T8 Y

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA E INORGANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Estudo comparativo de raizes de Jatropha mollissima sertao/praia,
das castanhas de caju (Anacardium occidentale |.) de diferentes
plantios e estudo in vitro e in silico de compostos com potencial de

inibicao da enzima conversora de angiotensina

Samuel José Mendes dos Santos

FORTALEZA - CE
2014



Samuel José Mendes dos Santos

Estudo comparativo de raizes de Jatropha mollissima sertao/praia,
das castanhas de caju (Anacardium occidentale I.) de diferentes
plantios e estudo in vitro e in silico de compostos com potencial de

inibicao da enzima conversora de angiotensina

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduagdo em Quimica da Universidade
Federal do Ceara como requisito parcial para a
obtengao do titulo de Mestre em Quimica.

Area de concentracao: Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Teresa Salles
Trevisan.

FORTALEZA - CE
2014



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia

S233e Santos, Samuel José Mendes dos.

Estudo comparativo de raizes de Jatropha mollissima sertdo/praia, das castanhas de caju
(Anacardium occidentale 1.) de diferentes plantios e estudo in vitro e in silico de compostos com

potencial de inibicdo da enzima conversora de angiotensina. / Samuel Jos¢ Mendes dos Santos. —
2014.

57 f. . il. color., enc. ; 30 cm.

Mestrado (Dissertagdo) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncia,
Departamento de Quimica Organica e Inorgénica, Mestrado em Quimica, Fortaleza, 2014.
Area de Concentracdo: Quimica.

Orientagdo: Profa. Dra. Maria Teresa Salles Trevisan.
1. Castanha. 2. Angiotensina. 3. Hiperten¢ao arterial. 4. Inibidores da ECA. 1. Titulo.

CDD 547




Esta Dissertagdo foi aprovada como parte dos requisitos necessarios a obtengdo do
Grau de Mestre em Quimica, area de concentragdo Quimica, outorgada pela Universidade

Federal do Ceara, em cuja Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia/UFC encontra-se a disposigdo dos

interessados.
AN
Samuel %(sé Méhdes dos Santos
. DISSERTACRO APROVADA EM: 31/01/2014.

EXAMINADORES:

w\&am %thunw

Profa. Dra. Maria Teresa Salles Trevisan
Universidade Federal do Ceara — UFC

Profa. Dra. Telma Leda Gomes de Lemos
Universidade Federal do Ceard — UFC

‘%;&&M*sxﬁﬁﬁr

Dr. Edy Soua de Brito
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria— EMBRAPA




\

AGRADECIMENTOS

A professora Dra. Maria Teresa Salles Trevisan, pela orientagdo, confianga, compreensio e
apoio no trabalho realizado, que fortaleceu meu espirito nos momentos dificeis, bem como,
pelas palavras amigas nas horas mais necessarias.

Aos amigos com os quais tive valiosas discussdes sobre quimica medicinal e
computacional, assim como ensinamentos na aparelhagem de HPLC e ensaio
enzimatico.

A Universidade Federal do Ceara, aos professores, funcionarios e alunos, pela
colaboragdo e excelente suporte para a execucgao deste trabalho.

A FUNCAP, pela bolsa de mestrado e ajuda financeira.

Aos familiares, que estiveram sempre ao lado, incentivando na realizagdo desse sonho.
A Célia, secretaria da pds-graduagdo, pela ajuda, conselhos e incentivos durante a
realizacdo do mestrado.

E aos demais, que, de alguma forma, contribuiram na elaboragdo desta dissertagao.



“Nossa maior fraqueza estd em desistir. O
caminho mais certo de vencer € tentar
mais uma vez.”

Thomas Edison



SUMARIO

LISTA DE ILUSTRACOES iii
LISTA DE TABELAS iv
LISTA DE FLUXOGRAMAS \%

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS vi
RESUMO vii
ABSTRACT viii

CAPITULO I - INTRODUCAO
1.1. Hipertensao arterial 1
1.2. O Caju e seus principais componentes fendlicos: os acidos anacardicos 3

1.3. Analise in silico dos parametros: absorcio, distribuicio, metabolismo e

eliminacao (ADME) 6
1.4. O Género Jatropha 9
1.5. Jatropha mollissima (Pohl) Baill 10

CAPITULO II - OBJETIVOS
2. Objetivos 12

CAPITULO III - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes 13
3.2. Casca das castanha de caju e isolamento dos antioxidantes fenélicos do LCC 13
3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia CLAE 17
3.4. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG -EM) 17
3.5. Espectrometria de Ionizacdo por Eletropulverizacio Acoplada a

Espectrometria de Massa (ESI-ES) 18
3.6. Ensaio enzimatico de convencio da angiotensina I 18
3.7. Ensaio in silico 20
3.8. Jatropha mollissima 21

CAPITULO IV- RESULTADOS E DISCUSAO

4.1. Identificacao dos acidos anacardicos em LCC 22



4.2. A inibi¢cao da ECA pelos acidos anacardico

4.3. Estudo in silico dos componentes fenolicos do caju

4.4. Estudo comparativo do LCC extraido de diferentes plantios de caju

4.5. Estudo comparativo dos possiveis produtos da Jatropha mollissima

sertao/praia

CAPITULO V — CONCLUSAO

5. Conclusao

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

25
31
34

36

41

42



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Principais componentes do sistema renina-angiotensina.

Figura 2. A) Caju; B) Castanha; e C) LCC.

Figura 3. Reagdo de descarboxilagdo dos acidos anacardicos.

Figura 4. Extrator de Soxhlet.

Figura 5. Sistema Molinspiration.

Figura 6. Jatropha mollissima (Pohl) Baill. A. ramo florido; B. botdo floral; C. flor
masculina isolada; D. detalhe dos estames isolados; E. flor feminina; F. fruto tricoca; G.
bractea isolada; H. sépala isolada.

Figura 7. Fotografias da espécie Jatropha mollissima.

Figura 8. Caju, pedinculo e fruto (castanha).

Figura 9. Derivatizacao dos 4cidos anacardicos com BSTFA.

