéo e para elucidagdo do mecanismo inibitorio [9].

A Lafoensia pacari A. St.-Hil. € uma espécie da familia Lythraceae, que

compreende 22 géneros amplamente distribuidos nos tropicos e sub-tropicos,
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embora alcancem as zonas moderadas. Geralmente vivem em areas Umidas de
costas fluviais, sendo o género Lafoensia sp. restrito ao continente Sul Americano.
Esta familia esta representada por uma média de 500 espécies, dentre as quais se
destaca a Lafoensia pacari, com distribuicdo no Brasil e no Paraguai [10].

Na medicina popular, essa espécie € utilizada como antipirético, cicatrizante,
ténico, analgésico, antiulcerogénico, antidiarreico e no tratamento do cancer [11, 12].
Estudos realizados com extratos das folhas de L. pacari indicaram atividade
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antinoceptiva, antidepressora e antidispéptica [13,
14, 15].[[

Nos ultimos anos, o interesse por espécies vegetais com acdo antiviral tem
crescido exponencialmente e algumas tem sido relatadas com propriedades anti-
HIV. A pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade antirretroviral, realizar a

identificacdo dos constituintes quimicos e estudos de docking da espécie L. pacari.

Material e Métodos

Coleta do material botanico e obtencéo do extrato etandlico bruto

A coleta das cascas do caule de Lafoensia pacari foi realizada no estado de
Goias no ano de 2007. E identificada com o nimero de registro 3535 no herbario da
Universidade de Brasilia (UnB). O extrato etandlico das cascas do caule de L. pacari
foi preparado através do método de percolacdo. Esse procedimento foi repetido até
extracao exaustiva do material vegetal.

A amostra liquida obtida foi entdo submetida a concentragcdo em evaporador

rotatério sob pressao reduzida até a obtencao do extrato etandlico bruto (EEB) [16].

Métodos de Fracionamento e Purificacao

Foi realizada a extragdo liquido-liquido para separacdo dos compostos. O
EEB das cascas do caule de L. pacari foi solubilizado em &agua e metanol
(MeOH:H20 8:2) e fracionado através do método de extracéo liquido-liquido (ELL),
utilizando os solventes em ordem crescente de polaridade: cloroformio (CHCIs),
acetato de etila (AcOET) e butanol (BuTOH).



71

Inicialmente foi adicionado ao EEB uma solugcéo de MeOH:H20 na proporgéao
de 8:2 e depois CHCIs. Apdés a separacdo da fracdo cloroférmica; na fracdo
hidrometandlica proveniente desta primeira separacao foi adicionado AcCOET. Apos a
separacao da fracdo acetandlica, foi adicionado BUTOH a fracdo hidrometandlica
resultante. Todas as fragGes (Fluxograma 1) foram concentradas em rotaevaporador
e submetidas ao ensaio de Transcriptase Reversa (TR) (Fluxograma 1).

Fluxograma 1. Frac¢@es obtidas através da ELL do EEB da L. pacari

Extrato ETOH L.

pacari
| |
Fracdo CHCIs Fracdo H20 Fracéo insoluvel
em MeOH e H20
| |
Fracéo insolavel Fracédo H20 Fracdo ACOET

em AcOET

Fracdo BuTOH

( Fracdo H20

.

Teste inibigdo transcriptase reversa (TR)

Neste estudo foi utilizado um método colorimétrico quantitativo
imunoenzimatico para determinar a atividade de inibicdo da TR, de acordo com o
protocolo do fabricante (Reverse Transcriptase Assay, Roche , Germany), segundo
a metodologia descrita por Ferreira; Riffel; Goulart Sant'ana (2010) [1]. No teste de

inibicdo da TR do HIV-1, a TR é requerida para a sintese de DNA proviral e usa o
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RNA genbmico viral como um molde para esta sintese. Foi utilizado TR
recombinante do HIV-1, diluida em tampao de lise na concentracdo de 2 ng/poco e
um tempo de incubacdo de 2 horas. Foram adicionados em uma placa de 96 pocos,
40uL da solucdo com nucleotideos e o template/primer, 40uL de tampéao de lise com
4ng de TR recombinante do HIV-1 e 40uL de tampéo de lise com os extratos a
serem testados.

Esta placa foi incubada por 2 horas a 37 °C, para que a TR utilizando o
template/primer, pudesse produzir DNA proviral, incorporando nucleotideos
marcados com digoxigenina e biotina. Apds a incubacdo foram transferidos 60uL
desta mistura para cada po¢o de uma placa tratada com estreptavidina, incubando-
se por 1h a 37°C para que a biotina pudesse ligar o DNA proviral sintetizado, a
superficie da microplaca revestida com estreptavidina. A seguir, cada poco foi
lavado cinco vezes com 250 pL de tampédo de lavagem e foram adicionados 200
uL/poco, da solugcdo de anticorpos antidigoxigenina conjugados a peroxidase (anti-
DIG-POD) na concentracédo de 200 mU/mL. Incubou-se a placa por 1 hora a 37 °C, a
fim de que o anti-DIG-POD se ligasse ao DNA marcado com digoxigenina.

Removeu-se entdo a solucdo dos pocos e estes foram novamente lavados
cinco vezes com 250 uL de tampé&o de lavagem. Na etapa final adicionou-se 200
pL/poco, do substrato para peroxidase, ABTS. A enzima peroxidase cataliza a
clivagem do substrato, produzindo um produto de reacdo colorimétrica. A
intensidade da coloracdo das amostras foi determinada utilizando-se um leitor de
microplaca no comprimento de onda de 490nm. A intensidade da coloracao, e
consequentemente a absorbancia estd diretamente correlacionada ao nivel de

atividade da TR na amostra.

Extracdo acido-base

As fracdes bioativas foram separadamente submetidas ao processo de
extracao acido-base (EAB), utilizando as solu¢des de &cido cloridrico (HCl) a0,1 M e
hidréxido de sédio (NaOH) a 0,1 M [17].

A fracdo CHCIs foi solubilizada em CHCIs e adicionada a solucdo aquosa de
NaOH 0,1 M, o que possibilitou a obtencéo da fracdo de sais acidos (fracdo aquosa)

e da fracdo de compostos basicos e neutros (fracdo cloroférmica). A fracdo de sais
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acidos foi adicionado HCl a 0,1 M até o pH 1,0 restaurando o carater acido dos
compostos. Estes compostos foram extraidos com AcOET e secos com sulfato de
sodio anidro (Na2S0a), resultando nas fragdes compostos acidos e emulsdo acidos
(Fluxograma 2).

A fracdo CHCIs neutros e basicos foi tratada com HCl a 0,1M, que possibilitou
a extracdo dos seus sais basicos (fracdo aquosa). A esses foi adicionado NaOH até
pH 10 e solugdo de CHCIs. Na fracdo orgéanica obteve-se 0os compostos basicos,
apos ser lavada com agua e seca com Na2SOa4. A fragdo agua neutros foi logo
lavada com agua e seca com Na2SOs para dar origem aos compostos neutros
(Fluxograma 2). Todas as subfragdes foram concentradas em rotaevaporador.

A fracdo AcOET foi solubilizada com MeOH e foi adicionado NaOH a 0,1 M,
formando sais acidos (fracdo aquosa) que posteriormente foram tratados com HCIl a
0,1 M, restaurando seu carater acido, e AcCOET, obtendo seus compostos &cidos
(fracdo aquosa), compostos acidos insoluvel em AcOET e H20 e fracdo AcOET, que
foi lavada com agua e seca com Na2S04 dando origem aos compostos acidos
(fracdo AcCOET) e H20 de lavagem compostos &cidos (fracdo aquosa) (Fluxograma
3).

A fracdo AcOET bésicos e neutros foi tratada com HCI a 0,1M, e obteve-se 0s
compostos neutros (fracdo ACOET) e sais basicos (fracdo aquosa), estes sais foram
tratados com NaOH a 0,1 M, restaurando o carater basico de seus compostos, e
AcOET, gerando seus compostos basicos (fracdo AcOET) e H20 de lavagem
compostos bésicos (fracdo aquosa) (Fluxograma 3). Todas as subfracdes obtidas

foram concentradas em rotaevaporador.
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Fluxograma 2 - Subfragfes obtidas a partir da EAB da fragdo CHCls.
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Fluxograma 3 - Subfragfes obtidas a partir da EAB da fragdo AcOET.
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Andlises de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de Ressonancia magnética nuclear (RMN) foram analisados a
20°C em espectrometro Bruker AVANCE operando a 400 MHz na frequéncia do
hidrogénio. O MeOD-d4 e o DMSO-d6 foi usado para o chaveamento do campo
magnético (“lock”). Cada espectro de RMN-'H foi realizado com 128 pulsos (10 min
e 26 s), o tempo de aquisicdo = 2,72 s, largura espectral = 16 ppm, tamanho do fid =
32K, largura de pulso (P1) de 30° (10,5 s) e atraso de relaxamento (delay-d1) de 2 s.

O experimento J-resolvido foi adquirido com 32 pulsos por 8192 x 128 pontos,
largura espectral = 5.208 KHz e 60 Hz acoplamento spin-spin e atraso de
relaxamento = 1,5 s. O experimento COSY 'H-'H foi realizado com 32 pulsos por
2048 x 512 pontos, largura espectral = 13 ppm em ambas as dimensdes com o d1 =
1,5s.

Os experimentos HMBC H-13C e HSQC EDITADO H-3C foram realizados
com 64 pulsos por 4,096 x 512 pontos, largura espectral = 5208 KHz para 22,149
KHz 'H e do 3C com d1 = 1,5 s. Os espectros foram processados com o emprego
do software TopSpin versao 2.1 (Bruker), com uma linha de alargamento (Ib) =0,3 Hz
e correcdo da fase, correcdo da linha de base e calibracdo pelo padrdo interno

(TSP) com sinal em 0,0 ppm.

Determinacgdo da viabilidade celular

Macrofagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em triplicatas em placas
de 96 pocos, na concentragdo de 1 x 10° células/poco e incubadas em estufa a 37
°C com atmosfera Umida contendo 7% de CO:2 over night, para adesdo dos
macréfagos a placa. Apos esse periodo, o meio sobrenadante foi retirado para
remocao das células ndo aderentes e diferentes concentracdes das substancias (1,
10, 100 pg) foram acrescentadas aos pocos e mantidas em estufa de CO2 por 48
horas [18].

Apos esse periodo, 100 pL de solugcéo de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) (5 mg/10mL) foi adicionado aos poc¢os e mantidos por 1
hora em estufa de CO2. Apos esse periodo, o sobrenadante foi descartado e 100 L
de DMSO foi adicionado aos po¢cos e em seguida realizada a leitura em leitor de
ELISA a 550 nm. Os pogos controles apresentam células cultivadas somente com
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meio de cultura ou células cultivadas na presenca do diluente das amostras (DMSO,
Sigma). A viabilidade celular das culturas tratadas com as substancias foi

comparada ao padrao de morte obtido nas culturas controle [18].

Docking Molecular

Foi realizado PreADMET que corresponde a um aplicativo baseado na web
para prever dados ADMET e criar uma biblioteca semelhante a drogas usando o
meétodo in Silico. Através do ADMET é possivel de se prever analises como:
Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excre¢cdo e Toxicidade que constituem a
farmacocinética de uma molécula candidata a farmaco. Atualmente se tem uma
série de ferramentas computacionais on-line e off-line que ajudam a prever e
analisar os perfis ADME dos ligantes, como base da sua estrutura e a interagao
entre o ligate e o receptor [19]. Dados como predi¢cdo e descritores da droga como
mutagenicidade, dosagem toxicolégica para diferentes tecidos e propriedades
farmacologicamente relevantes do composto em analise, podem ser previstos
utilizando o servidor Preadmet [20-22].

A estruturas 3D da Major Capsid protein (Proteina principal do capsideo) do
PBCV-1 foi obtida no banco de dados de proteinas (PDB) (PRONTEIN DATA BANK,
2018) com o coédigo (5TIQ). As estruturas 3D do &cido galico (AG), acido elagico
(AE) e da punicalagina (PU) foram obtidas no PUBCHEM com os cddigos 370,
5281855 e 16129869, respectivamente.

Todos os procedimentos de ancoragem utilizaram o pacote Autodock 4.2 [23,
24, 25]. As proteinas e ligantes foram preparados para simulacfes de encaixe com
AutoDock Tools (ADT), verséo 1.5.6 [26]. O receptor foi considerado rigido enquanto
que cada ligante era considerado flexivel. As cargas parciais Gasteiger [27] foram
calculadas ap6s a adicdo de todos os hidrogénios. Os atomos de hidrogénio nao
polares de proteinas e ligantes foram subsequentemente mesclados. Foi gerada
uma caixa ctbica de 60 x 60 x 60 pontos com espacagem de 0,35 A entre os pontos
da grade para todo o alvo da proteina. Os métodos de pesquisa Lamarckianos
Genéticos Globais (LGA) [28] e a pesquisa local (LS) pseudo-Solis e Wets [29] foram
aplicados na pesquisa de ancoragem. Cada ligante foi submetido a 100 execugdes

independentes de simulagbes de ancoragem [30]. O resto dos parametros de
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ancoragem foram definidos como os valores padrdo. As conformagfes acopladas
resultantes foram agrupadas em familias de acordo com o RMSD (Root-Mean-
Square Deviation). As coordenadas dos complexos selecionados para uma analise
mais detalhada foram escolhidas usando o critério da menor conformacédo de

encaixe do cluster com menor energia combinada com inspec¢ao visual.

Anélise estatistica

Foi realizada andlise multivariada em gque os espectros de RMN-'H otimizados
foram reduzidos (6 0,3-10,0 ppm) e divididos em regides de largura (bucket = 0,0005
ppm), normalizados e alinhados através do programa MATLAB versdo 2015a. A
regidao de & 4,7-5,0 ppm foi excluida da analise por causa do sinal residual do
metanol. As andlises de componentes principais (PCA) e andlises discriminantes
ortogonal por minimos quadrados parciais (OPLS-DA) foram realizadas com o
emprego do software SIMCA-P (versdo 14.0, Umetrics, Umed, Suécia) com
escalonamento baseado no método de Unica variancia (UV).

Os dados obtidos da determinagédo da citotoxicidade das amostras vegetais
da espécie L. pacari em macrofagos foram expressos como média * erro padrdo da
média (M £ E.P.M.) ap0s analise estatistica empregando-se analise de variancia
(ANOVA) one-way seguido pelo pés-teste de Dunnett, onde as diferencas entre as
médias foram consideradas significantes quando p*< 0,05, p**< 0,01 e p***< 0,001
ao ser comparado ao grupo controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fracionamento biodirecionado pela atividade de inibicdo da TR

Foram obtidos 1783,20g de (EEB) das cascas do caule de L. pacari, com
rendimento de 85,43%. Todas as fragcdes obtidas apos a ELL/EAB foram submetidas
ao ensaio de TR. Possivelmente a alta polaridade e complexidade dos constituintes
quimicos desta espécie fizeram surgir subfracdes atipicas deste processo de
extracdo &cido-base. Estas subfracdes foram codificadas como fracdo agua-acida,
agua compostos acidos, agua de lavagem compostos acidos e agua de lavagem

compostos basicos.
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Nas pesquisas de Firmo, Miranda, Coutinho, Barboza, Alves, Olea. (2015),
[31] no género Lafoensia foram identificados em maior quantidade os compostos
acidos, seguido de triterpenos, saponinas, flavonoides e acetofenonas, garantindo
gue os compostos acidos representam o fator de atividade biologica da espécie.