Figura 10. Cromatogramas das fracdes de alquilfenois obtidos a partir do Liquido da
casca da castanha de caju. Os picos I-IX sdo: acido 1-anacardico, 4cido 2-anacardico,
acido 3-anacardico, acido 4-anacardico, 1-cardanol, 2-cardanol, 3-cardanol, 1-cardol e
2-cardol, respectivamente.

Figura 11. Estruturas dos alquilfenois detectados no LCC: I = &cido 1-anacardico, Il =
acido 2-anacardico, III = acido 3-anacardico, IV = acido 4-anacardico, V = 1-cardanol,
VI = 2-cardanol, VII = 3-cardanol, VIII = 1-cardol e IX = 2-cardol.

Figura 12. Inibicao por diferentes concentragdes de 4cidos anacéardicos sobre a atividade
da ECA.

Figura 13. Estrutura de outros compostos fendlicos analisados como inibidores da ECA.
Figura 14 — Cromatogramas de CLAE da Jatropha mollissima, regido Praia (Beberibe),
realizados em trés diferentes comprimento de onda, cromatografia de fase reversa
isocratica e fase movel metanol-acido acético 5% (5:95). A) comprimento de onda de
340,4; B) comprimento de onda de 257,4 e C) comprimento de onda de 278,4.

Figura 15 - Cromatogramas de CLAE da Jatropha mollissima, regido Sertdo, realizados
em trés diferentes comprimento de onda, cromatografia de fase reversa isocratica e fase
movel metanol-acido acético 5% (5:95). A) comprimento de onda de 340.4; B)

comprimento de onda de 257,4 e C) comprimento de onda de 278,4.

R A A W

11
11
13
17

22

24

26
27

37

38



Figura 16 - Cromatogramas de CLAE da Jatropha mollissima, comprimento de onda
278,4, cromatografia de fase reversa isocratica e fase movel metanol-acido acético 5%
(5:95). A) Jatropha mollissima regido praia B) Jatropha mollissima regido sertao.

Figura 17 - Cromatogramas de CLAE da Jatropha mollissima, comprimento de onda
257,4, cromatografia de fase reversa isocratica e fase movel metanol-acido acético 5%

(5:95). A) Jatropha mollissima regido praia B) Jatropha mollissima regiao sertao.

39

40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Compostos e suas nomenclaturas SMILE fornecido pelo Site Molinspiration.
Tabela 2. Dados ESI-ES para acidos anacardicos individuais, purificados por CLAE
semipreparativa.

Tabela 3. Dados de CG-EM para 4cidos anacardicos individuais purificados do LCC
por CLAE semipreparativa.

Tabela 4. Inibicao da enzima conversora de angiotensina I (ECA) pelos alquilfenois e
acidos anacardicos purificados por CLAE semipreparativa, juntamente com os dados
de referéncia selecionados e os dados publicados.

Tabela 5. Log P encontrado nos sistemas Marvin, Molinspiration e vcclap,
respectivamente.

Tabela 6. Estudo in silico dos compostos fendlicos encontrados na casca da castanha
de caju, do Captopril e de outros compostos fenolicos, resultados obtidos pelo sistema
Molinspiration.

Tabela 7. Andlise das cinco amostras de LCC extraidas das cascas de castanha dos
cajueiros andes.

Tabela 8. Analise das cinco amostras de LCC em gramas de acido anacérdico por
quilograma de LCC.

Tabela 9. Andlise das cinco amostras de LCC e quantidade de acido anacardico e

cardanois.

20

23

23

28

31

33

34

35

35



LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma 1 — Extra¢do do LCC a partir da casca da castanha de caju.
Fluxograma 2 — Isolamento dos antioxidantes feno6licos do LCC.

Fluxograma 3 — Ensaio enzimatico para inibi¢do da ECA.

14
16
19



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADME Administragcdo, metabolismo e excregao

Ang Angiotensina

BSTFA Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida

CG-EM Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas
CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DMSO Dimetilsulféxido

ECA Enzima conversora de angiotensina

ESI-ES Espectrometria de lonizagdo por Eletropulveriza¢do-Espectrometria de Massa
HAS Hipertensdo Arterial Sistémica

HHL N-hipuril-L-histidil-L-leucina

LCC Liquido da casca da castanha de caju

SNC Sistema nervoso central

SRA Sistema Renina Angiotensina

TFA Acido Triflaoroacético

TMS Trimetilsilano

Tris-HCI Tris(hidroximetil)aminometano-acido cloridrico

UV-VIS Ultravioleta-visivel



RESUMO

A hipertensdo arterial ¢ uma doenca que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo e
dentre seus principais fatores causadores destacam-se uma dieta pouco saudavel, falta de
exercicios fisicos e obesidade. A inibi¢do da enzima conversora da angiotensina (ECA) foi
identificada como um alvo terapéutico para controlar a pressdo arterial elevada, pois o
octapeptideo angiotensina II, que possui atividade vasoconstritora, terd sua atividade
minimizada nos vasos sanguineos. Compostos encontrados na casca da castanha de caju foram
separados e identificados e seu potencial de inibicdo da ECA foi estudado. Observou-se que os
acidos anacardicos possuem essa atividade, sendo o acido 3-anacardico o maior inibidor entre
os compostos fenolicos extraidos da casca da castanha de caju. Estudos in silico sdo realizados
atualmente para predizer a biodisponibilidade oral e a capacidade de penetracdo no sistema
nervoso central (SNC) de uma droga. Buscou-se realizar este estudo para verificar essas
propriedades nos acidos anacardico, assim como também, comparar com outros inibidores da
ECA. Observou-se que os acidos anacardicos violam somente uma das cinco regras de Lipinski,
e como a regra estabelece que pelo menos trés destes requisitos devam ser satisfeitos, conclui-
se que os acidos anacardicos apresentam uma boa biodisponibilidade oral e penetragdo no SNC.
Desse modo, a busca por uma espécie de clone que forne¢a uma maior massa de LCC por
extracdo assim como uma maior quantidade de acidos anacardicos por quilograma de LCC se
torna importante. A partir disso, verificou-se entre cinco cultivos de cajueiros andes (CCP-76,
CCP-09, Embrapa-110, Embrapa-119 ¢ Embrapa-109) o que poderia oferecer um LCC com
maior quantidade de acidos anacardicos. O cajueiro identificado como CCP-76 forneceu uma
maior quantidade de LCC com cerca de 30 gramas para cada 50 gramas de casca de castanha
utilizada para extragdo e se obteve uma concentragdo de 185 gramas de acidos anacardico por
quilograma de LCC, sendo o melhor para extracdo dos alquilfendis, entre os estudados. Em
paralelo a esses estudos, procurou-se verificar a diferenca de compostos existentes na raiz de
Jatropha mollissima cultivada em regides diferentes ¢ verificou-se que o estresse do sertdo
cearense aumenta a sintese de substincias para a sua sobrevivéncia, sendo a raiz a regido da
planta escolhida por ser rica em metabolitos secunddrios. Assim, essas plantas podem ser