A partir do fracionamento biodirecionado pela atividade antirretroviral
verificou-se uma maior atividade nas subfracbes acetanodlicas. Na sufracédo
acetanolica agua lavagem acidos obteve-se 88,82% de inibicdo de TR. A subfracéo
acetanolica H20 4&cidos apresentou 87,63% de inibicdo de TR. A subfracdo
acetanolica neutros apresentou 60,98% de inibicdo de TR, seguida da subfracao
cloroférmica neutros com 41,46 % e a subfracéo cloroférmica acidos que apresentou
37,6% de inibicdo de TR. Comparando-se ao medicamento Efavirenz verificou-se
uma atividade de inibicdo da TR no acido elagico de 88,61% e no acido galico 0 %
de inibicdo da TR (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antirretroviral do extrato, fracoes e subfractes de L. pacari.

Tipo de extracéo Fracdes Atividade de
inibicdo (TR)%
= e —— 73,15
Fracdo da ELL Fracdo CHCIs 53,05
SubF. CHCIs (neutros) 41,46
SubF. CHCIs (agua/acidos) 30
Fracdes da EAB SubF. CHCIs (4cidos) 37,6
SubF. CHCI3 (emulséo acidos) 29,22
SubF. CHCIs (basicos) 22,55
Fracdo da ELL Fracdo insolivel AcOEt 69,14
Fracdo da ELL Fracdo AcOEt 74,82
SubF. AcOET (neutros) 60,98
SubF. AcOET (H20 &cidos) 87,65
FracOes da EAB El,Jb.F' ACOET  (agua lavagem 25,69
asicos)
SubF. AcOET (4gua lavagem &cidos) 88,82
SubF. AcOET (acidos) 87,65
Fracdo da ELL Fracdo aquosa 72,55
Padrbes
Acido Elagico | ceemmeemmeemee s 88,61
Acido Gélico | srmmmeememmeeeee e 0
Efavirenz (controle) | ---------rmmmmmmm e 100

EEB: extrato etandlico bruto. ELL: extracdo liquido liquido. EAB:extracdo éacido base. CHCls:
cloroférmio. AcOEt: acetato. SubF(Subfragéo).

Foram realizados os experimentos de ressonancia magnética nuclear das

amostras submetidas ao teste da TR%. O perfil dos espectros de RMN-'H das
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subfracbes obtidas do extrato etandlico da L. pacari classificadas pela atividade
(TR%) de cada subfragcdo demonstram complexidade em suas composi¢des, pois
tratam de mistura de compostos de diferentes polaridades. Para maioria das
subfracdes é possivel observar sinais caracteristicos de compostos aromaticos (6 a

9 ppm), agucares (3 a 5.5 ppm) e compostos alifaticos (0.5 a 2 ppm) (Figura 1).



81

Figura 1: Perfil dos espectros de RMN-'H das subfracées obtidas do extrato
etandlico da L. pacari classificadas pela atividade (TR%) de cada subfracao.
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Foi realizada a analise dos componentes principais que mostrou uma
variancia total das componentes principais 1 e 2 de 83,11% dos dados de RMN de
hidrogénio de cada subfragcdo, com o intuito de identificar as diferencas entre as
subfracdes e assim identificar os compostos através dos sinais indicados na PCA;
cada ponto se refere a um espectro de ressonancia de hidrogénio (Figura 2). A PCA
mostrou que ndo foi possivel separar as subfracbes mais ativas mostrando que as
mesmas estdo aleatoérias, devido a variancia dos perfis dos metabolitos detectados
nas subfracbes semelhantes ndo ocorreu a separacdo mais efetiva das subfracdes
mais ativas. Apenas as subfracdes 41,46%, 25,69% e 29,22% foram separadas pela
componente principal 1 (PC1).

Figura 2. Escores da PCA das subfracbes obtidas do extrato etandlico da L. pacari
classificadas pela atividade (TR%) de cada subfracéo.

2001

L e L m e e e e L e e o e e N E o e o L e e e e e L m |

-400 =300 -200 -100 o 100 200 300
1]
R2X[1] = 0,626 R2x[2] = 0,205 E11ipse: Hotelling's T2 (95%)

Visando separar as fragdes mais ativas das menos ativas, foi realizada uma
PCA contendo 6 subfracbes, sendo 3 com maior percentual de atividade (88,82,
87,65 e 87,65%) e 3 com percentual de atividade (37,6, 22,55 e 60,98%). A PCA
explicou 92,8% da variancia total dos dados através das componentes 1 e 2, e,
conforme apresentado na figura 3A houve a separacao das fracées mais ativas das

menos ativas através da PC1l (71,5%). Para identificar os compostos que
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caracterizam a classe das fragdes mais ativas que foram separadas na PCA foi
realizada uma analise dos carregamentos da PC1 (Figura 3B). A figura 3B indica os
picos dos discriminantes para cada classe, as fracbes mais ativas estao
caracterizadas pela alta concentracdo de compostos aromaticos (6 a 9 ppm) e
acucares (3 a 5 ppm, picos de fase positiva). Enquanto que as fracdes menos ativas
possuem uma alta concentragdo de compostos alifaticos (0,8 a 2,5 ppm),
provavelmente triterpenos (picos de fase negativa). Sinais com fase positiva sdo
referentes as subfracfes 87,65%, 88,82% e 87,65% e sinais com fase negativa sao
referentes as subfracdes 22,55%, 37,60% e 60,98%.

Figura 3. (A) Escores da PCA (71,5 % PC1 e 21,3% PC2) das 6 subfracfes obtidas
do extrato etandlico da L. pacari classificadas pela atividade (TR%) de cada
subfracdo. (B) Loadings referentes a PC1 (71,5 %) com os sinais de RMN
discriminantes entre as subfracdes.
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Com o objetivo de identificar os compostos discriminantes das subfracdes
mais ativas apresentados nos carregamentos da PC1, realizou-se experimentos
RMN-H, J-resolvido *H-*H, HSQC-'H-13C e HMBC-'H-13C da subfracdo acetandlica
(Agua lavagem éacidos) 88,82%, a mais ativa. A andlise do espectro de RMN-H da
subfracdo acetandlica (dgua lavagem acidos) (88,82%) apresentou sinais
caracteristicos de compostos alifaticos, acucares e compostos aromaticos.

Como a analise da PCA demonstrou uma alta concentracdo de compostos
aromaticos e acucares, decidiu-se focar a identificacdo dos metabdlitos na regido
aromatica, uma vez que a regido de acucares é muito complexa por apresentar
sobreposicao de sinais. A analise do espectro J-resolvido na regido aromatica entre
6 e 8 ppm apresentou um grande numero de simpletos (Figura 4), um simpleto em
7.48 e 6.93 ppm foram identificados como &cido elagico e &cido galico
respectivamente (Figura 4).

O &cido elagico foi confirmado pelos espectros HSQC-'H-13C, que resultou no
acoplamento do H-5 (7.48 ppm) com o C-5 em 110.63 ppm, e HMBC-'H-13C que
permitiu detectar as correlagdes do H-5 com os carbonos a longa distancia C-1 em
112.4 ppm, C-2 em 136.8 ppm, C-3 em 139.2 ppm, C-4 em 148.2 ppm, C-6 em
107.6 ppm e C-7 em 159.4 ppm (Tabela 2).

O &cido galico foi confirmado através do espectro HSQC-'H-13C que mostrou
a correlacdo direta entre o H-2 e H-6 em 6.93 ppm e 0 C-2 e C-6 em 109.1 ppm
(Figura 5), no espectro HMBC-'H-13C foi possivel observar as correlacdes do H-2
com os carbonos C-1 em 121.01 ppm, C-7 em 167.8 ppm, C-3 em 145.2 ppm e C-4
em 138,3 ppm.

Ao analisar a regido aromatica de 6.40 a 6.85 notou-se um grande nimero de
simpletos e no espectro HMBC 'H-13C da subfracdo acetandlica agua lavagem
acidos (88,83%) observou-se um padrdo de acoplamentos que sugerem a estrutura
de elagitaninos. Foram observados acoplamentos dos hidrogénios em 6,40 ppm,
6,52 ppm, 6,58 ppm, 6,66 ppm, 6,77 ppm com 0s respectivos carbonos em 168,5
ppm, 144,1 ppm, 135,0 ppm e 114,2 ppm permitindo especular as presencas da a e
B punicalagina (Figura 6) [32]. No entanto, no espectro HMBC néao foi observado os

acoplamentos dos hidrogénios da unidade de acUcar com as carbonilas da
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punicalagina, porém vale salientar que essas moléculas ja foram identificadas na L.

pacari [33].
Figura 4. Espectros de RMN-1H (A) e J-resolvido 'H-'H (B) expandidos na regido de

compostos aromaticos da subfracdo acetandlica 4gua lavagem acidos (88.82%) da
L. pacari obtidos em metanol-d4.
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Figura 5: Regido do espectro HSQC 'H-3C (A) e HMBC !H-13C com regido de

compostos aromaticos da subfracdo acetato agua de lavagem acidos (88.83%) da L.

pacari obtido em metanol-d4.
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Tabela 1: Correlacées 'H e 3C a longa distancia (HMBC) referentes ao acido
elagico, acido galico e elagitanino obtidos em metanol-d4.

Composto H 13C

112,4 (C-1-1), 136,8 (C-2-2),

Elégﬁ:‘i)‘do 7,48 (H-5-5")  139,2 (C-3-3), 148,2 (C-4-4’), 107,6 (C-
6-6’), 159,4 (C-7-7")
Acido Galico 6,93 (H-2) 121(’((:’_;?,‘11)3;81,27(’2_2()3'7)’ 145.2
6,40 114,2, 135,0, 144,1, 168,5
650 114,2 (C-14), 135,0 (C-16), 144,1
’ (C-15), 168,5 (C-20)
5 58 114,2 (C-14), 135,0 (C-16), 144,1
Elagitanino* ' (C-15), 168,5 (C-20)
566 114,2 (C-14), 135,0 (C-16), 144,1
’ (C-15), 168,5 (C-20)
677 114,2 (C-14), 135,0 (C-16), 144,1

(C-15), 168,5 (C-20)

Figura 6. Estruturas do Acido Elagico, Acido Galico, a e B Punicalaginas.

ACIDO GALICO

a-PUNICALAGINA R=H R'=OH
B-PUNICALAGINA R=OH R'=H
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Pesquisas sobre o0s constituintes quimicos presentes em L. pacari
demonstraram a presenca de compostos fendlicos. Dentre os compostos fendlicos
encontrados pertencentes ao grupo de taninos, estdo os polifendlicos, que podem
ser divididos em duas classes: elagitaninos e galotaninos [34, 35].

Dentre os compostos fendlicos encontrados nesta espécie, estdo o0s
derivados do acido benzdéico, como o acido galico e seu produto de dimerizacao
(acido hexa-hidroxi-difénico) e derivados, especialmente o é&cido elagico,
principalmente na forma de taninos hidrolisaveis. Assim como polifendis derivados
da via do acetato-polimalato, principalmente os flavondides e seus heterosideos
além de taninos condensados [34].

A punicalagina é o principal constituinte elagitanino identificado na espécie L.
pacari [33]. No entanto, os principios ativos responsaveis pela maioria dos efeitos
biol6gicos da espécie ainda ndo foram completamente elucidados.

As amostras em quantidade suficiente foram submetidas aos testes de
citotoxicidade das amostras vegetais da espécie L. pacari (1, 10, 100 pg/mL) em
macréfagos J774.Al (teste de MTT) (Tabela 2).

O método MTT avalia a atividade metabdlica das células, quantificando a
reducdo metabdlica do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio)
realizada pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase associadas ao NADPH
e ao NADH, que resulta na producéo de cristais de formazan (coloracéo arroxeada e
insolivel em agua), permitindo assim, avaliar a atividade de desidrogenases
mitocondriais, sendo quantificado através de espectrofotometria [18].

Apesar de muito ativo (73,15% de inibicdo de TR), o extrato etandlico bruto
promoveu citotoxicidade maxima na concentracdo de 100 = 0 pg/mL. Seu
fracionamento biodirecionado resultou nas fracbes mais ativas: subfracéo
acetandlica agua lavagem acidos que promoveu 88,82% de inibicdo de TR e
citotoxicidade de 38,2 + 7,6 até 100 pg/L. Merecem destaque a subfragao
acetanolica neutros com 60,98% de inibicdo de TR e o acido elagico com 88,61% de
inibicdo de TR e e auséncia de citotoxicidade.

As amostras que nao apresentaram toxicidade estatisticamente significante

para macréfagos J774.A1 até a concentragdo maxima testada (100 pg/L) foram a
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Subfracdo acetato compostos neutros, Subfracdo acetandlica acidos, Subfracdo
agquosa compostos acidos, Fracdo aquosa, Efavirenz e o Acido elagico.

A partir deste experimento foi possivel observar que as seguintes amostras
apresentaram toxicidade até a concentracdo maxima testada (100 pg/L): Extrato
etandlico bruto (100 + 0), Fracdo acetandlica (69,6 + 2,3), Subfracdo acetandlica
agua de lavagem compostos basicos (90,8 + 2,2), Subfracdo acetandlica agua de
lavagem compostos acidos (38,2 + 7,6), Fracao cloroformica (97,7 + 2,1), Subfracao
cloroférmica acidos (94,6 + 7,6), Subfracdo cloroformica neutros (74,0 £ 2,0),
Subfracdo cloroférmica bésicos (63,0 £ 3,8), Subfracdo cloroférmica dgua &cidos
(27,0 + 7,4), Subfracdo cloroférmica emulsédo acidos (43,3 * 4,5), Atazanavir (86,0 +
4,3), Raltegravir (100 + 0) e Acido galico (100 + 0) (Tabela 2).



90

Tabela 2. Determinacdo da citotoxicidade das amostras vegetais da espécie L.
pacari (1, 10, 100 pg/mL) em macréfagos J774.Al (teste de MTT).