utilizadas na medicina preventiva, porém, estudos mais profundos devem ser realizados.

Palavras Chaves: Jatropha mollissima, Anacardium occidentale, castanha, enzima,

angiotensina, inibi¢ao, in silico, in vitro.



ABSTRACT

Hypertension is a disease that affects millions of people around the world and among its
main causative factors include an unhealthy diet, lack of physical exercise and obesity.
Inhibition of angiotensin converting enzyme (ACE) has been identified as a therapeutic target
for controlling high blood pressure because the octapeptide angiotensin II, which has
vasoconstrictor activity, have minimized their activity in blood vessels. Compounds found in
the bark of cashew nuts were separated and identified, and their potential for ACE inhibition
was studied. It was observed that the anacardic acids possess this activity, being the 3-anacardic
acid inhibitor best among the largest phenolic compounds extracted from the bark of cashews.
In silico studies are currently performed to predict the bioavailability and the ability to penetrate
the central nervous system (CNS) of a drug. We attempted to conduct this study to verify these
properties in anacardic acids, as well as compare with other ACE inhibitors. It was observed
that the anacardic acids infringe only one of the five rules of Lipinski, and as the rule states that
at least three of these requirements must be satisfied, it is concluded that the anacardic acids
exhibit good oral bioavailability and CNS penetration. Thus, the search for a cashew that
provides a greater mass of LCC per extraction well as a greater amount of anacardic acid per
kilogram of LCC becomes important. From this, it was found among five crops of dwarf cashew
(CCP-76, CCP- 09, Embrapa-110, Embrapa-119 and Embrapa-109) which could offer a LCC
with greater amount of anacardic acids. The cashew labeled CCP-76 gave a higher amount of
LCC to about 30 grams per 50 grams of chestnut bark used for extraction and obtained a
concentration of 185 grams per kilogram of anacardic acids LCC to be the best extraction of
alkylphenols, among studied. In parallel to these studies, we sought to investigate differences
existing compounds in Jatropha mollissima grown in different regions, and it was found that
the stress of Ceard hinterlands increases the synthesis of substances for their survival. Thus,

these plants can be used in preventive medicine, however, further study should be conducted.

Key words: Jatropha mollissima, Anacardium occidentale, chestnut, enzyme inhibitors,

inhibition, in silico, in vitro.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertensao Arterial

A hipertensao arterial sist€émica (HAS), também conhecida como pressdo alta, ¢ uma
sindrome ocasionada por inimeros fatores como uma dieta pouco saudavel, falta de exercicios
fisicos, sedentarismo, fumo, etilismo e obesidade.'

O sistema renina-angiotensina (SRA) circulante ¢ um sistema enddcrino que promove a
produgdo de angiotensina (Ang) II, um octapeptideo com atividade vasoconstritora, que
fisiologicamente aumenta a pressao arterial. A angiotensina I ¢ gerada pela a¢ao da renina, uma
enzima produzida pelos rins, sobre o angiotensinogénio plasmatico, produzido pelo figado,
formando o decapeptideo Angiotensina I, que ¢ clivado pela enzima conversora de
Angiotensina (ECA), presente em abundancia no endotélio pulmonar, liberando a Angiotensina
IT um octapeptideo. A figura 1 mostra o sistema renina-angiotensina com 0s componentes

descritos acima.!

Figura 1. Principais componentes do sistema renina-angiotensina.

ANGIOTENSINOGENIO s ANGIOTENSINA ANGIOTENSINA II

FIGADO

. PULMOES
Renina

VASO SANGUINEO

ELEVACAO DA
PRESSAO ARTERIAL

A inibicdo da enzima conversora de angiotensina foi identificada como um alvo
terapéutico para controlar a pressdo arterial elevada. A angiotensina II ¢ um composto
biologicamente ativo do sistema renina-angiotensina, constituindo-se em um importante

regulador da pressdo arterial e da homeostase cardiovascular.!
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A angiotensina II est4 relacionada com doencgas cardiovasculares e com o aumento da
inflamag¢ao vascular. A administracao de inibidores da ECA resulta num aumento das enzimas
antioxidantes e diminuicdo dos niveis de peroxidag¢do lipidica, enquanto que a angiotensina II
eleva o estresse oxidativo com aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica e uma diminui¢ao
das enzimas antioxidantes.> Desse modo, inibidores da ECA tém sido utilizados como anti-
hipertensivos durante os ultimos 20 anos.>

Este trabalho buscou verifica o potencial de inibi¢do da ECA pelos acidos anacardicos,
pois os mesmos sdo encontrados nos alimentos consumidos pela populagdo mundial
diariamente, e o incentivo a pesquisas que busquem demostrar a atividade de compostos como
os acidos anacardicos produz impactos sociais € econdmicos, pois os custos com medicamentos
inibidores da ECA sdo altissimos e novos produtos que possam baratear o mercado de

medicamentos sdo de extrema importancia.
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1.2. O Caju e seus principais componentes fenolicos: os acidos anacardicos