Tipo de extracdo Fracbes CI50 (pg/mL) Toxicidade maxima (%)
EEB 55+0 100 + 0***
Fracdo da ELL Fracao cloroférmica 56 £ 0,6 97,7 £ 2,1%**
Fracdes da EAB Subfracao cloroférmica 48,7+ 2,9 94,6 £ 7,6***

acidos

Subfracao cloroférmica 70,7+1.2 74,0 £ 2,0%**

neutros

Subfracao cloroférmica 81,3+22 63,0 + 3,8*

bésicos

Subfracédo cloroférmica >100 27,0+ 7,4

agua acidos

Subfracédo cloroférmica >100 43,3 £ 4,5

emulsao 4cidos
Fracao da ELL Fragéo acetandlica 74,1+£1,2 69,6 £ 2,3***
Fracdes da EAB Subfracéo acetatandlica >100 NA

compostos neutros

Subfracdo aquosa >100 NA

compostos 4cidos

Subfragcéo acetandlica 59,3+ 0,7 90,8 + 2,2*%**

agua de lavagem

compostos bésicos

Subfragcéo acetandlica >100 38,2 + 7,6

agua de lavagem

compostos acidos

Subfracéo. acetandlica >100 NA

acidos
Fracao da ELL Fracdo aquosa >100 NA
Padrdes CI150 (ug/mL) Toxicidade maxima (%)
Efavirenz >100 NA
Atazanavir 61,7+£15 86,0 £ 4,3***
Raltegravir 32,4+1,8 100 + O***
Acido gélico 19,8+0,2 100 + O***
Acido elagico >100 NA

aConcentracdo inibitéria 50 (Clso) calculada a partir da curva dose-resposta. ? Média + erro padrdo da
meédia da citotoxicidade méxima em triplicata. Os valores de efeito maximo foram considerados
significantes quando * p <0,05, ** p <0,01, e *** p <0, 001 comparados com o grupo DMSO 0.1%;
NA: Nao apresentou citotoxicidade maxima até a concentracdo de 100 pg/mL comparado com o
grupo DMSO.

Destas as mais toxicas séo: Extrato etandlico bruto que em 55 + 0 pg/L que
foi letal para 100% dos macrofagos. Raltegravir em 32,4 + 1,8 ug/L letal para 100%
das céluas de macréfagos. Acido géalico em 19,8 + 0,2 pg/L letal para 100% das
células. Atazanavir em 61,7 + 1,5 ug/L letal para 86,0 + 4,3% das células de
macrofagos. Fracdo cloroférmica em 56 + 0,6 ug/L letal para 97,7 £ 2,1 % das
células de macréfagos.

As amostras: Subfracdo acetandlica agua de lavagem compostos &cidos,

subfracdo cloroformica agua acidos, subfracdo cloroférmica emulsdo acidos séo
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pouco toxicas por isso ndo tiveram Clso calculado, pois apresentaram toxicidade
méaxima (%) menor que 50%.

Vale destacar que o veiculo utilizado para solubilizar todas as substancias
(DMSO 0,1%) nao apresentou efeito toxico significante para a célula (dados nao
mostrados), quando comparado ao controle negativo (células cultivadas apenas em
meio de cultura). Desta forma, a toxicidade das substancias ndo pode ser atribuida a
presenca de DMSO na cultura.

Verifica-se com os resultados que a toxicidade de uma substancia € um
evento complexo que pode causar danos celulares, promover efeitos fisiologicos e
sistémicos. A citotoxicidade de uma substancia refere-se a sua capacidade de
induzir a morte celular. Pode ser utilizado também para definir concentracdes ideais
de substéancias, refletindo na investigacéo de suas potenciais atividades in vitro [35].

Dos farmacos utilizados no teste de citotoxidade o atazanavir e o raltegravir
foram os mais toxicos. Eventos adversos associados a terapéutica vém sendo
descritos em pessoas com HIV em uso de TARV, trazendo outras demandas aos
servicos responsaveis pelo cuidado integral a esses pacientes. Destaca-se a
sindrome lipodistréfica do HIV, caracterizada por dislipidemias, alteracdes glicEmicas
e alteracbes morfolégicas com lipoatrofia e lipohipertrofia. Alguns estudos
observacionais revelaram que a incidéncia de evento cardiovascular em pacientes
infectados pelo HIV em TARV é maior do que aquela observada na populacdo em
geral [37].

Sao relatados na literatura ensaios de citotoxicidade da espécie L. pacari,
utilizando outras metodologias como o teste do micronicleo e com linhagens
celulares humanas de cancer. O extrato metandlico preparado das cascas induzem
as células a apoptose sobre o comportamento das linhagens celulares humanas de
cancer U-937, Daudi, Jurkat, HeLa, HRT-18 e SY5Y e de células mononucleares do
sangue periférico e de camundongos in vitro [38]. Verificou-se que a gemin D e
punicalagina isoladas da L. pacari demonstraram relevantes efeitos antigenotoxico e
citotoxico, indicando que eles podem ser provaveis candidatos para
quimioprevencao ou desenvolvimento de novas terapias para o cancer [33].

Verificou-se também o efeito citotoxico extrato etandlico das folhas de L.
pacari moderado em cepas bacterianas de Salmonella typhimurium TA98 e TA100
[36].
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Foram analisados os parametros de afinidade de docking molecular do acido
gélico (AG), acido elagico (AE) e punicalagina (PU) com a enzima 5TIQ pelo
programa Autodock®4.2 (Tabela 3).

Tabela 3: Parametros de afinidade de docking molecular do acido galico (AG), acido
elagico (AE) e punicalagina (PU) com a enzima 5TIQ pelo programa Autodock® 4.2,

Complexo
(Proteina-

Aminoacidos que

_a jbp
AGying Ki interagem por ponte

(kcal/mol)  (UM)

Aminoéacidos que fazem
interacdo hidrofébica®

ligante) de hidrogénio®

HIS96, VAL381,
5TIQ/AG -5,48 96uM LYS101 ILE382, GLY99, LEU100
5TIQ/AE -8,01 1,34uM  PRO236, LYS101 PHE227, LEU234, HIS235,

TYR318, LEU100, LYS108
ILE178, VAL179, TYR181,
5TIQ/PU 249,41 - ILElE?(’Sli\éflo& TYR193, PHE227,
VAL106, PRO226
a Ligacgao de energia na melhor conformacéo; ® Constante de inibicdo da melhor conformagéo.
HIS (Histidina). GLI (Glicina), ILE (Isoleucina), LEU (Leucina), LYS (Lisina), PRO (Prolina), PHE
(Fenilalanina), TYR (Tirosina), VAL (Valina).

A enzima 5TIQ obteve melhor parametro de afinidade com o ligante acido
elagico. A energia de Gibbs obtida nessa interacao foi de -8,01 Kcal/mol. O AE faz
ligacdes de hidrogénio com os residuos PR0O236, LYS102 do sitio ativo da enzima,
além de interacBes hidrofobicas com os residuos PHE227, LEU234, HIS235,
TYR318, LEU100, LYS108.

O acido galico mostrou-se também favoravel a formar interagdo com a enzima
5TIQ, com energia de -5,48 Kcal/mol. Os residuos HIS96, VAL381, LYS101 formam
ligacdes de hidrogénio com o AG, enquanto os residuos ILE382, GLY99, LEU100
formam ligacdes de Van der Waals com esse acido.

O ligante punicalagina ndo se mostrou favoravel a interagir com a enzima,
pois a energia de Gibbs obtida é altamente positiva de 249 Kcal/mol. Nesse
complexo sao observadas ligacdes de hidrogénio da PU no sitio ativo da enzima
com os residuos de aminoéacidos ILE180, LYS103, LYS101, bem como interagdes
hidrofébicas com os residuos ILE178, VAL179, TYR181, TYR193, PHE227, VAL106,
PRO226.

Os resultados de docking molecular mostram que os ligantes AG, AE e PU
interagem dentro do mesmo sitio ativo da 5TIQ, sendo que o residuo LYS101 forma

ligagdo de hidrogénio com todos os ligantes, sugerindo assim que esse residuo é
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importante para a complexacdo do ligante no sitio ativo da enzima. O volume
molecular do AE possibilita melhor interagdo dentro do sitio ativo, porém o grande
volume molecular da PU torna esse ligante inadequado para complexacéo,
justificando assim o valor positivo da energia de interacdo. Foram detectadas todas
as todas as interagBes ocorridas dentro do sitio ativo da enzima 5TIQ com o0s
ligantes AG, AE e PU, bem como a isosurperficie dos complexos formados (Figura
7).
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Figura 7. Representacdo da isosuperficie dos complexos (A, C e E) e das interacdes
dentro do sitio ativo da enzima (B, D e F): A) AG/5TIQ, B) AG/5TIQ, C) AE/5TIQ, D)
AE/5TIQ, E) PU/STIQ E F) PU/5TIQ.
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Os resultados obtidos in silico permitem utilizar o ambito da simulacdo
computacional e areas correlatas para se indicar algo ocorrido através de uma
simulacdo computacional [20, 21].

Foram avaliados pelo PreADMET os parametros farmacocinéticos e de

toxicidade das moléculas de acido elagico, acido galico e punicalagina (Tabela 4).

Tabela 4: Parametros farmacocinéticos e de toxicidade avaliados pelo PreADMET.

Parametros Acido elagico Acido galico Punicalagina
BBB 0.321339 0.348084 0.0269945*
Caco-2 20,4888 13,8492 15,6233
HIA 61,39513 53,69685 0.000000
MDCK 17,2974 9,53976 0.0434156*
Solubilidade em agua pura (mg/L) 922,464 72333,4 1.076e+007
Ames test mutagénico mutagénico ndo mutagénico
Carcino Mouse negativo negativo negativo
Carcino Rat positivo positivo negativo
Risk Herg inhibition baixo risco baixo risco baixo risco

BBB: Brain Barrier Penetration; Caco-2: epitélio intestinal; HIA: Absorcdo Intestinal Humana. MKCK:

Madin-Darby Canino Rigido).

As analises dos dados foram iniciados pela analise dos dados pela BBB
(Brain barrier penetration) que corresponde & penetracédo, utilizado para avaliar se 0s
compostos passam pela barreira hematoencefalica, que funciona como uma barreira
entre o sangue e o liquido cérebro-espinhal, em termos ADMET a penetracéo tende
a ser alta quando maior que dois [19]. A barreira hematoencefélica funciona como
uma barreira fisiolégica que restringe a passagem da maioria dos compostos do
sangue ao cérebro, tendo assim uma propriedade protetora do cérebro [20]. Nesta
simulacdo, esse parametro mostrou baixa absor¢cdo desses compostos quando se
passa pela barreira hematoencefalica.

A absorcdao de uma molécula de farmaco, proposta para administracéo oral,
depende da extensdo de transporte através das paredes do trato gastrointestinal
(TGI). A absorcéao Intestinal Humana ou (HIA%) € mais um fator crucial que ajuda a
prever a viabilidade de absor¢cdo de um medicamento através do intestino delgado
[39]. Tem-se o0s seguintes parametros entre 70% e 100% (alta), entre 20% e 70%
(média) e menor 20% (baixa), verificou-se que os &acidos elagico e galico
apresentaram uma absorcdo intestinal média e punicalagina com uma absorcéo

muito baixa.
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Outro dado de extrema importancia sdo as permeabilidades tais como Caco-2
(epitélio intestinal) e MDCK (Madin-Darby Canino Rigido). Estes sistemas
possibilitam avaliar a dissolugcdo e a permeacdo de farmacos sollveis em agua,
prevendo sua velocidade de absorcao apos administracao oral em humanos [40]. A
velocidade e a extensdo com as quais um farmaco € absorvido podem variar devido
as suas caracteristicas fisico-quimicas e fatores relacionados a desintegracao e
dissolucéo [39]. Foi possivel observar a partir da simulacdo que em relacdo as
permeabilidades Caco-2 os resultados apresentam um resultado médio para ambos
e em termos de MDCK apresentam um valor baixo.

Segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), a dissolucao e a
permeacao intestinal do farmaco podem limitar a absorcdo e, consequentemente, a
acao terapéutica [41]. A solubilidade aguosa de um farmaco € considerada alta de
acordo com o SCB quanto a relagdo dose, se for igual ou menor que 250 mg/L. E
possivel observar uma boa solubilidade em ambas as moléculas analisadas.

A mutagenicidade de um farmaco tem extrema importancia na sua
caracterizacdo, pois as mutacfes alteram o funcionamento normal e a divisdo das
células [42]. Os resultados obtidos denotam os &cidos galico e elagico como
mutagénicos, no entanto, testes em Carcino Mouse obteram resultados negativos, e
0 punicalagina nédo se apresentou como mutagénica.

Outro dado de extrema importancia é o risco de doencas cardiacas que o
possivel farmaco possivelmente pode trazer, pois é um fato preocupante segundo
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) No Brasil, 300 mil pessoas sofrem
infartos todos os anos, em 30% dos casos o ataque cardiaco é fatal [43]. Os
resultados obtidos determinam o risco baixo para o acido elagico e para o &cido
galico, ja para o punicalagina apresenta como um risco incerto ou duvidoso.

O acido elagico € um derivado dimérico do &cido géalico que se caracteriza
como termodinamicamente muito estavel, com carater lipofilico conferido pelos dois
anéis aromaticos e uma parte hidrofilica representada por quatro grupos fenadis, que
atuam como doadores de hidrogénio, e por duas lactonas, receptoras de ligacdes
com hidrogénio. E uma molécula promissora pela sua atividade de inibicio da TR e

parametros farmacocinéticos e de toxicidade.
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Conclusao

A partir do fracionamento biodirecionado pela atividade antirretroviral
verificou-se uma maior atividade nas subfracdes acetandlicas. Apesar de muito ativo
(73,15% de inibicdo da TR), o extrato etandlico bruto promoveu citotoxicidade
maxima de 100 + 0 pg/mL. Seu fracionamento biodirecionado resultou nas fracdes
mais ativas: subfracdo acetandlica agua lavagem acidos que promoveu 88,82% de
inibicdo da TR e citotoxicidade de 38,2 + 7,6 até 100 pg/L. Merecem destaque a
subfracdo acetandlica neutros com 60,98% de inibicdo da TR e o acido eladgico com
88,61% de inibicdo daTR e e auséncia de citotoxicidade nas concentracdes
testadas. Verificou-se com o teste de citotoxicidade em linhagem de macréfagos que
a fracéo cloroférmica foi mais téxica que a fracédo acetandlica.

A analise do espectro J-resolvido na regido aromatica entre 6 e 8 ppm
apresentou um grande nimero de simpletos, um simpleto em 7.48 e 6.93 ppm foram
identificados como &cido elagico e acido galico respectivamente. Sugere-se ainda a
partir dos experimentos um padrdo de acoplamentos que sugerem a estrutura de
elagitaninos ao se analisar a regido aromatica.

Os resultados de docking molecular mostram que os ligantes acido galico,
acido elagico e punicalagina interagem dentro do mesmo sitio ativo da 5TIQ. A
enzima 5TIQ obteve melhor parametro de afinidade com o ligante acido elagico que
foi confirmado pelos espectros HSQC-'H-3C. O &cido galico mostrou-se também
favoravel a formar interacdo com a enzima 5TIQ. Foi confirmado através do espectro
HSQC-'H-13C com uma energia de -5,48 Kcal/mol.

Através da avaliacdo do PreADMET verificou-se que o acido elagico como
uma molécula promissora pela sua atividade de inibicAo da TR e parametros

farmacocinéticos e de toxicidade.



98

Referéncias

1.

10.

11.

Ferreira RCS, Riffel A, Sant’ana AEG. HIV: mecanismo de replicacdo, alvos
farmacoldgicos e inibicdo por produtos derivados de plantas. Quimica Nova.
2010; 33(8):1743-55. http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422010000800023

Martins T, Kerr LRFS, Kendall C, Mota RMS. Cenario Epidemiolégico da
Infeccao pelo HIV e AIDS no mundo. Fisioterapia & Saude Funcional. 2014;
3(1):4-7.