Anacardium occidentale Linn., um membro da familia Anacardiaceae, ¢ uma arvore
tropical nativa do Brasil que é amplamente cultivada na India e leste da Africa. A India ¢ o
maior produtor de castanha de caju, sendo responsavel por quase 50% das exportagdes
mundiais. O Liquido da casca da castanha de caju (LCC) ¢ um importante subproduto agricola
extraido da casca da castanha.* O potencial de disponibilidade anual deste material é enorme e
responde por cerca de 32% da casca. As atividades bioldgicas dos componentes do LCC,
especialmente os 4cidos anacardicos, tém atraido uma atencio considerdvel em diversas 4reas.*
56,7

O liquido da casca da castanha do caju (LCC) esta localizado no mesocarpo esponjoso
da castanha que ¢ obtido como um subproduto na industria do caju, durante o processo de fritura
da castanha para a extragdo da améndoa. Ele possui diversas utilidades na industria, podendo
ser usado na producao de tintas, combustiveis, resinas, inseticidas etc. E caracterizado como
um liquido viscoso, castanho escuro e, a medida que ocorre a exposi¢do ao ar, sua cor

intensifica-se devido a formagao de produtos de oxidagdo. (Figura 2)

Figura 2. A) Caju; B) Castanha; e C) LCC.

s A

Epicarpo

Mesocarpo esponjoso
(Local onde se encontra o LCC

)

Muitos processos de extragdo do LCC envolvem altas temperaturas, isso promove a
auséncia dos acidos anacardicos nesse 6leo, pois o aquecimento ocasiona a descarboxilacdo do

acido, formando o cardanol. (Figura 3)
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Figura 3. Reagao de descarboxilagcao dos acidos anacardicos.

oH [ oH
OH o,
— 2 .
Fi
coH. 180-200°C B s
15 2631 1 atm
Acido Anacardico Cardanal

Sendo assim, ¢ necessaria uma extragdo a baixa temperatura para que essa
descarboxilagdo ndo ocorra. Isso € obtido utilizando o Soxhlet.

O Soxhlet ¢ um extrator de laboratorio inventado em 1879 por Franz Von Soxhlet. Ele
foi primeiramente projetado para a extracdo de lipidio em material s6lido. No entanto, a
referida vidraria ndo se limita a extragdo de lipidios. Geralmente, uma extracdo com Soxhlet é
feita quando o composto desejado tem uma limitada solubilidade em um solvente ¢ as
impurezas sao insoluveis.

Normalmente, o material sélido contendo o composto ¢ colocado dentro de um cartucho
feito de papel de filtro, que ¢ carregado para a camara principal do extrator de Soxhlet. O
solvente a ser utilizado fica num baldo de destilagdo e o extrator ¢ acoplado ao baldo ¢ a um

condensador (figura 4).

Figura 4. Extrator de Soxhlet.
0 - Condensador
o |

) Cartucho com

"
amostra
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=
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de ebulicio _
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O solvente ¢ aquecido e o vapor passa pelo braco do Soxhlet, em seguida, sofre
condensagdo e o liquido passa pela amostra, promovendo a extragao de compostos quimicos.
Com o passar do tempo, a cdmara que contém o material solido ¢ lentamente cheia com solvente
e alguns dos compostos desejados serdo dissolvidos no solvente aquecido. Quando a cAmara do
Soxhlet estd cheia, ¢ esvaziada automaticamente por um sifao lateral, permitindo a volta do
solvente para o baldo. Esse ciclo ¢ realizado repetidas vezes, ao longo de horas ou dias.

Durante cada ciclo, uma parte dos compostos dissolve-se no solvente. Depois de varios
ciclos o composto desejado ¢ concentrado no baldo de destilacdo. A vantagem desse sistema ¢
que apenas um tipo de solvente ¢ utilizado e reciclado durante todo o processo de extragdo a
baixas temperaturas.

Apbs a extracdo, o solvente ¢ removido, tipicamente por meio de um evaporador
rotativo, obtendo-se o composto extraido. A porcao insoluvel do sélido extraido permanece no
cartucho e pode ser descartado ou reutilizado para uma nova extragdo com Soxhlet, utilizando
0 mesmo ou outro solvente.

Por ser um método simples, barato e realizado a baixas temperaturas a extracdo com
Soxhlet foi a escolhida para extrair o LCC das castanhas de caju, diminuida a descarboxilacio
dos acidos anacardicos, assim como, para a extragdo de compostos da Jatropha mollissima,

também estudada.
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1.3. Analise in silico dos parametros: absorc¢ao, distribuicio, metabolismo e elimina¢iao

(ADME)

Atualmente, estudos in silico sdao realizados em etapas preliminares no processo de
desenvolvimento de farmacos, a fim de economizar tempo e delinear melhor o estudo de novos
compostos. Os processos farmacocinéticos de absor¢ao, distribuicao, metabolismo e eliminagdo
(ADME) sdao de grande importancia na escolha de um farmaco, pois definem a
biodisponibilidade da substancia no organismo. Assim, para um candidato a fdrmaco atingir
eficacia terapéutica, deve possuir uma poténcia elevada e seletividade para interagir com o alvo
bioldgico, assim como uma boa biodisponibilidade.®

Uma boa biodisponibilidade oral ¢ um dos atributos mais desejaveis de um novo
farmaco. A predi¢ao desse fato envolve fatores bioldgicos e fisico-quimicos como dissolugao
no trato gastrointestinal, permeabilidade pelas membranas intestinais ¢ metabolismo de
primeira passagem intestinal e hepatica.’ Lipinski foi um dos primeiro a definir um conjunto de
parametros capazes de identificar compostos com problemas de absor¢do e permeabilidade
sendo predita essas propriedades como “regra dos cinco de Lipinski”.!

Lipinski concluiu, através de estudos!® com um banco de dados de aproximadamente
2500 farmacos comerciais oralmente ativos, que uma boa absor¢do e permeagao sdo mais
comuns quando o Log P calculado for menor ou igual a 5; o peso molecular, menor ou igual a
500 Da; o nimero de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio, menor ou igual a 5; € 0 nimero
de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio, menor ou igual a 10.!° Essa regra recebeu a
denominacdo de “Regra dos cinco”, pois todos os valores se limitam a nimeros iguais ou
multiplos de 5.