UNAIDS. [online]. 19,5 mi estdo em tratamento para HIV no mundo e mortes
relacionadas a AIDS caem pela metade desde 2005, diz UNAIDS. Disponivel
em: <https://unaids.org.br/2017/07/19-mi-em-tratamento-hiv-mortes-
relacionadas-aids-caem-no-mundo/>. Acesso em: 03 maio 2018.

Brasil. Ministério da Saude. Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para
manejo da infeccdo pelo HIV em criancas e adolescentes. Brasilia: Ministério da
Saude, 2019. Dis6nivel em: <http://www.aids.gov.br/pt-br/pub/2017/protocolo-
clinico-e-diretrizes-terapeuticas-para-manejo-da-infeccao-pelo-hiv-em-criancas-
e>. Acesso em:

Silva VS. Avaliacdo in silico de novos compostos bioativos para o tratamento da
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida Humana (AIDS): potenciais inibidores
da transcriptase reversa (Tr) do HIV-1 [Dissertacéo]. Rio de Janeiro: Fundacéo
Oswaldo Cruz; 2015.

Yang SS, Cragg GM, Newman DJ, Bader JP. Natural product-based anti-hiv drug
discovery and development facilitated by the NCI developmental therapeutics
program. Journal of Natural Products. 2001; 64 (2):265-77.
https://doi.org/10.1021/np0003995

Wang X, Morris-Natschke, SL, Lee KH. New developments in the chemistry and
biology of the bioactive constituents of tanshen. Medicinal Research Reviews.
2007; 27(1)133-4. https://doi.org/10.1002/med.20077

Azevedo FC. A transcriptase reversa como alvo terapéutico em doencas
retrovirais [dissertacéo]. 2013. Porto: Universidade Fernando Porto; 2013.

Ferreira RCS. Avaliacao da atividade antirretroviral de produtos Naturais [tese].
Macei6: Universidade Federal de Alagoas; 2010.

Cabral PRF, PASA, MC. Mangava-brava: Lafoensia pacari A. St. - Hil.
(Lythraceae) e a etnobotanica em Cuiaba, MT. Biodiversidade. 2009; 8(1):2-21.

Solon S, Lopes L, Sousa Jr pt, Schmeda-Hirschmann G. Free radical scavenging
activity of Lafoensia pacari. Journal of Ethnopharmacology. 2000; 72(1-2):173-
78. https://doi.org/10.1016/s0378-8741(00)00233-6 PMID: 10967469



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

99

Mundo SR, Duarte MR. Morfoanatomia foliar e cualinar de dedaleiro: Lafoensia
pacari A St-Hil (Lythraceae). Latin American Journal of Pharmacy. 2007,
26(4):522-29.

Lima MRF, Ximenes ECPA, Luna JS, Sant’Ana AEG. The antibiotic activity of
some Brazilian medicinal plants. Revista Brasileira de Farmacognosia. 2006;
105(1-2):137-47. http://dx.doi.org/10.1590/S0102-695X2006000300004

GALDINO, P. M. et al. Antidepressant-like effect of Lafoensia pacari A. St.-Hil.
ethanolic extract and fractions in mice. Journal of Ethnopharmacology, v. 124, n.
3, p. 581-585, jul. 2009.

Guimaraes HA, Nascimento MVM, Tavares A, Galdino PM, Paula JR, Costa EA.
Effects of ethanolic extract of leaves of Lafoensia pacari A. St.-Hil., Lythraceae
(pacari), in pain and inflammation models. Revista Brasileira de Farrmacognosia.
2010; 20(3):328-33. http://dx.doi.org/10.1590/S0102-695X2010000300007

Sonaglio D, Ortega GG, Petrovick PR, Bassani VL. Desenvolvimento tecnol6gico
e producéo de fitoterapicos. Cap. 13, p. 313-318. In: Farmacognosia: da planta
ao medicamento, UFRGS Editora, 5ed., 2004.

Cogenero LS, Ide RM, Nazari AS, Sarragiotto MH, Dias Filho BP, Nakamura CV,
et al. Constituintes quimicos de Alchornea glandulosa (Euphorbiaceae). Quimica
Nova. 2003; 26(6):825-27.

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunology Methods. 1983;
65:55-63. https://doi.org/10.1016/0022-1759(83)90303-4 PMID: 6606682

Atkins P, de Paula J. Physical Chemistry: Eighth Edition. Oxford University
Press: Great Britain, 2006.

Nisha CM, Kumar A, Vimal A, Bai BM, Pal D, Kumar A. Docking and ADMET
prediction of few GSK-3 inhibitors divulges 6-bromoindirubin-3-oxime as a
potential inhibitor. Journal of Molecular Graphics and Modelling. 2016; 65:100-
07. https://doi.org/10.1016/j.jmgm.2016.03.001

Krishnan GS, Rajagopal V, Antony Joseph SR, Sebastian D, Savarimuthu I,
Selvaraj DRN, et al. In vitro, In silico and In vivo antitumor activity of crude
methanolic extract of Tetilla dactyloides (Carter, 1869) on DEN Induced HCC in a
Rat Model. Biomedicine & Pharmacotherapy. 2017; 95:795-807.
https://doi.org/10.1016/).biopha.2017.08.054

Voet D, Voet JG. Bioguimica. 4. ed. Porto Alegre, Artmed, 2013.

Goodsell DS, Morris GM, Olson AJ. Automated docking of flexible ligands:
applications of autodock. Journal of Molecular Recognition. 1996; 9(1):1-5.
https://doi.org/10.1002/(SIC1)1099-1352(199601)9:1%3C1::AID-
JMR241%3E3.0.CO;2-6 PMID: 8723313



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

100

Goodsell DS. Computational docking of biomolecular complexes with Auto-Dock.
In: Golemis EA, Adams PD, editors. Protein-protein interactions: A molecular
cloning mannual. 2nd ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2005.

Morris GM, Huey R, Olson AJ. Using AutoDock for ligand-receptor docking. In:
Curr Protoc Bioinforma. Hoboken, NJ: John Wiley & Sons, Inc; 2008.

Sanner MF. Python: a programming language for software integration and
development. Journal of Molecular Graphics & Modelling. 1999; 17(1):57-61.
PMID: 10660911

Gasteiger J, Marsili M. Iterative partial equalization of orbital electronegativity--a
rapid access to atomic charges. Tetrahedron, v. 36, n. 22, p. 3219-3228, 1980.
https://doi.org/10.1016/0040-4020(80)80168-2

Morris GM, Goodsell DS, Halliday RS, Huey R, Hart WE, Belew RK, et al.
Automated docking using a Lamarckian genetic algorithm and an empirical
binding free energy function. Journal of Computational Chemistry. 1998;
19(14):1639-62. https://doi.org/10.1002/(SICI)1096-
987X(19981115)19:14%3C1639::AID-JCC10%3E3.0.CO;2-B

Solis FJ, Wets RJB. Minimization by random search techniques. Math Oper Res.
1981; 6:19-30.

Ramos RM, Perez JM, Baptista LA, de Amorim HL. Interaction of wild type,
G68R and L125M isoforms of the arylamine-N-acetyltransferase from
Mycobacterium tuberculosis with isoniazid: a computational study on a new
possible mechanism of resistance. Journal of Molecular Modeling. 2012;
18(9):4013-24. https://doi.org/10.1007/s00894-012-1383-6 PMID: 22460521

Firmo WCA, Miranda MV, Coutinho GSL, Barboza JR, Alves LPL, Olea RSG.
Determinacéo de compostos fendlicos e avaliacdo da atividade antioxidante de
Lafoensia pacari (Lythraceae). Revista Eletrdnica de Farmécia. 2015; 12(1):1-10.
https://doi.org/10.5216/ref.v12i1.24645

Doig AJ, Williams DH, Oelrichs PB, Lubomir B. Isolation and structure elucidation
of punicalagin, a toxic hydrolysable tannin, from Terminalia oblongata. Journal of
the Chemical Society, Perkin Transactions 1. 1990; (8):2317-21.
https://doi.org/10.1039/P19900002317

Carneiro CC. Avaliacao das atividades genotoxica, antigenotoxica, citotoxica,
anticitotéxica, angiogénica e antiangiogénica de elagitaninos utilizando ensaios
in vitro e in vivo [tese]. Goiania: Universidade Federal de Goias; 2016.

Sampaio BL. Influéncia dos fatores ambientais sobre a concentragéo de
compostos fendlicos nas folhas e na casca do caule de Lafoensia pacari A. St.-
Hil. (Lythraceae) [dissertacdo]. Goiania: Universidade Federal de Goias; 2010.

Costa EV. Perfil do acido elagico na producéo de pasta kraft de E. globulus
[dissertag&o]. Aveiro: Universidade de Aveiro; 2008.



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

101

Lima DC. Avaliagdo das atividades genotoxica e antigenotoxica do extrato
etandlico de Lafoensia pacari A. St-Hil em bactérias e camundongos
[dissertacdo]. Goiania: Universidade Federal de Goiéas; 2012.

Almeida LB, Giudici KV, Jaime, PC. Consumo alimentar e dislipidemia
decorrente da terapia antirretroviral combinada par ainfeccao pelo HIV: uma
revisdo sistematica. Arquivos Brasileiros Endécrino Metabologia. 2009;
53(5):519-27. http://dx.doi.org/10.1590/S0004-27302009000500005

Marcondes DBS. Inducéo de apoptose pelo extrato e fracdes de Lafoensia
pacari A. St.-Hil, Lythraceae, em células tumorais. 2013. 98 f. Dissertacédo

(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal do Parana,
Curitiba, 2013.

Souza J, Freitas ZMF, Storpirtis S. Modelos in vitro para determinacdo da
absorcéo de farmacos e previsao da relacao dissolucédo/absorcéo. Revista
Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. 2007; 43(4):515-27.
http://dx.doi.org/10.1590/S1516-93322007000400004

Kobayashi M, Sada N, Sugawara M, Iseki K, Miyazaki K. Development of a new
system for prediction of drug absorption that takes into account drug dissolution
and pH change in the gastro-intestinal tract. International Journal of
Pharmaceutics. 2001; 221(1-2):87-94. https://doi.org/10.1016/s0378-
5173(01)00663-9

Gongaves JE, Storpirtis S. O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica:
Conceitos, Determinacdo da Solubilidade e Permeabilidade e Aplicacdes na
Area Farmacéutica — In: VIEIRA e CAMPOS, Manual de Bioequivaléncia — Série
Pesquisa Clinica — Ed Dendrix, 2011; 137-169.

Fischer S, Startz R, Sherwood L, Woolverton C; Willey J. Prescott’s Microbiology.
Edicdo: McGraw-Hill QDR, 2010.

Brasil. MINISTERIO DA SAUDE, OMS. Relatério mundial de satide, 2006:
trabalhando juntos pela saude. Brasilia, DF: 2007.



102

4.3 ANALISE MULTIVARIADA NO ESTUDO DA COMPOSIQAO FENOLICA E
PERFIL ANTIOXIDANTE DA ESPECIE Lafoensia pacari Saint-Hilaire
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A espécie Lafoensia pacari A. St.-Hil. (Lythraceae), conhecida popularmente como pacari, mangava-
brava, ou dedaleiro, tem sido utilizada na medicina popular como cicatrizante, antineoplasico, no
combate a gastrite e Ulcera, como antidepressivo e imunoestimulante. Tendo em vista as atividades
biolégicas da L. pacari ressalta-se a importancia do estudo fitoquimico desta espécie a partir da
obtencdo de suas fracdes e subfracdes e identificacdo dos seus constituintes quimicos bioativos,
visando a analise multivariada no estudo da composi¢éo fendlica e perfil antioxidante. Trata-se de um
estudo experimental in vitro e a metodologia envolve preparo do material vegetal, obtenc&o do extrato
etandlico, fracionamento, purificacdo, extracdo &cido-base, testes de atividade antioxidante,
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos das fracdes e subfracbes; e anélise multivariada
no estudo da composicao fendlica e perfil antioxidante da espécie da espécie L. pacari. Na triagem
fitoquimica do extrato etandlico bruto da L. pacari foram detectados fendis, taninos, flavonoides,
triterpenos e saponinas. Com base na distancia Euclidiana média padronizada, considerando
compostos fendlicos, flavonoides, DPPH, ABTS e FRAP, verificou-se a formagédo de trés grupos nos
agrupamentos formados entre as 17 amostras analisadas, sendo o primeiro formado por quinze
amostras e o segundo e o terceiro constituido por uma Unica amostra, cada um. A amostra subfracao
acetandlica insolavel agua compostos acidos apresentou o melhor desempenho nas variaveis
analisadas, com os melhores resultados para compostos fendlicos, flavonoides e ABTS. A amostra
subfracdo acetato dgua lavagem basicos apresentou o pior desempenho. As varidveis que mais
contribuiram para diferenciar as amostras em trés grupos foram os compostos fendlicos (29,40%)
flavonoides (27,90%) e DPPH (22,10%). A analise cromatografica das amostras permitiu pela primeira
vez a identificacdo e quantificacdo, dos compostos fendlicos: &cido gélico, catecol, &cido clorogénico,
acido vanilico, acido caféico, vanilina, seringaldeido, acido salicilico, acido cumarico, cumarina, rutina,
guercetina e Kaempferol. Verificou-se que com excec¢do do &cido clorogénico, acido vanilico, &cido
cafeico e cumarina, as amostras apresentaram diferenga significativa para as demais variaveis. Vale
destacar o desempenho da amostra L. pacari fragdo CHCLs compostos neutros que apresentou
valores médios elevados para catecol, vanilina, acido salicilico, quercetina e Kaempferol. A
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos; quantificagdo dos teores de fendlicos totais e
flavonoides, analise multivariada no estudo da composicdo fendlica e perfil antioxidante
demonstraram o potencial antioxidante da espécie L.pacari.

PALAVRAS-CHAVE: Isolamento biodirecionado. Antioxidante. Cromatografia.

The species Lafoensia pacari A. St.-Hil. (Lythraceae), popularly known as pacari, mangava-brava, or
dedaleiro, has been used in folk medicine as healing, antineoplastic, in the fight against gastritis and
ulcer, as antidepressant and immunostimulant. Given the biological activities of L. pacari, the
importance of the phytochemical study of this species is emphasized by obtaining its fractions and
subfractions and identifying its bioactive chemical constituents, aiming at multivariate analysis in the
study of phenolic composition and antioxidant profile. This is an in vitro experimental study and the
methodology involves preparation of plant material, obtaining ethanolic extract, fractionation,
purification, acid-base extraction, antioxidant activity tests, identification and quantification of phenolic
compounds of fractions and subfractions; and multivariate analysis in the study of phenolic
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composition and antioxidant profile of L. pacari species. Phytochemical screening of crude ethanolic
extract of L. pacari detected phenols, tannins, flavonoids, triterpenes and saponins. Based on the
standardized average Euclidean distance, considering phenolic compounds, flavonoids, DPPH, ABTS
and FRAP, three groups were formed in the groupings formed among the 17 samples analyzed, the
first consisting of fifteen samples and the second and third consisting of a single sample each. The
sample insoluble water insoluble acid compounds subfraction presented the best performance in the
analyzed variables, with the best results for phenolic compounds, flavonoids and ABTS. The
subfraction acetate basic water wash sample showed the worst performance. The variables that most
contributed to differentiate the samples in three groups were the phenolic compounds (29.40%)
flavonoids (27.90%) and DPPH (22.10%). The chromatographic analysis of the samples allowed for
the first time the identification and quantification of the phenolic compounds: gallic acid, catechol,
chlorogenic acid, vanillic acid, caffeic acid, vanillin, syringaldehyde, salicylic acid, coumarin acid,
coumarin, rutin, quercetin and Kaempferol. Except for chlorogenic acid, vanillic acid, caffeic acid and
coumarin, the samples showed significant differences for the other variables. It is worth highlighting
the performance of the sample L. pacari fraction CHCLs neutral compounds that presented high
average values for catechol, vanillin, salicylic acid, quercetin and Kaempferol. The identification and
quantification of phenolic compounds; quantification of total phenolics and flavonoids contents,
multivariate analysis in the study of phenolic composition and antioxidant profile demonstrated the
antioxidant potential of L.pacari species.

KEY WORDS: Biologically isolated. Antioxidant. Chromatography.

1. INTRODUCAO

O homem sempre buscou através dos recursos naturais melhorar suas condicdes
de sobrevivéncia. As plantas medicinais sdo utilizadas pelo homem desde o inicio de
sua histéria, muito antes do surgimento da escrita a humanidade ja utilizava ervas
para fins medicinais. Atualmente, as plantas medicinais séo utilizadas por grande
parte da populacdo mundial, devido a sua composi¢do quimica sdo utilizadas como
recurso medicinal alternativo para o tratamento de diversas enfermidades, uma vez
que em muitas comunidades, representam um recurso mais acessivel em relacéo
aos medicamentos alopaticos [1, 2].

Os compostos quimicos das plantas podem ser divididos em duas classes:
metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios. O metabolismo é caracterizado por
transformacdes das moléculas orgéanicas, catalisadas por enzimas, suprindo o
organismo de energia. Além do metabolismo primério, responsavel pela sintese de
celulose, lignina, proteinas, lipideos, aclUcares e outras substancias importantes para
a realizacdo das funcdes vitais, as plantas também apresentam o chamado
metabolismo secundario [3].

Dentre os metabolitos secundarios, encontram-se os compostos fendlicos, cuja
molécula é caracterizada pela presenca de um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e uma ou mais hidroxilas e/ou metoxilas; conhecidos por suas

propriedades antioxidantes, essas substancias podem bloquear a oxidacdo de
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diversos substratos podendo agir na inibicdo da formacao de radicais livres ou na
eliminacdo de radicais importantes na etapa da propagacdo [4]. As espécies
vegetais que possuem fontes significativas de compostos fendlicos apresentam
potencial antioxidante [5].

Os antioxidantes séo importantes para o combate aos radicais livres. As espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo radicais livres, cujo elétron desemparelhado
encontra-se centrado nos atomos de oxigénio e que podem atuar na traducdo e
transcricdo génica e na regulacdo da atividade guanilato ciclase nas células,
peroxidagdo dos lipidios de membrana e danos a proteinas dos tecidos e das
membranas, esse desequilibrio pode ser desencadeado por diversos fatores, como
predisposicao genética, radiacdo ultravioleta e propriedades intrinsecas [6].

A sintese de radicais livres no ser humano pode ser controlada por antioxidantes,
que podem ser de origem enddgena ou provenientes da dieta alimentar. A partir da
década de 80, doencas como enfisema pulmonar, doencas cronicas,
cardiovasculares, doencas inflamatérias, céancer, formacdo de ateroma e
aterosclerose foram relacionadas com os radicais livres [7].

Dentre as espécies utilizadas na medicina popular destaca-se a espécie Lafoensia
pacari A. St.-Hil. (Lythraceae). A familia Lythraceae compreende 22 géneros
amplamente distribuidos nos trépicos e subtrépicos, embora alcancem as zonas
moderadas. Geralmente vivem em areas Umidas de costas fluviais, sendo o género
Lafoensia sp. restrito ao continente Sul Americano. Esta familia esta representada
por uma média de 500 espécies, dentre as quais se destaca a Lafoensia pacari, com
distribuicdo no Brasil e no Paraguai [8].

A espécie conhecida popularmente como Pacari, Mangava-brava, ou Dedaleiro,
tem sido utilizada na medicina popular como cicatrizante, antineoplasico, no
combate a gastrite e Ulcera, como antidepressivo [9], tratamento de Ulceras gastricas
[10], e como imunoestimulante [11, 12]. A espécie também ja foi relatada por sua
atividade sequestradora de radicais livres [13], atividade antibacteriana e atividade
anti-inflamatéria [14].

Dentre os principais compostos quimicos da L. pacari estdo fendis, taninos,
flavonoides, esteroides, triterpenos, quinonas, alcaloides e saponinas [12,9]. Existem
muitos relatos de atividade anti-HIV e antioxidante de flavonoides [15, 16], taninos

[16], triterpenos [17] e alcaloides [15], o que reforga os resultados encontrados com
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0S extratos da L. pacari e estimula estudos que visem a identificacdo de seus
componentes bioativos.

Tendo em vista as atividades bioldgicas da L. pacari ressalta-se a importancia do
estudo fitoquimico desta espécie a partir da obtencéo de suas fracdes e subfracdes,
visando a avaliagdo da atividade antioxidante e identificacdo dos seus constituintes

quimicos bioativos.

2. MATERIAL E METODOS

Coleta e obtencao do extrato vegetal

A coleta das cascas do caule de Lafoensia pacari foi realizada no estado de
Goias no ano de 2007. E identificada com o nimero de registro 3535 no herbério da
Universidade de Brasilia (UnB). O extrato etandlico das cascas do caule de L. pacari
foi preparado através do método de percolacdo. Esse procedimento foi repetido até
extracdo exaustiva do material vegetal.

A amostra liquida obtida foi entdo submetida a concentracdo em evaporador
rotatorio sob presséo reduzida até a obtencéo do extrato etandlico bruto (EEB) [18].

Métodos de Fracionamento e Purificacao

Foi realizada a extracdo liquido-liquido para separacdo dos compostos. O
extrato etanodlico bruto (EEB) das cascas do caule de L. pacari foi solubilizado em
agua e metanol (MeOH:H20 8:2) e fracionado através do meétodo de extragéo
liquido-liquido (ELL), utilizando os solventes em ordem crescente de polaridade:
cloroférmio (CHCIs), acetato de etila (AcOET) e butanol (BuTOH).

Inicialmente foi adicionado ao EEB uma solugcdo de MeOH:H20 na proporgao
de 8:2 e depois CHCIls. AplOs separagdo da fracdo cloroférmica, na fragdo
hidrometandlica proveniente desta primeira separacéo foi adicionado AcCOET. Apés a
separacdo da fragcdo acetandlica, foi adicionado BUTOH a fracdo hidrometandlica
resultante. Todas as fragGes (Fluxograma 1) foram concentradas em rotaevaporador
e submetidas a quantificacdo de fendis totais e flavonoides e aos ensaios

antioxidantes.



106

Fluxograma 1. Fracdes obtidas atravées da ELL do EEB da L. pacatri.

Extrato ETOH L.

pacari
I |
Fracdo CHCls Fracdo H-O Fracao insoluvel
em MeOH e H20
| |
Frac&o insoluvel Fracao H20 Fracao ACOET

em AcCOET

Fracdo BUTOH

Frac&do H20

[
.

Extracdo acido-base (EAB)

As fracdes bioativas foram separadamente submetidas ao processo de
extracdo acido-base (EAB), utilizando as solu¢des de acido cloridrico (HCl) a 0,1 M e
hidroxido de sodio (NaOH) a 0,1 M, além do solvente cloroférmio P. A. (COGENERO
et al., 2003) [19].

A fragcdo CHCIs foi solubilizada em CHCIsz e adicionada a solu¢do aquosa de
NaOH 0,1 M, o que possibilitou a obtencéo da fracdo de sais acidos (fragdo aquosa)
e da fracdo de compostos basicos e neutros (fracdo cloroférmica). A fracdo de sais
acidos foi adicionado HCl a 0,1 M até o pH 1,0 restaurando o carater acido dos
compostos. Estes compostos foram extraidos com AcOET e secos com sulfato de
sédio anidro (Na2S0a), resultando nas fracdes compostos acidos e emulsdo acidos

(Fluxograma 2).
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A fragdo CHCIs neutros e basicos foi tratada com de HCI a 0,1M, que
possibilitou a extracdo dos seus sais basicos (fragdo aquosa). A esses foi adicionado
NaOH até ter um pH 10 e solugdo de CHCIs. Na fragdo organica obteve-se o0s
compostos basicos, apds ser lavada com agua e seca com Na2S0a4. A fracdo agua
neutros foi logo lavada com agua e seca com Na2SOs4 para dar origem aos
compostos neutros (Fluxograma 2). Todas as subfracées foram concentradas em
rotaevaporador.

A fracdo AcCOET foi solubilizada com MeOH e foi adicionado NaOH a 0,1 M,
formando sais 4cidos (fragdo aquosa) que posteriormente foram tratados com HCI a
0,1 M, restaurando seu carater acido, e AcOET, obtendo seus compostos acidos
(fracdo aquosa), compostos acidos insoluvel em AcOET e H20 e fracdo AcOET, que
foi lavada com agua e seca com Na2SO4 dando origem aos compostos acidos
(fracdo AcCOET) e H20 de lavagem compostos acidos (fracdo aquosa) (Fluxograma
3).

A fracdo AcOET basicos e neutros foi tratada com HCIl a 0,1M, e obteve-se os
compostos neutros (fracdo ACOET) e sais basicos (fracdo aquosa), estes sais foram
tratados com NaOH a 0,1 M, restaurando o carater basico de seus compostos, e
AcOET, gerando seus compostos béasicos (fracdo AcOET) e H20O de lavagem
compostos bésicos (fracdo aquosa) (Fluxograma 3). Todas as subfracdes obtidas

foram concentradas em rotaevaporador.
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Fluxograma 2. Subfracdes obtidas a partir da EAB da fracdo CHCls.

Fracao CHCIs

Emulséo écidoﬂ

Sais 4cidos Compostos
(Fracéo neutros/basicos
aquosa) (Frac&o organica)
Adicionou-se Adicao de
NaOH 0,1 M NaOH até pH
10
[ ] [ ]
Compostos Agua acidos Sais basicos Agua neutros
acidos (Fracao (Fracéo (Fracéo (Fracéo
organica) aguosa) aquosa) organica)
Adicionado HCI Fracdo CHCls Compostos
a0, lMatéo neutros
L pH 1,0
Extracdo com Compostos
AcOET e basicos
Na2S0a4
Compostos Fracéo aquosa
acidos
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Fluxograma 3 - Subfracfes obtidas a partir da EAB da fracdo AcOET.

Fracdo ACOET

Adicionou-se

NaOH 0,1 M
| |
Sais acidos Compostos
(Fracéo neutros/basicos
aquosa) (Fracao
organica)
Adicionou-se Adicionou-se
HCla 0,1 M HCla 0,1 M
| | |
Fracdo AcOET Compostos Insoltvel em Sais basicos Compostos
acidos (Fracéo acetato (Fragéo neutros (Fragéo
aquosa) compostos aquosa) AcOET)
acidos
Compostos Adicionou-se
acidos (Fracédo NaOH 0,1 M
AcOET)
Agua de Compostos
lavagem basicos (Fracdo
compostos AcOET)
acidos (Fracdo
Agua de lavagem
compostos

bésicos (Fracao
aquosa)
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Prospeccao dos constituintes quimicos

Para a realizacdo da etapa de triagem fitoquimica tomou-se como base a
metodologia proposta por Matos (1997) [20] com algumas adaptacdes a fim de
realizar prospeccao dos seguintes aleloquimicos: fendis, taninos pirdgalicos, taninos
flobafénicos, antocianina e antocianidina, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas,
auronas, flavononois, leucoantocianidinas, catequinas, flavononas, flavonois,

xantonas, esteroides, triterpendides e saponinas.

Quantificacdo de compostos fendlicos

A realizacdo do teste para quantificar o teor de fendis total, teve como
adaptacdo a técnica de Cohen et al. (2008); Souza, Vieira e Putti (2018) [21, 22]
usando o método de Folin e tendo o &cido galico como padrdo no teste. Foi
preparada a solucédo aquosa de Carbonato de Sédio (Na2CQO3) a 7,5% (P/V), solucao
aguosa de Folin Ciocalteau (Folin) 1:11 (V/V) e solucdo metandlica de acido galico
na concentracdo de 2mg/mL para determinagao da curva de calibragédo, usando as
seguintes concentragdes: 0,1, 0,075, 0,06, 0,045, 0,025, 0,015, 0,01 e 0,005mg/mL.
Foram adicionados em ependorf para cada concentracdo em quadruplicata 100uL
da solucéo teste de acido galico, 500uL da solucdo aquosa de Folin 1:11 (V/V) e
400pL da solugdo metandlica de Na2COs a 7,5% (P/V). Logo ap0Os agitou-se no
aparelho vortex por 30 segundos, e transferiu-se 250 uL de cada ependorf para a
microplaca. Um branco foi feito pela adicdo de 100uL do solvente MeOH, 500 pL da
solucéo aquosa de Folin 1:11 (V/V) e 400uL da solucédo aquosa de Na2COs a 7,5 %
(P/V). Manteve-se por um periodo de 2 horas no escuro e apds esse tempo, fez-se a
leitura a 740nm, construindo a curva em relacdo as absorvancias e as
concentragdes de acido galico.

Cada amostra foi analisada em quadruplicata onde adicionou-se em cada
ependorf 100 pL de solucédo teste da amostra, 500uL da solugcdo aquosa de Folin
1:11 (V/V) e 400 pL da solugdo metandlica de Na2COs a 7,5 % (P/V), utilizando o
branco do solvente MeOH. Logo ap0s agitou-se no aparelho vortex por 30 segundos

e transferiu 250 pL de cada ependorf para seu determinado pogo da microplaca.
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Manteve-se a placa em escuro por 2 horas e logo apos foi realizada leitura no
espectofotbmetro a 740nm [23].

O reagente de Folin-Ciocalteu consiste na mistura dos acidos fosfomolibidico
e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de
oxidacdo 6* porém, em presenca de certos agentes redutores, como 0S compostos
fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a
meédia do estado de oxidacdo dos metais esta entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a

determinacao da concentracdo das substancias redutoras [24].

O teor de fendis totais foi determinado através das médias das absorbancias
das amostras e da curva do acido gélico, expressos como miligramas (mg) de
equivalente de &cido galico por mg do extrato, utilizando a equacao da reta: y=ax+b,
onde:

y = absorbancia da amostra.
X = concentracao de acido galico ou teor de fendis totais expressos em mg de EAG/g

do extrato.