A lipofilia ¢ uma das propriedades fisico-quimicas que mais influenciam a capacidade
de uma molécula se movimentar através de compartimentos bioldgicos.!! O Log P esta
relacionado com a lipofilicidade da molécula. Assim, o coeficiente de particdo octano/agua
(Log P) permite obter uma estimativa da absor¢do dos farmacos no organismo. Um farmaco
que atravesse eficazmente a membrana celular deve ter uma boa relacao lipofilica e hidrofilica,
pois moléculas altamente lipofilicas t€ém tendéncia a ficar retidas nos tecidos gordos, ligam-se
mais fortemente as proteinas plasmaticas, o que diminui sua eficacia na distribui¢do no
organismo; as mais hidrofilicas podem nao ter a capacidade de atravessar membranas, sendo
mais suscetiveis a serem rapidamente excretadas sem que ocorra a agdo farmacologica

pretendida.!! Além do Log P, compostos com grande massa molar (MW) e muitas liga¢des
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doadoras e receptoras de hidrogénio tendem a ter dificuldade em atravessar as membranas
bioldgica, diminuindo a biodisponibilidade da droga no organismo.'°

Como pretende-se que o composto seja administrado via oral, ele deve ser capaz de
atravessar o trato gastrointestinal e atravessar a barreira hematoencefélica para atuar no SNC.
Assim, os compostos analisados foram avaliados de acordo com a “Regra dos Cinco” de
Lipinski modificada para penetragao no SNC, que estabelece: peso molecular menor ou igual a
400 daltons (Da), coeficiente de particdo octano/dgua calculado (cLog P) menor ou igual a 5,
nimero de aceptores de ligagao de hidrogénio (nON) menor ou igual a 7 € nimero de grupos
doadores de ligagdo de hidrogénio (nOHNH) menor ou igual a 3.'? A regra estabelece que pelo
menos trés destes requisitos devem ser satisfeitos para que o composto apresente uma boa
biodisponibilidade oral e penetragdo no SNC.

Além dos quatro fatores analisado por Lipinski, existem outros como o numero de
ligacdes rotativas (nrotb) e area de superficie polar (PSA). A contagem de ligacdes rotativas ¢
amplamente utilizada para prever a biodisponibilidade, pois um nimero maior de dez ligacdes
rotativas em um composto quimico € correlacionado com a diminui¢@o da disponibilidade oral
em ratos, isso esta relacionado a afinidade do ligante, pois para cada duas liga¢des rotativas ha
uma diminui¢do de 0,5 kcal. Um valor de PSA menor que 60 tende a identificar compostos com
acdo no SNC, isto estd relacionado a esses compostos conseguirem ultrapassar a barreira
hematoencefalica.'?

Assim, além dos 4 fatores da “Regra dos cinco” de Lipinski, foram calculados a area
superficial polar e o numero de ligagdes rotativas, pardmetros também relacionados a
capacidade do farmaco de permear as membranas bioldgicas, que devem ser menores que 90A
e 10, respectivamente. 2

Atualmente, existem diversos programas, Sites e sistemas para se calcular os parametros
citados anteriormente, ¢ um dos sistemas de informatica, gratuito e muito utilizado, ¢ o
Molinspiration que oferece uma ampla gama de ferramentas e realiza manipulacdo e
processamento de molécula, incluindo nomenclatura SMILES e conversdao SDfile, gerando
também fragmentagdo de moléculas, calculo de varias propriedades moleculares, modelagem
molecular ¢ desenho de drogas. E utilizado como banco de dados, fornecendo subestrutura e
similaridade com outras moléculas em pesquisas. Este software fornece uma triagem virtual
baseado em fragmento, previsdo da bioatividade e visualizacdo de dados. As Ferramentas
Molinspiration sdo escritas em Java, portanto, pode ser usado praticamente em qualquer

plataforma de computador e oferece servigos gratuitos on-line para o calculo de propriedades
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moleculares importantes como o Log P, area de superficie polar, o nimero de doadores de
ligacdo de hidrogénio e de receptores, como também, a previsao da bioatividade para os alvos
ligantes de GPCR, inibidores da quinase, moduladores de canais i6nicos e receptores nucleares.
Atualmente, esse software Molinspiration ¢ usado por centenas de especialistas para produzir

resultados cientificos de alta qualidade. (Figura 5)

Figura 5. Sistema Molinspiration.
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1.4. O Género Jatropha

O género Jatropha L. (Euphorbiaceae), pertence a subfamilia Crotonoideae e ¢é
representada por 165 a 175 espécies, sendo encontrada em regides tropicais da Africa e das
Américas. A classificagdo do género se baseou em dados morfoldgicos, citoldogicos e na
morfologia da epiderme. Esse grupo ¢ de grande importidncia economica, pois além de
apresentarem varias espécies, as mesmas sao referidas por usos medicinais e/ou ornamentais.
Sua semente é de facil propagacio facilitando sua proliferagio em varios locais.'* A Jathopha
se caracteriza por apresentar diversas substancias pertencente a varios grupos quimicos, tais
como flavonoéides, ligninas, glicosideos e ciandgenos.!®> Independentemente da espécie, os
extratos de diferentes partes, tais como folhas, troncos, cascas e raizes da planta, tém sido

usados na medicina popular por um longo tempo.
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1.5. Jatropha mollissima (Pohl) Baill

Jatropha mollissima ¢é encontrada como arbusto e ¢ conhecida popularmente como
Pinhdo-bravo e Pinhdo-de-purga.'> O latex “in natura” é empregado na medicina popular como
antiofidico e as sementes sdo comercializadas em feiras para extracdo do dleo fixo, que ¢
utilizado como purgativo, para uso veterinario.'®