Quantificacéo de flavonoides

Para realizacdo da quantificacdo de flavonoides, foi adaptada a técnica de
Godoy et al. (2013); Ferreira, et al., (2016) [25. 26], usando a quercetina como
padrdo. Foi preparada uma solucdo metandlica de cloreto de aluminio a 2% (P/V) e
de quercetina na concentragdo de 1mg/mL. Para determinagcdo da curva de
calibracdo de quercetina, foram utilizadas as concentracdes de 0,03, 0,025, 0,020,
0,015, 0,01, 0,005, 0,0025, 0,00125 mg/mL. Adicionou-se em cada poco da
microplaca 200uL da solucéo teste de quercetina, sendo em quadruplicata para cada
concentracéo, e 100uL da solucdo metandlica de cloreto de aluminio a 2% de cada
concentragéo obtida. Foi feito um branco adicionando 200 pL do solvente MEOH e
100 pL da solugédo metandlica de cloreto de aluminio a 2%. Construiu-se a curva em
relacdo as absorvancias e as concentracdes de quercetina.

Para determinacéo do teor de flavonoides em cada amostra foi pesado 1mg
de cada fracdo e subfracéo, obtendo a concentracdo de 1mg/mL. Para cada amostra

foi analisada em quadruplicata onde adicionou-se em cada po¢o da microplaca
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200uL de solucao teste da amostra e 100 pL da solugdo metandlica de cloreto de
aluminio a 2%, e utilizando o solvente MeOH como branco. A placa foi mantida no
escuro por 30 minutos e logo apoOs foi realizada leitura no espectofotdmetro a
420nm.

O teor de flavonoides foi expresso em miligramas EQ (equivalente de
qguercertina) por grama do extrato, determinando de acordo com o resultado da
meédia das absorbancias das amostras e pela curva de calibracdo do acido galico.
Desenvolvidos a partir da equacédo da reta: y=ax+b, como nos outros testes, onde:

y = absorbancia da amostra.
X = concentracdo de flavonoides, expresso em mg de EQ/g do extrato.

Determinacao da atividade antioxidante

As fracOes e subfracBes obtidas através da ELL e da EAB foram submetidas
aos testes qualitativos para determinacao da atividade antioxidante, frente a captura
dos radicais livres de DPPH e ABTS e ao método de reducdo dos ions de ferro
FRAP.

Determinacéo da Atividade Antioxidante Total pela Captura do Radical DPPH

A técnica foi adaptada por Rufino et al. (2007a); [27, 28] A partir da obtencéo
das fracdes pela ELL e EAB foram pesados 1 mg de cada fracdo e subfracao, estas
respectivamente foram diluidas cada uma em 1 mL de MeOH, assim foram formadas
solucdes de cada fracdo na concentracao de 1 mg/mL.

Para realizacdo do teste preparou-se uma solucdo metandlica de DPPH a
0,208 mM. Para leitura no leitor de microplaca, foi adicionado em cada poc¢o da
microplaca 100 pL da solugédo do ependorf de cada amostra e 100 uL de DPPH
0,208 mM. Um controle foi feito pela adicdo de 100 yL de DPPH 0,208 mM e 100 pL
de MeOH, e um branco foi feito pela adicdo apenas de 200 pL do solvente MeOH.
Apos a adicdo do DPPH esperou-se 40 minutos e aconteceram as leituras das
absorbancias das solu¢cdes em quadriplicata no espectofotémetro a 518nm.

Para determinacdo da curva padréo preparou-se uma solugdo metandlica de

Trolox a 5.103% M. Em seguida, foram preparadas diluicdes dessa solucdo para



113

obtencado de diferentes concentragdes 400, 200, 100, 70, 50, 40, 30, 20 e 10 uM.
Para cada ependorf foi colocado 490 pL do solvente e 10puL da solugao Trolox,
transferindo para cada po¢o da microplaca 100 pL e adicionando mais 100 pL da
solucdo de DPPH. Foram feitas as leituras das absorbancias das solucbes, em
quadruplicata a 518nm, utilizando-se o solvente MeOH como branco. O teor de
reducéo do radical DPPH foi determinado através das médias das absorbancias das
amostras e contra a curva de Trolox e expressos como pmol equivalente de Trolox
por grama de extrato seco, utilizando a equacao da reta: y=ax+b, onde:

y = absorbancia da amostra.

X = concentracao de Trolox ou teor de reducéo do radical DPPH expressos em pumol
eg.Trolox/ g de extrato seco.

A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres. A molécula de DPPH é
caracterizada como um radical livre estavel em virtude da deslocalizagdo do elétron
desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocalizacdo confere a esta molécula
uma coloracao purpura, caracterizada por uma banda de absorcdo em etanol em
cerca de 520 nm [29].

Determinacéo da Atividade Antioxidante pela Captura do Radical Livre ABTS

O ABTS apresenta elevada solubilidade em agua e estabilidade quimica. E
um ensaio colorimétrico, com maxima absorcdo a 342 nm, cujo radical ABTS
descolorem na presenca de antioxidantes (BACH, 2017) [30].

A técnica foi adaptada de Rufino et al. (2007b); (LUCAS-GONZALEZ et al.,
2018) [31, 32]. A partir das amostras provenientes das ELL e EAB, foram pesados
1mg de cada fragéo e subfracdo e diluidas em 1mL de metanol, formando para cada
amostra uma concentra¢ao de 1 mg/mL.

Para a obtencédo do radical ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) foi utilizado uma solucdo estoque de ABTS a 7 mM e uma solugéo de
persulfato de potassio a 140 mM, este foi preparado a partir de 5 mL da solugéo
estoque de ABTS e 88 pL da solucdo de persulfato de potassio, mantendo esta

mistura no escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas antes da realizacdo do
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teste. Para o radical ABTS ser utilizado, a mistura foi diluida em alcool etilico até que
sua absorbancia marcasse 0,70 na leitura de 734 nm.

Obteve-se uma curva padrdo a partir do padrdo Trolox, utilizando uma
solucdo estoque de Trolox a 4000 uM e metanol como solvente. Foram feitas
diferentes concentra¢des: 2500, 2000, 1500, 1000, 500, 200 e 100uM. Apods as
diluicdes, estas foram transferidas para ependorf individualmente, na medida de 10
uL e foi incluido 990 pL do radical ABTS preparado, formando quadruplicatas. Estas
foram homogeneizadas em agitador de tubos e transferidas a microplaca no volume
de 250 pL em quadruplicata para cada amostra, e foi realizada a leitura no
espectofotbmetro, apds 6 minutos a 734 nm.

Apos realizada a curva, as amostras foram também transferidas para
ependorf, em quadruplicatas, no volume de 10 pL e foi adicionado 990 pL do radical
ABTS. Foi mais uma vez homogeneizado no agitador de tubos. Por fim, transferidos
250 pL de cada amostra em quadruplicata para a microplaca e ap6s 6 minutos
realizada a leitura a 734 nm.

O teor de captura do radical ABTS é determinado através das médias das
absorbancias das amostras e contra a curva de Trolox e expressos como pM de
Trolox por g de extrato, utilizando a equacao da reta: y=ax+b, onde:

y = absorbancia da amostra.
X = concentracao de Trolox ou teor de captura do radical ABTS expressos em uM de

Trolox/ g de extrato.

Determinacdo da Atividade Antioxidante Total Pelo Método de Reducéo do Ferro —
FRAP

Para determinacdo da atividade antioxidante por meio da reducédo do ferro
(FRAP) foi adaptada a técnica de Rufino et al. (2006) [33]; Ferreira, et al., (2016)
[26]. Foi preparada uma solucdo de HCL a 40 Mm, solucédo de 2,4,6 Tripyridyl-s-
Triazine (TPTZ) a 10mM, solucdo de Cloreto Feérrico (FeCls) a 20 mM e tampéo
acetato a 0,3 M (pH 3,6). O reagente FRAP foi preparado no momento da analise,
através da mistura de 25mL de tampéao acetato (0,3 M, pH 3,6), 2,5 mL da solucéo
TPTZ (10 mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5mL de FeCls (20 mM) em solugdo aquosa.
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Para a curva de calibracdo foi feita uma solucdo de Trolox a 2 mM nas
concentragbes 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 e 10 pM.
Adicionou-se em cada ependorf em quadruplicata para cada amostra, 30 pL da
solucéo de Trolox a 2 mM, 90 uL de agua destilada e 900 pL da solucao do reagente
FRAP, agitou-se por 30 segundos, e logo apds foi transferido, de cada ependorf para
seu respectivo po¢o na microplaca 250 pL. Manteve-se por um periodo de 30
minutos no escuro e foi realizada a leitura das absorbancias das solucdes, em
quadruplicata, no espectofotdmetro a 595 nm. Foi feito um branco adicionando 30 pL
do solvente MeOH, 90 pL de agua destilada e 900 pL da solucdo do reagente FRAP.
A curva foi construida relacionando a concentracdo da solucéo de Trolox e o valor
médio das absorbancias.

A partir das fracGes e subfracdes foi retirada uma aliquota de 1 mg de cada e
solubilizada em 1 mL de MeOH obtendo-se a concentracdo de 1 mg/mL. Em
ependorf foi adicionado 30 pL da solugdo da amostra, oriunda das fracdes e
subfracdes obtidas, 90 L de dgua destilada e 900 pL da solucédo do reagente FRAP,
agitando no vortex por 30 segundos. Logo em seguida, adicionou-se em cada poco
da microplaca 200 pL, em quadruplicata e usando-se o solvente MeOH como
branco. Esperou-se 30 minutos, mantendo a placa em escuro, e depois foi realizada
a leitura a 595nm.

O método do FRAP é caracterizado pela reducdo do complexo entre o Fe3+ e
a tripiridiltriazina (Fe®* - TPTZ), para (Fe?* - TPTZ). Esta reducéo ocorre em contato
com antioxidantes em meio 4cido, alterando a cor da solucdo de amarelo para azul
intenso [30].

O teor de reducao dos ions de ferro por grama de Trolox por micromolar (UM)
do extrato foi determinado de acordo com o resultado da média das absorbancias
das amostras e pela curva de calibracdo do Trolox. Desenvolvidos a partir da
equacao da reta: y=ax+b, onde:

y = absorbancia da amostra.

X = concentracdo da reducéo dos ions de ferro, expresso em puM Trolox/g amostra.
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Andlises cromatograficas

A determinacdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando-se da técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O equipamento utilizado foi um HPLC
Shimadzu, equipado com quatro bombas de alta pressdo modelo LC-20AT,
degaseificador modelo DGU-20A 5R, interface modelo CBM-20A, injetor automético
modelo SIL-20A HT e detector modelo SPD-20A. A coluna cromatografica
empregada em ambas as analises foi uma coluna Agilent - Zorbax Eclipse XDB-C18
(4,6 x 250 mm, 5 um). Foi obtido o cromatograma com detec¢éo espectrofotométrica
em 290 nm ap6s uma injecdo de 20 pL de solucdo padrdo dos compostos fendlicos
em uma concentracdo de 10 mg/L. O fluxo empregado foi de 0,6 mL min?t a uma
temperatura de 33°C, utilizando-se gradiente de eluicdo e a fase mével composta

pelas solugbes: acido formico 2% (A) e metanol (B)

PadrbBes e Reagentes

Os padrdes utilizados para a analise cromatografica dos compostos fenoélicos
foram o acido galico, catecol, acido vanilico, acido salicilico, vanilina, seringaldeido,
acido cumaérico, acido clorogénico, cumarina, rutina, quercetina, kaempferol, acido
cafeico. Todos o0s padrées foram adquiridos da Sigma-Aldrich ou
AcrosOrganics. Todos os solventes utilizados para cromatografia foram de grau

analitico; metanol, acido férmico e &gua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q®.

Preparo das solucfes padrdes de compostos fendlicos

Para os padrdes, foram preparadas solucdes-estoque com concentracao
de 40 mg.Lt em agua/alcool a 30%/70%. O método utilizado para a quantificacdo foi
o da padronizacdo externa. Para a construcdo das curvas analiticas, foram
realizadas diluicbes de uma solucdo intermediaria, contendo uma mistura de todos
os padrbes, sendo que esta foi obtida por meio da diluicho das solugcdes-
estoque previamente preparadas. Nesta solu¢do intermediaria, todos os padrdes
encontravam-se na concentracdo de 10 mg.Lt. Foram utilizados como fase mével

para a eluicdo dos compostos analisados a solucdo de &cido férmico a 1% em agua
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milli-Q® (Solvente A) e metanol (Solvente B). As amostras e os padrdes foram
eluidos de acordo com o gradiente totalizando uma corrida de 80 minutos.

O comprimento de onda utilizado foi de 290 nm, numa temperatura de
33°C, fluxo de 0,6 mL.min! e volume de injecdo de 20 pL. As amostras e os padroes
foram filtrados em membrana de polietiieno de 0,45 um (Milipore) e injetados
diretamente no sistema cromatogréfico. Cada injecéo foi realizada trés vezes no
sistema HPLC, com a finalidade de se obter a média das concentracdes e dos
tempos de retencdo. Sendo assim, a identidade dos analitos foi confirmada pelo

tempo de retencéo, e o perfil dos picos da amostra comparados aos dos padroes.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica de regressdo no
programa Microsoft Office Excel®, para determinacdo da equacgdo da reta e do
coeficiente de determinacéo (R?) que melhor explicassem o potencial antioxidante da
amostra vegetal.

As andlises dos dados obtidos foram realizadas por meio de estatisticas
multivariadas, utilizando-se os diferentes conjuntos de variaveis quimicas das
amostras. Foram realizadas analises de agrupamento. Para isso, foi determinada a
distancia Euclidiana média como uma medida de dissimilaridade (D?) e aplicados os
métodos de otimizacdo de Tocher. Com essas andlises objetivou-se agrupar
amostras com caracteristicas semelhantes.

Na execucao dos procedimentos estatisticos foi utilizado o programa GENES
[34].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Obtencéo do extato etandlico vegetal
Foram obtidos 1783,20g de (EEB) das cascas do caule de L. pacari, com

rendimento de 85,43%. A partir do EEB obtida com o processo de extracao foi

retirada uma aliquota de 127,579 para submisséo a ELL.
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Como resultado da ELL foram obtidas pode-se obter as fracdes L. pacari:
fracdo insoluvel em metanol (MeOH) e agua (H20), L. pacari fracdo acetandlica
(AcOET), L. pacari fracdo insolivel em acetato de etila (AcOET), L. pacari fracdo
cloroférmica (CHCIs), L. pacari fracdo butandlica (BuTOH) e L. pacari fragdo aquosa
(H20) (Grafico 1).

Fracoes obtidas a partir da ELL de L. pacari

L. pacari fragdao H20 8,88

L. pacari fragio AcOET 12,03
it} L. pacari fragao CHCI3 10
Q
r
= .
o= L. pacari fragao insolivel em AcOET 13,12

L.pacari fragao BuTOH

L. pacari fracdo insolivel em MeQOH e H20

15,91

68,51

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Quantidade (g)

Grafico 1 - Grafico das fracbes obtidas e sua quantidade em gramas a partir da

extracao liquido-liquido de 127,57g do EEB da L. pacari.

Pela quantidade obtida de cada fragéo, pode-se observar que o maior valor foi
proveniente da L. pacari fracdo insolivel em MeOH e H20 com 68,51g e as outras

fracBes apresentaram uma quantidade inferior e semelhante entre elas.

Prospeccao fitoquimica

A L. pacari € uma espécie pertencente ao bioma Cerrado onde a vegetacao
estd submetida aos constantes estresses metabdlicos, em resposta as variacdes
ambientais, principalmente a escassez de agua e nutrientes, o que favorece a
producdo de uma variedade de metabdlitos secundarios vegetais, como
mecanismos de defesa [35].

Na determinagdo do perfil fitoquimico os testes detectaram a presenca de
fendis em decorréncia de coloragdo amarelada; taninos pirogalicos, devido ao

aparecimento de precipitado escuro de tonalidade azul. A presenca de flavonondis
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foi constatada pelo aparecimento de coloragao vermelha alaranjada. Foi revelada a
presenca de flavononas apds a coloracdo vermelha alaranjada. Foram apresentados
triterpenoides devido a coloracdo vermelho parda e a presenca de saponinas foi

revelada apos o aparecimento de espuma persistente (Quadro 1).

Quadro 1. Triagem fitoquimica do extrato etandlico bruto da L. pacari.

ALELOQUIMICOS Resultado
Fenois Presenca

Taninos Pirogalicos Presenca
Taninos Flobafénicos Auséncia
Antocianina e Antocianidina Auséncia
Flavonas, Flavonois e Xantonas Auséncia
Chalconas e Auronas Auséncia
Flavononois Presenca
Leucoantocianidinas Auséncia
Catequinas Auséncia
Flavononas Presenca
Flavonois, Flavononas, Flavondis e Xantonas Auséncia
Esterodides Auséncia
Triterpendides Presenca
Saponinas Presenca

Corroborando com a pesquisa, Campos e Frasson (2011) e Galdino (2015)
[36, 37] também detectaram a presenca de taninos, flavonoides, saponinas,
esteroides e triterpenoides na L. pacari. De acordo com Solon (2000), Violante et al.
(2009) e Firmo et al. (2015) [13, 38, 39], os compostos fendlicos apresentam alto
potencial bioativo como antioxidantes.

De acordo com a literatura os principais constituintes quimicos presentes na
espécie pertencem a classe de compostos fendlicos como taninos e flavonoides,
com destaque para o acido elagico, responsavel pela maior parte das atividades
bioldgicas da L. pacari, dentre elas as atividades antioxidante, anti-inflamatéria e
anticarcinogénica. Também ja foram identificadas saponinas em extratos da casca
do caule e das folhas da L. pacari [40, 37].

Segundo Sampaio (2010) [40] os compostos fendlicos encontrados na L.
pacari sdo derivados do &cido benzoico, como o acido galico e seu produto de
dimerizagéo o acido hexahidrodifénico e derivados como o 4cido elagico na forma de
taninos hidrolisaveis. Sugere-se que a atividade antioxidante esta relacionada a

estes compostos acidos.
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Nas pesquisas de Firmo et al. (2014) [41], no género Lafoensia também
tiveram destague os compostos &cidos, seguido de triterpenos, saponinas,
flavonoides e acetofenonas, salientando que os compostos acidos representam o

fator de atividade biologica da espécie.

Determinacéo do teor de fendis totais e de flavonoides

A obtencédo do teor de fendis totais das amostras estudadas ocorreu através
do método Folin-Ciocalteau, utilizando a curva de calibracdo de acido gélico,
interpolando a meédia das absorbéncias da amostra contra a curva de calibragédo
(Gréafico 2). A partir da curva padrdo de acido galico obteve-se os resultados
expressos em mMgEAG/g de extrato (mg equivalentes de acido galico por grama de
extrato).

Através dos resultados pode-se observar que dentre as fragbes provenientes
da ELL; destacaram-se as fracfes acetandlica (5926,65 mgEAG/g de extrato) e
butandlica (5643,13 mMgEAG/g de extrato) que nao diferem estatisticamente ao nivel
de 5%.

Com relacdo as subfracdes resultantes da EAB, pode-se observar que 0s
compostos acidos provenientes da subfracdo AcOET apresentaram os melhores
resultados, com destaque para a subfracdo aquosa compostos acidos (5870,81
MgEAG/g de extrato) e subfracdo agua de lavagem compostos acidos (5246,94

MgEAG/g de extrato) estatisticamente diferentes ao nivel de 5% (Tabela 1).
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Grafico 2 - Curva padrao do acido galico.
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O teor de flavonoides da espécie analisada foi verificado através do teste de
quantificacdo de flavonoides, utilizando uma curva padrédo de quercetina (Gréfico 3).

Na quantificacdo de flavonoides dentre as fracBes provenientes da ELL
destacou-se a fragdo CHCIls com 281,99 mg EQ/g de extrato. Na extragdo acido
base, na quantificagdo de compostos fendlicos e na quantificacdo de flavonoides,
destacaram-se 0s compostos acidos em relacdo aos compostos neutros e basicos.
Na EAB, a subfracdo agua lavagem acidos oriunda da fracdo acetato apresentou

resultado mais significativo com 1150,81 mg EQ/g de extrato (Tabela 1).
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Gréfico 3 - Curva de calibracdo da Quercetina.

Os resultados apresentados pelas fracgbes CHCLs e AcCOET podem ser
explicados pela influéncia da polaridade do solvente no processo extrativo, pois a
maioria dos compostos fendlicos ndo € encontrada no estado livre na natureza, mas
sob forma de ésteres ou de heterosideos, compostos de alta polaridade [39].

Estudos realizados com espécies da mesma familia, Cuphea lanceolata
W.T.Aiton (flores e folhas) por Cardenas-Sandoval et al., (2012) [42] indicaram um
menor quantitativo para flavonoides, quando comparado ao da L. pacari.

Testes antioxidantes

Para avaliacdo da capacidade antioxidante das amostras de L. pacari trés
metodologias foram utilizadas: DPPH, FRAP e ABTS, que ocorrem por meio de
transferéncia de elétrons ou de atomo de hidrogénio. Os métodos que avaliaram a

transferéncia de elétrons foram o DPPH- (1,1-difenil-2-picrilidrazil) e o FRAP (ferric
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reducing — antioxidant power). O método que avaliou a transferéncia de atomo de

hidrogénio foi o ABTS (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) [43].
Apés a obtencdo da curva de calibracdo Trolox (Gréafico 4), foi possivel

determinar a atividade antioxidante de cada amostra frente ao radical DPPH,

expressa em pmol Trolox/g de extrato.
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Grafico 4 - Curva de calibracéo do padrao Trolox para o experimento DPPH.

Na extracdo LL, a fracdo aquosa apresentou (702,7154 umol Trolox/ g de
extrato), a fracdo insolavel AcOEt (701,3108), a fracdo insoluvel em ACOET e agua
(699,4382 umol Trolox/ g de extrato) e a Fragdo AcOEt (692,4157 pmol Trolox/ g de
extrato) que nao diferem estatisticamente ao nivel de 5%.

Dentre as subfracbes obtidas com a EAB, as que foram provenientes da
fracdo AcCOET se destacaram com resultados mais significativos. O maior resultado
foi da subfracdo ACOET (agua acidos) (694,2883 umol Trolox/ g de extrato) e das
subfracbes ACOET (adgua lavagem acidos) (667,6030 umol Trolox/ g de extrato) e
subfracdo. ACOET (&cidos) (674,6255 umol Trolox/ g de extrato) estatisticamente
diferentes ao nivel de 5% (Tabela 1). Os compostos acidos na EAB se sobressairam
com maior atividade de captura do radical livre DPPH, quando em comparagao com
0S compostos neutros e basicos.

A espécie L,pacari do presente estudo apresentou melhores resultados
comparando-se com o estudo de Cardenas-Sandoval et al. (2012) [42] que verificou
maior atividade de eliminacdo de radicais livres contra o DPPH em folhas de C.

aequipetala var. hispida (173,33 + 2,12 umol trolox / g de peso seco).
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Com a obtencdo de uma curva do padrao Trolox foi realizado o teste ABTS
(Gréfico 5).
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Gréfico 5 - Curva do padrao Trolox para o ensaio de ABTS.

Dentre as fragbes provenientes da ELL os melhores resultados foram da
fracdo aquosa (224,11667 pM Trolox/g de extrato) e da fracdo insoluvel AcOEt
(188,96667 uM Trolox/g de extrato) estatisticamente diferentes ao nivel de 5%
(Tabela 1).

Dentre os resultados provenientes da EAB, as derivadas da fragdo ACOET
apresentaram resultados mais significativos. A subfracdo AcOET (dgua acidos)
apresentou (198,550 uM Trolox/g de extrato) e a subfracdo ACOET (adgua lavagem
acidos) (259,800 uM Trolox/g de extrato) que nao diferem estatisticamente ao nivel
de 5%.

No estudo realizado por Martinez-Bonfil et al. (2013) [44], em que os valores
meédios de ABTS variaram de 43,38 + 0,1 a 119,50 + 0,3 umol Trolox / g nos extratos
de folhas, caules e raizes da espécie Cuphea aequipetala Cav. A espécie L. pacari
revelou resultados superiores quando comparado a C. aequipetala. A partir da curva
padrdo de Trolox foi possivel também obter uma equacao da reta e uma curva, para

calcular a reducéo do ferro no método FRAP (Gréfico 6).
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Gréfico 6 - Curva de calibracdo Trolox para o teste FRAP.

Com a obtencao da curva de padréo Trolox, pode-se obter os resultados que
foram expressos em UM Trolox/g de extrato.

Através dos resultados pode-se observar que dentre as fracdes provenientes
da ELL destacou-se a fragao acetato (235,17978 uM Trolox/g de extrato).

Tendo em vista a EAB, os compostos acidos apresentam valores mais
significativos do que o0s compostos neutros e basicos, com destaque para a
subfragcao acetato acidos (244,25008uM Trolox/g de extrato) e a subfragao acetato
agua lavagem acidos (201,00422 pM Trolox/g de extrato) que apresentaram
resultados estatisticamente diferentes ao nivel de 5%.

Em outro estudo com L. pacari, Caixeta (2014) [45], detectou em 1g do

extrato de L. pacari, capacidade de reducao de 323,62 uM de sulfato ferroso.
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Tabela 1 - Dados médios de ABTS, compostos fendlicos, flavonoides, DPPH e

FRAP.
Tipo de Fracdes Compostos Flavonoides DPPH FRAP ABTS
extragéo fendlicos
(mg EAG/g (mg EQ/g de (umol eq. (MM Trolox/g (UM Trolox/g
de extrato extrato) Trolox pormg | de extrato) de extrato)
de extrato)
1 ELL Fracdo cloroférmica | 4003,52E 281,99E 532,7715D 147,71623E 157,18333C
2 Subfracdo 1972,47H 51,38l 7,4906H 40,49239I 156,31667C
cloroférmica
neutros
3 Subfracdo 0,00J 473,39C 128,7453F 63,816H 205,300B
cloroférmica agua
acidos
4 EAB Subfracdo 4337,39D 356,22D 621,2547C 0,17184969D 174,76667C
cloroférmica &cidos
5 Subfracdo 2838,16G 95,86H 24,3446H 45,18950I 135,23333C
cloroférmica
emulséo acidos
6 Subfracdo 455,18 222,47F 90,8240G 42,75996! 161,13333C
cloroférmica
basicos
7 L. pacari fragdo | 4744,40C 104,38H 701,3108A 174,76514D 188,96667B
ELL insoldvel em
acetato
8 ELL Fracdo acetandlica | 5926,65A 139,09G 692,4157A 235,17978A 143,400C
9 Subfracdo acetato | 3311,69F 582,03B 477,5281E 105,60415G 193,75000B
compostos neutros
10 Subfracdo acetato | 5246,94B 127,32G 694,2883A 187,39877C 198,550A
aquosa compostos
acidos
11 Subfracéo 0,00J 21,771 0,00H 25,26725I1 142,76667C
acetandlica  agua
EAB de lavagem
compostos basicos
12 Subfragdo 5870,81A 1150,81A 667,6030B 201,00422B 259,800A
acetandlica agua
de lavagem
compostos acidos
13 Subfracéo acetato 3388,45F 133,839 674,6255B 244,25008A 192,650B
compostos acidos
14 Insoluvel em | 3891,85E 86,40H 699,4382A 171,03984D 170,16667C
acetato compostos
acidos
15 L. pacari fragdo 5129,20B 97,09H 702,7154A 164,39909D 224,11667 A
aquosa
16 L. pacari fragdo 2926,89G 74,16H 602,0599C 126,33625F 149,38333C
ELL insoltvel em
metanol e agua
17 L.pacari fragéo 5643,13A 95,70H 668,0712B 188,20861C 123,200C
butandlica

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%. ELL-Extracéo
liquido-liquido. EAB-Extragéo acido-base.

Com o objetivo de agrupar as diferentes amostras em relacédo as variaveis

gue medem a atividade antioxidante foi utilizada a analise multivariada pelo método

de otimizacdo de Tocher. Com base na distancia Euclidiana média padronizada,

considerando compostos fendlicos, flavonoides, DPPH, ABTS e FRAP, verificou-se

a formacdo de trés grupos nos agrupamentos formados entre as 17 amostras

analisadas, sendo o primeiro formado por quinze amostras e o segundo e o terceiro
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constituido por uma Unica amostra, cada um. A amostra (12) Subfracdo acetandlica
dgua de lavagem compostos acidos apresentou o melhor desempenho nas
variaveis analisadas, com os melhores resultados para compostos fendlicos,
flavonoides e ABTS (Tabela 1). A amostra (11) Subfracdo. AcCOET agua lavagem
bésicos apresentou o pior desempenho (Tabela 1). Essa andlise confirmou que as
amostras 11 e 12 formam grupos distintos das demais amostras (Tabela 2).

Tabela 2 - Agrupamentos entre as dezessete amostras, obtido pelo método de
Tocher, com base na distancia Euclidiana média padronizada, considerando as
variaveis compostos fendlicos totais, flavonoides, DPPH, ABTS e FRAP

Grupos Amostras/Tratamentos
1 123456 789 1013 14 15 1617
2 11
3 12

As varidveis que mais contribuiram para diferenciar as amostras em trés
grupos foram os compostos fendlicos (29,40%) flavonoides (27,90%) e DPPH
(22,10%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Contribuicdo das variaveis na dissimilaridade das amostras.

Variavel Contribuigcéo (%)
ABTS 10,30
Compostos fendlicos 29,40
Flavonoides 27,90
DPPH 22,10
FRAP 10,30

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Neste estudo foram determinados 13 compostos fendlicos utlizando método
validado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de
ultravioleta (UV). Todos os padroes avaliados foram detectados nas amostras
testadas. Foi obtido o cromatograma com deteccdo espectrofotométrica em 290 nm
apos uma injecado de 20 pL de solucéo padrdo dos compostos fendlicos em uma
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concentracdo de 10 mg/L. O fluxo empregado foi de 0,6 mL min! & uma temperatura
de 33°C, utilizando-se gradiente de eluicdo e a fase movel composta pelas solugdes:

acido formico 2% (A) e metanol (B) (Grafico 7).

mv ;
250

DetA Chi
200
150
100-

50

—— —— —— ——— —— —— ————————
0 10 20 30 40 50 60 70 80
min

Gréfico 7. Cromatograma da solugéo de polifen6is com deteccdo espectrofotométrica 290
Identificag8o dos picos: 1= acido galico; 2= Qgtlécol, 3= acido clorogénico, 4= acido vanilico,
5= &cido cafeico, 6= vanilina, 7= seringaldeido, 8= acido cumarico, 9= cumarina, 10= &cido
salicilico, 11=rutina, 12= quercetina; 13= kaempferol.