A descricao morfologica da Jatropha mollissima foi realizada por Leal C.K.A. &
Agram. de F. (2005) como: Arbusto com latex avermelhado, 2,0-3,0 m de comprimento; ramos
cilindricos, glabros, suculentos, estriados; estipulas caulinares, 2,0-4,0 mm, espinhosas,
lignificadas, persistentes; estipulas nectariferas foliares, filiformes, dissectas, glandular-
estipitadas. Folhas peltadas; peciolo 4,0-10,0 cm, cilindrico, puberulento, tricomas simples
unisseriados; lamina 3,0-15,0 x 4,0-10,0 cm, orbicular, 5-palmatilobada, subcrassas; lobos
elipticos, puberulentos, tricomas simples, unisseriados, denteados, glandular-estipitados, base
aguda, apice glandular-acuminado, broquidrédroma. Bracteas, 4,0-3,0 x 2,0-1,5 mm, elipticas,
nectariferas, glandular-estipitadas. Pedunculo cilindrico, 4,0-2,0 cm, puberulento.
Inflorescéncias em corimbos, terminais, bracteados; 2 flores pistiladas circundadas por 4 flores
estaminadas; pedicelos 0,4-1,5 cm, cilindricos, glabrescentes. Bracteas florais 0,2-1,0 cm,
aciculares, puberulentas, glandular-estipitadas. Flores estaminadas e pistiladas pentameras,
calice 0,5-1,5 cm, sépalas soldadas no 1/4 basal, lobos ovalelipticos, estipitados, glabros; corola
até 2,0 cm, pétalas livres, 0,5-1,0 cm, oblongas, face externa avermelhada e a interna amarela,
glabra. Flores estaminadas marginais, estames-8, isodinamos, filetes 6,0 mm, concrescidos na
base, cilindricos, glabros; antera 0,3-0,5 mm, sagitada, rimosa. Flores pistiladas centrais,
estiletes-3, conatos na base, colunares, ca. 2,0cm; estigmas-2, bifidos, ovério trilocular,
uniovular; disco hipogino, glabro. Fruto capsular, 1,5-3,0 cm, trilocular, glauco, com deiscéncia
explosiva; sementes-3, oblongas, 0,8-1,0 cm, glabras, caruncula evidente, ca. de 1/5 do tamanho

da semente; testa lisa, brilhante, marrom-ferruginea. (Figura 6)
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Figura 6. Jatropha mollissima (Pohl) Baill. A. ramo florido; B. botao floral; C. flor masculina
isolada; D. detalhe dos estames isolados; E. flor feminina; F. fruto tricoca; G. bractea isolada;

H. sépala isolada.'¢

Fonte: wikipedia.org, fotografo Rapper Ourigo.

O presente trabalho consiste de analise dos alquilfendis extraidos do LCC e avaliacao
do potencial de inibicdo da enzima conversora de angiotensina. Verificou-se também, entre
cinco cajueiros andes, 0 que apresentava maior concentracdo de acidos anacardicos por
quilograma de LCC extraido da casca da castanha. Realizou-se, também, uma andlise da

Jatropha mollissima das regides da praia e do sertdo cearense.
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2. OBJETIVOS

» Avaliar entre cinco amostras de castanha de caju a que fornece a maior quantidade de
LCC e de acidos anacardicos;

» Verificar o potencial de inibicdo da ECA pelos acidos anacérdicos, cardanols e cardols
e comparar com dados de outros compostos fendlicos;

» Realizar um estudo in silico e predizer a biodisponibilidade dos acidos anacardicos; e

» Predizer os fatores que influenciam a Jatropha mollissima de diferentes regides a terem

diferengas, qualitativas e quantitativas.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Nesta se¢do, serdo apresentados os materiais, reagentes, solugdes e técnicas

experimentais usadas na elaboracdo deste trabalho.

3.1.Reagentes

A Enzima conversora de angiotensina [ (ECA), captopril, &cido trifluoroacético (TFA),
HCI, N-hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) foram obtidos da Sigma Aldrich; acetonitrila, acido
acético, DMSO e 4cido salicilico, da Merck; enquanto o acido elagico, maclurina, mangiferina,
luteolina e taxifolina, da Extrasynthese.

Todas as solugdes foram feitas em dgua bidestilada, DMSO ou metanol.

3.2. Casca da castanha de caju e isolamento dos antioxidantes fendlicos do LCC

As cascas de castanhas de caju empregadas para a extragdo do LCC foram coletadas na
Estacdo Experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, localizada em Paraipaba, Ceara,
Brasil. Os frutos pertenciam aos cultivos CCP-76, CCP-09, Embrapa-110, Embrapa-119 e
Embrapa-109, cujos materiais genéticos sao mantidos pelo banco de germoplasma da Embrapa.
A sigla CCP ¢ um codigo de especificagdo dos plantios utilizados para localizag@o dos cajueiros
na Estagdo experimental da Embrapa. Os pedunculos foram separados manualmente das

castanhas. (Figura 8)

Figura 8. Caju, pedinculo e fruto (castanha).

Pedunculo
Pseudofruto
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O LCC foi extraido da casca da castanha de caju por Soxhlet. Cerca de 50 gramas da
casca da castanha triturada ou inteira foram colocados em um cartucho para o extrator de
Soxhlet, em seguida foram realizadas trés extracdes com hexano, cada extracdo teve duragdo
de trés horas. A mistura LCC e hexano foi concentrada em um evaporador rotativo a

temperatura de 35°C. (Fluxograma 1)

Fluxograma 1 — Extracdo do LCC a partir da casca da castanha de caju.

Casca
da castanha
de caju

Soxhlet (Hexano)

Hexano
+

LCC

Evaporador rotativo

LCC

A purificagdo dos acidos anacardicos, cardanols e cardols do LCC foi realizada como
descrito por Paramashivappa et al.!”