A analise cromatografica das amostras permitiu pela primeira vez, a
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos: acido galico, catecol, acido
clorogénico, acido vanilico, &cido caféico, vanilina, seringaldeido, acido salicilico,
acido cumarico, cumarina, rutina, quercetina e Kaempferol. Verificou-se que com
excecao do acido clorogénico, acido vanilico, acido cafeico e cumarina, as amostras
apresentaram diferencas significativas para as demais variaveis (Tabela 4).

Vale destacar o desempenho da amostra L. pacari fragio CHCL3 compostos
neutros que apresentou valores médios elevados para catecol, vanilina, &acido

salicilico, quercetina e kaempferol (Tabela 4).



Tabela 4 - Dados médios de compostos fendlicos da espécie L. pacari.
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Cadigo
das

amostras

Tipo de

extracéo

Fracdes

Acido
gélico

Catecol

Acido
clorogénico

Acido
vanilico

Acido
caféico

Vanilina

Seringaldeido

Acido
cumarico

Cumarina

Acido
Salicilico

Rutina

Quercetina

Kaempferol

1

Fracéo
da ELL

Fracéo
cloroférmica

18,25B

845,75B

22A

19,5A

7,25A

52,5B

3,5B

36,5A

14,5A

78,75B

42,5B

130,5B

30,5B

FragGes
da EAB

Subfracéo
cloroférmica
neutros

0,0B

22.229,25A

13A

16,25A

4,75A

19.704A

0,00B

34,5A

13,5A

11.088A

30,75B

68.645,5A

19.715A

Subfracéo
cloroférmica
agua acidos

0,0B

145,75E

17A

10A

5A

20,5B

0,00B

5,75B

12,5A

40B

33,75B

26,5B

28,25B

Subfracéo
cloroférmica
acidos

0,0B

129,5E

10A

9,5A

30,75A

23,25B

0,00B

6,25B

11A

31,75B

63,25B

15,75B

82B

Subfracéo
cloroférmica
emulsao acidos

0,0B

144,75E

16,25A

13A

0,00A

48,5B

0,00B

33A

14,5A

46,25B

52,75B

100,75B

26B

Subfracéo
cloroférmica
bésicos

0,0B

143,75E

14A

12A

11,5A

43,5B

0,00B

35,75A

15,25A

60,5B

19,75B

97,75B

25,5B

Fracéo
da ELL

L. pacari fracdo
insoltvel em
acetato

0,0B

111E

13A

0,00A

21,5A

38,5B

0,00B

5,75B

9A

27,25B

8,5B

10,5B

27B

Fracéo
da ELL

Fracéo
acetanolica

0,0B

418,25C

12,75A

10,25A

0,00A

0,5B

0,00B

39A

17A

14,5B

32B

107,25B

31B

10

11

Fracdes
da EAB

Subfracédo
acetato
compostos
neutros

62,75A

466,5C

20,5A

15A

5,25A

54,25B

46A

23,25A

11A

140,75B

16,75B

116,5B

26,5B

Subfracéo
aquosa
compostos
acidos

0,0B

133,75E

11,25A

20,25A

10,75A

21B

0,00B

26,25A

15A

74,5B

56,5B

111,75B

28,5B

Subfracédo
acetandlica
agua de
lavagem
compostos
béasicos

0,0B

111,5E

13,5A

18,75A

14,25A

45,25B

0,00B

23,5A

10,25A

31,5B

21,25B

95,75B

25,5B




129

12

13

14

Subfracéo
acetandlica
agua de
lavagem
compostos
acidos

74,25A

232,5D

5A

6,25A

4,75A

9,75B

18,5B

17,75B

5,25A

17,25B

20,5B

122,5B

28,75B

Subfracéo
acetato
compostos
acidos

15,75B

91,5E

172

12,252

13,5A

36,25B

0,00C

20,25A

8,75A

35,5B

28B

148,75B

15B

Insoltvel em
acetato
compostos
acidos

0,0B

16,25F

4,75A

14A

0,00A

24,5B

178

8,5B

2,75A

73B

164,75A

48,75B

38,5B

15

16

17

Fracéo
da ELL

L. pacari fracdo
aguosa

0,0B

170,75E

13,5A

4,5A

4,75A

42,75B

0,00B

3,25B

12,5A

30B

46,25B

22,25B

231,25B

L. pacari fracdo
insoltvel em
metanol e dgua

0,0B

96E

5A

0,00A

15A

14B

0,00B

10B

5,25A

11,75B

8,75B

94,75B

25,75B

L.pacari fracéo
butandlica

0,0B

226,5D

5,25A

3,75A

0,00A

58,25B

0,00B

13B

9,75A

27,25B

12,25B

118B

29,25B

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%.
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Com o objetivo de agrupar as diferentes amostras foi utilizada a anélise
multivariada pelo método de otimizacdo de Tocher. Com base na distancia
Euclidiana média padronizada, considerando a quantificacdo de compostos fendlicos
verificou-se a formacao de apenas dois grupos nos agrupamentos formados entre as
17 amostras analisadas, sendo o primeiro formado por dezesseis amostras e o
segundo constituido por uma Unica amostra L. pacari cloroférmio compostos neutros
(codigo 2). Essa amostra se apresentou em um grupo distinto das demais amostras,
pois apresentou uma maior quantificacdo de catecol, vanilina, acido salicilico,

quercetina, kaempferol (Tabela 5).

Tabela 5. Agrupamentos entre as dezessete amostras, obtido pelo método de
Tocher, com base na distancia Euclidiana média padronizada, considerando as
variaveis acido galico, catecol, acido clorogénico, acido vanilico, &cido caféico,
vanilina, seringaldeido, &cido cumarico, cumarina, acido salicilico, rutina, quercetina
e kaempferol.

Grupos Amostras/Tratamentos
1 13456 7 89 10 11 12 13 14 15 1617
2 2

Na Tabela 6 encontra-se a contribuicdo das variaveis em relacdo a
discriminacdo entre os grupos formados. Verifica-se que as variaveis que mais
contribuiram para a diferenciacao dos grupos foram acido caféico, cumarina e acido

clorogénico que juntas, somaram 61,80%.
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Tabela 6. Contribuicdo das variaveis na dissimilaridade das amostras.

Variavel Contribuicéo (%)
Acido gélico 4,41
Catequina 8,09
Acido clorogénico 14,00
Acido vanilico 1,47
Acido caféico 26,50
Vanilina 2,21
Seringaldeido 2,21
Acido cumarico 11,80
Cumarina 21,30
Acido Salicilico 0,73
Rutina 6,62
Quercetina 0,00
Kaempferol 0,73

Os compostos fendlicos sdo definidos como o maior grupo de antioxidantes
naturais, com cerca de 8.000 compostos diferentes. Estdo largamente distribuidos
nos alimentos vegetais, sendo considerados fundamentais para o desenvolvimento
adequado da planta e a defesa contra injlrias ambientais e processos infecciosos
[46].

Em relacdo a quantificacdo de compostos fendlicos destacaram-se catecol,
vanilina, acido salicilico, quercetina e kaempferol, acido caféico, cumarina e acido
clorogénico. O catecol € um composto fendlico simples, cuja estrutura também é
encontrada em compostos polifendlicos, como a quercetina e catequinas. O catecol
atua na recuperacao de plantas afetadas por pragas ou doencas e pode promover o
enraizamento em espécies vegetais. Apresenta propriedades antioxidante, anti-
inflamatoria, neuroprotetora, antibacteriana e antifungica [47].

A vanilina possui em sua estrutura o grupo vaniléide, constituido pelo anel
aromatico e 0s grupos substituintes metdxi e fenol, o qual apresenta importantes
atividades em sistemas biolégicos. Compostos que possuem o grupo vanildide em
suas estruturas, normalmente favorecem a apoptose, além de apresentarem
importantes caracteristicas antioxidantes, antimutagénica e antimicrobianas [48].
Atenua a expressao dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-18

e IL-6, em ensaios com ratos [49]. A vanilina é uma substancia bastante utilizada na
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industria alimenticia e de cosméticos por ser o ingrediente ativo responsavel pelo
aroma de baunilha [50].

O acido salicilico € um beta-hidroxiacido que afeta a cascata araquidonica,
apresentando capacidade anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana e
queratolitica, tornando-se util na rapida diminuicdo do eritema facial [51, 52].

Segundo estudos a quercetina € um flavonoide que possui grande acao
anticancerigena, principalmente reduzindo os sistemas associados a tumores,
englobando estresse oxidativo, morte celular e metastase. Tais funcdes bioldgicas
relacionadas a quercetina tem chamado a atengcédo como um potente coadjuvante na
quimioterapia [53].

Os resultados da pesquisa realizada por Yang et al. (2018) [54] demonstraram
gque a quercetina reativou eficazmente a expressdo génica do HIV-1 latente
isoladamente e levou a reativacao sinérgica quando combinada com a prostratina ou
o acido valproico. Além disso, o estudo fornece evidéncias de que a quercetina pode
reativar a expressao do HIV-1 induzindo a translocacéo nuclear do fator nuclear-kB,
e que a toxicidade da quercetina é menor quando comparada a Vvarios outros
ativadores do HIV-1. Os resultados indicam que a quercetina pode ser um agente
eficaz para interromper a laténcia do HIV-1 e pode ser atil em futuras estratégias de
erradicacao.

Segundo Singh e Pai (2015) [55] a infeccéo pelo HIV leva a um aumento do
estresse oxidativo que, por sua vez, pode levar a um desenvolvimento mais rapido
da doenga pelo HIV. Assim, os antioxidantes podem ter um papel significativo no
tratamento do HIV/AIDS.

O Kaempferol € um flavonoide natural antioxidante com efeito protetor contra
o stress oxidativo [56, 57]. Ja o &cido cafeico neutraliza radicais livres que possam
causar danos oxidativos nas membranas celulares e DNA [58]. Esse acido ajuda a
prevenir danos as células causados pela luz ultravioleta e também atua como
antioxidante, anti-hipertensivo, antiviral, anticarcinogénico e hipoglicemiante [59].

A Cumarina (1,2-benzopirona) apresenta efeitos farmacolégicos comprovados
como antioxidante, antimicrobiano, anticoagulante, antiinflamatorio, neuroprotetor,
antidepressiva, espasmolitico, antiinflamatorio e broncodilatador [60, 61].

O acido clorogénico também é considerado um excelente antioxidante, com

inibicao significativa da peroxidacéo lipidica [62] além de promover efeito hipotensor,
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reduzir a absor¢cdo de glicose pelo organismo e atuar como agente anti-inflamatorio.
Tem atividade anti-hipertensiva, antibiética, antiglicante e cardioprotetora [63].
Verifica-se nas pesquisas uma correlagdo positiva entre a atividade
antioxidante e a quantidade de compostos fendlicos. Esta atividade deve-se
principalmente as propriedades redutoras e a estrutura quimica dos fendlicos, que
permitem a neutralizagdo ou sequestro de radicais livres e/ou quelacéo de metais de
transicdo. A ressonancia do anel aromatico presente nestes compostos € a principal
responsavel pela formacdo de intermediarios estaveis que ap0s o processo de

reducao dos radicais livres, bloqueia rea¢cbes em cadeia [64, 65].
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4. CONCLUSAO

Na triagem fitoquimica do extrato etandlico bruto da L. pacari foram
detectados fendis, taninos, flavonoides, triterpenos e saponinas. A amostra
Subfracdo acetandlica agua de lavagem compostos &cidos apresentou o melhor
desempenho nas variaveis analisadas, com os melhores resultados para compostos
fendlicos, flavonoides e ABTS. As variaveis que mais contribuiram para diferenciar
as amostras em trés grupos foram os compostos fendlicos (29,40%) flavonoides
(27,90%) e DPPH (22,10%). A analise cromatografica das amostras permitiu pela
primeira vez a identificacdo e quantificacdo, dos compostos fendlicos: &cido galico,
catecol, acido clorogénico, &cido vanilico, acido caféico, vanilina, seringaldeido,
acido salicilico, acido cumarico, cumarina, rutina, quercetina e Kaempferol. Verificou-
se que com excecado do acido clorogénico, acido vanilico, acido cafeico e cumarina,
as amostras apresentaram diferencas significativas para as demais variaveis. Vale
destacar o desempenho da amostra L. pacari fragdo CHCL3 compostos neutros que
apresentou valores médios elevados para catecol, vanilina, acido salicilico,
quercetina e Kaempferol.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos; quantificacdo dos
teores de fendlicos totais e flavonoides, andlise multivariada no estudo da
composicao fendlica e perfil antioxidante demonstraram o potencial antioxidante da

espécie L. pacari.
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5. CONCLUSAO

Na revisdo sistematica com metanalise que avaliou a utilizacdo de plantas
medicinais, fitoterapicos e/ou fitofarmacos associados ou ndo a terapia antiretroviral,
utiizando como variavel priméria a contagem de linfocitos T CD4*, verificou-se
gue ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de
intervencao e placebo, incluidos na pesquisa, em relacdo a qualquer das variaveis
examinadas na contagem de Linfocitos T CD4*. Um dos fatores que pode ter
influenciado é o pequeno numero de estudos clinicos randomizados incluidos no
estudo.

A partir do fracionamento biodirecionado pela atividade antirretroviral
verificou-se uma maior atividade nas subfracfes acetandlicas. Apesar de muito ativo
(73,15% de inibicdo de TR), o extrato etandlico bruto promoveu citotoxicidade
maxima de 100 + 0 pug/mL. Seu fracionamento biodirecionado resultou nas fracdes
mais ativas: subfracdo acetandlica dgua lavagem &cidos que promoveu 88,82%TR e
citotoxicidade de 38,2 + 7,6 até 100 pg/L. Merecem destaque a subfracdo
acetandlica neutros com 60,98% de inibicdo de TR e o acido eladgico com 88,61% de
inibicio de TR e e auséncia de citotoxicidade. Verificou-se com o teste de
citotoxicidade em linhagem de macréfagos que a fragdo cloroférmica foi mais toxica
que a fracdo acetandlica. A enzima 5TIQ obteve melhor parametro de afinidade com
o ligante acido elagico do que com &cido galico que foi confirmado pelos espectros
HSQC-H-3C.

A analise cromatografica das amostras permitiu pela primeira vez a
identificacdo e quantificacdo, dos compostos fendlicos: acido galico, catecol, 4cido
clorogénico, acido vanilico, &cido caféico, vanilina, seringaldeido, acido salicilico,
acido cumarico, cumarina, rutina, quercetina e Kaempferol. Verificou-se que com
excecdo do acido clorogénico, acido vanilico, acido cafeico e cumarina, as amostras
apresentaram diferenca significativa para as demais variaveis. Vale destacar o
desempenho da amostra L. pacari fracdo CHCL3 compostos neutros que apresentou
valores médios elevados para catecol, vanilina, acido salicilico, quercetina e
Kaempferol.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos e a andlise
multivariada no estudo da composicao fendlica e perfil antioxidante sugerem que a

L. pacari pode ser promissora como agente terapéutico anti-HIV.
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