Em um erlenmeyer de 1 litro, com agitacdo e aquecimento, foram colocados
primeiramente 110 mL de 6leo da casca da castanha de caju (LCC), 570 mL de etanol e 30 mL
de dgua destilada. Em seguida adicionou-se lentamente 50 gramas de hidréxido de célcio para
precipitar os acidos anacardicos na forma de anacardato de célcio. O sistema permaneceu sobre
agitacdo e aquecimento (45 — 50°C) por 4 horas. Apos esse tempo o acido anacardico precipitara
na forma de anacardato de célcio e o sobrenadante ¢ constituido de cardanois e cardois. Logo
apos as 4 horas a solucdo foi filtrada com papel de filtro e o precipitado posto para secar em
uma travessa. Apds seco o precipitado ¢ macerado de modo a fica com os menores graos

possiveis.
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Apos a secagem do precipitado deve-se colocar em um erlenmeyer de 1 litro e adicionar
440 mL de agua destilada e 60 mL de 4cido cloridrico concentrado (11 M). Deixa agitando por
1 hora. Em seguida adicionar 150 mL de acetato de etila e continuar agitando por mais 15
minutos. Com ajuda de um funil de separagao separar a 4gua da solucdo. Apos retirada a dgua,
adicione 100 mL de 4agua a solugdo ¢ agite por mais 3 minutos, retirar novamente a agua com
ajuda de um funil de separagao, repetir esse procedimento por mais 2 vezes para retirar possiveis
impurezas. Ao final deve-se adicionar sulfato de sddio anidro, filtrar e rotoevaporar a solugao
para garantir que toda a dgua tenha saido. A separagdo dos acidos anacérdicos se realizou
através de CLAE preparativa com fase movel constituida por acetonitrila-dgua-acido acético
(80-20-1) executado no modo isocratico a uma taxa de fluxo de 3,0 mL/minuto.

O sobrenadante foi tratado com solugdo de amonia e solugdo de hexano/acetato de etila
(98:2) para se separar os componentes cardanols. Em seguida, utilizou-se uma solugdo de

acetato de etila’hexano (80:20) para a extragdo de cardols. (Fluxograma 2)



Fluxograma 2 — Isolamento dos antioxidantes fenodlicos do LCC.

Pagina |16

LCC 50 mL
{dcido Anacirdico, cardol ¢ cardanol)
Agitacio 285 mL etanol
Aquecimente (45-50°C) 15 mL dgua
4 horas 25 g de hidroxido de Cilcio
Anacardato de cilcio Fase aquosa de etanol
(Cardol e Cardanol)
HCI11 M .
s Solucio de amonia
Avatado do Eifla Hexano:acetato de etila (98:2)
Fragio orginica Fragio aquosa Fragio orginica
{Cardanel)
Concentracio
- Concentragio
Acido anacardico
CLAE PIEPEIEﬁVE. Cardanol

,— Acido g Acido
1 anacirdico 1-1'“5"":0 3—-““51‘"10 4-anacidico

Solucio etanolica de amonia

(Cardol)

Acetato de etilachexano (80:20)

Fracio orginica
Cardol

Cardel

Concentracio

Solugio
Etanolica de
Amonia




Pagina |17

3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os experimentos analiticos de CLAE de fase reversa foram realizados num HPLC
Agilent 1100 (HP 1101, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha). A separagdo
cromatografica de acidos anacardicos, cardanols e cardols foi feita utilizando uma coluna C18
de fase reversa (5 um), coluna (250 x 4 mm I.D., Latek, Heidelberg, Alemanha). A fase movel
consistiu de acetonitrila — agua — &cido acético (80:20:1) executado no modo isocratico a uma
taxa de fluxo de 3,0 mL/minuto'®. O controle e manipulac¢do de dados foram realizados com o

software HP Chemstation em um PC.

3.4. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG -EM)

As analises foram realizadas exatamente conforme descrito por Owen et al.'” Antes da
CG-MS, os extratos metanolicos secos (40 pg/ml) foram derivatizados, pois a amostra nao era
voléatil, por adicdo de 100 pul de BSTFA (bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) a 30°C durante 30

minutos. (Figura 9)

Figura 9. Derivatizacdo dos acidos anacardicos com BSTFA.
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3.5. Espectrometria de Ionizacdo por Eletropulverizacio Acoplada a Espectrometria de
Massa (ESI-ES)

As amostras purificadas por CLAE semipreparativa foram dissolvidos em metanol, e os
espectros foram registrados num Finnigan MAT TSQ 7000 espectrometro de massa (Finnigan,
San Jose, California, EUA), equipado com uma fonte de nanoeletrospray (EMBL, Heidelberg,
Alemanha). Argonio foi utilizado como gas de colisdo a uma pressdao nominal de 2,5 mTorr (1
Torr = 133,3 Pa). Capilares de vidro banhado a ouro para a amostra de pulverizagdo foram
preparados usando um extrator microcapilar (Type -87- B, Sutter Instruments). A tensdo

aplicada foi de 400-700 V, e o intervalo de digitalizagdo em massa foi 20-2600 D.

3.6. Ensaio enzimatico de convenciao da angiotensina I

Dissolveu-se 5 mM de N-hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) (2,15 mg/mL) em 50 mM
de Tris-HCI (pH 8,3) contendo NaCl 0,3 M. Misturou-se 100 mL de solugdo de substrato com
25 mL de solugdo de inibidor (ou de metanol/hexano/tampao Tris como controle). As solugdes
inibidoras foram captopril (como controle positivo) e os alquilfenois purificados.

Apo6s incubacao durante 10 min a 37°C, adicionou-se 50 mL de uma solu¢do de ECA
(200 miliunidades/mL de enzima conversora de angiotensina (ECA) em 50 mM Tris- HCI, pH
8,3 contendo 0,3 M de NaCl (250 mL) a -20°C até a utilizagao) e se incubou durante mais 30
minutos a 37°C com agitagdo continua a 450 rpm. A reagdo foi cessada pela adi¢do de HCI 1

M (100 mL). Uma aliquota dessa mistura (20 uL) foi analisada por CLAE. (Fluxograma 3)
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Fluxograma 3 — Ensaio enzimatico para inibigao da ECA.

SUBSTRATO
HHL (5mM, 2,15 mg/mL)
50mM Tris-HCI pH 8,3 + INIBIDOR
NaCl 0,3 M
100 mL 25 mL
Solucdo de ECA
SUBSTRATO 200 mU/mL de ECA
10 min, 37°C + +
INIBIDOR 50 mM Tris-HCL, pH 8,3
NaCl 0,3 M

30 min, 37°C SUBSTRADO + INIBIDOR
agitacio continua +
450 rpm SOLUCAO DE ECA

Aliquota 20 pL.

HPLC
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3.7. Ensaio in silico

Os programas utilizados para predizer o Log P foram o Molinspiration
(http://www.molinspiration.com/), 0 Marvin (http://www.chemaxon.com/marvin/sketch/index.php)
e o veclap (http://www.vcclab.org/lab/alogps/start.html). Todos os sistemas foram utilizados de
forma gratuita e com suporte de um computador da marca Dell munido de 16 gigabytes de
memoria Ram, 650 gigabytes de HD interno e microprocessador Core 17 da Intel, com o sistema
operacional Windows 8 e o Google Chrome para abrir os Sites ¢ executar os ensaios. Para se
realizar os experimentos, utilizou-se a propria estrutura da molécula ou a nomenclatura SMILE

(Tabela 1).

Tabela 1. Compostos e suas nomenclaturas SMILE fornecido pelo site Molinspiration.

Compostos Nomenclatura SMILE

Acido l-anacardico | OC(=0)c1c(O)cccc CCCCCCCC=CCC=CCC=C

Acido 2-anacéardico | CCCC=CCC=CCCCCCCCclcccc(0)c1C(0)=0

Acido 3-anacéardico | CCCCCCC=CCCCCCCCclceec(0)cl1C(0)=0

Acido 4-anacéardico | CCCCCCCCCCCCCCCcelecee(0)c1C(0)=0

1-Cardanol Oclccec(CCCCCCCC=CCC=CCC=C)cl

2- Cardanol CCCC=CCC=CCCCCCCCclcccc(O)el

3- Cardanol CCCCCCC=CCCCCCCCclceec(0O)cl

1- Cardol Oclce(O)ec(CCCCCCCC=CCC=CCC=C)cl

2- Cardol Oclcc(O)ec(CCCCCCCC=CCC=CCCC)cl

Captopril CC(CS)C(=0)N1CCCCIC(0)=0

Acido Elagico Oclcc2c(=0)oc4c(0)c(O)ec3c(=0)oc(c10)c2c34

Mangiferina OC[C@H]40C(c3c(O)cc2oclcec(0O)c(O)ccle(=0)c2e¢30)C(0)[Ca@
H](O)C40

Maclurina Oc2cc(0)c(C(=0)clcee(0)c(O)cl)c(O)c2

Luteolina Oc3cc(0)c2e(=0)cc(cleec(0)c(O)cl)oc2ce3

Taxifolina 0OC3C(clcec(0)c(0)c1)Oc2cec(0)cc(0)c2C3=0

Acido Salicilico OC(=0)clcceec1O

Para andlise dos parametros massa molar, area de superficie polar (PSA), nimero de

doadores e receptores de hidrogénio e nimero de ligagdes rotativas, utilizou-se somente o

sistema Molinspiration (http://www.molinspiration.com/).
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3.8. Jatropha mollissima

As raizes de J. mollissima, para estudo comparativo, foram coletadas nas cidades de
Beberibe/Ceard, em setembro de 2009 pelo professor Luquesio Petrola de Melo Jorge, esta raiz
foi denominada de Jatropha praia. A outra raiz foi coletada em Taua/Ceara, em junho de 2013,
pelo professor Paulo Jorge Neto, esta raiz foi denominada Jathopha sertéo.

A extracdo foi realizada em um extrator de Soxhlet, sendo utilizados 10 gramas de raiz
de Jatropha mollissima. Foram feitas trés extragdes com hexano com duragao de trés horas cada
processo ¢ ao final os trés extratos foram combinados. Apos as trés extragcdes com hexano,
foram realizadas mais trés com metanol. O produto das trés extragdes com metanol foram
combinados e analisado por CLAE analitica de fase reversa isocratico, e a fase mével consistia

em metanol-acido acético 5% (5:95).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Identificacdo dos acidos anacardicos em LCC

O Liquido da casca da castanha de caju (LCC) foi fracionado em trés classes
nomeadamente por acidos anacardicos, cardanols e cardols. Os cromatogramas sao mostrados
na Figura 10. Os 4cidos anacardicos foram extraidos do LCC e separados em quatro compostos
individuais através de CLAE semipreparativa. Os espectros de UV dos compostos purificados
foram tipicos de acidos anacérdicos, isso foi confirmado por ESI-ES (Tabela 2) e GC-EM

(Tabela 3). As estruturas seguem conforme Figura 11.

Figura 10. Cromatogramas das fra¢des de alquilfenois obtidos a partir do Liquido da casca da
castanha de caju. Os picos [-IX sdo: acido l-anacardico, acido 2-anacardico, acido 3-
anacardico, acido 4-anacardico, l-cardanol, 2-cardanol, 3-cardanol, 1-cardol e 2-cardol,

respectivamente.
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Tabela 2. Dados ESI-ES para 4acidos anacardicos individuais, purificados por CLAE

semipreparativa.
Alquilfenéis m/z

Massa do ions [M] [M-H] [2M-H] [M+H]* [M+Na]*
Acido 1-anacardico 342.219 341.1 683.4 343.0 365.0
Acido 2-anacardico 344.235 343.1 687.4 345.0 367.0
Acido 3-anacérdico 346.251 345.1 691.5 347.1 369.0
Acido 4-anacérdico 348.266 347.1 695.5 349.1 371.0

Tabela 3. Dados de CG-EM para &cidos anacérdicos individuais purificados do LCC por CLAE

semipreparativa.

Grupos |M* m/z (intensidade relativa, %)

TMS

Alquilfendis (calc.) M*  |Fragmentos

I |Acido I-anacérdico 2 486 | 486 (3) (471 (100), 396 (46), 219 (68), 147 (44)
II |Acido 2-anacérdico 2 488 | 488 (8) (473 (100), 398 (52), 219 (58), 147 (39)
III | Acido 3-anacardico 2 490 | 490 (7) |475 (100), 400 (9), 219 (35), 147 (16)
IV | Acido 4-anacardico 2 492 | 492 (1) (477 (100), 402 (1), 219 (19), 147 (6)

Cada grupo Trimetilsilano (TMS) substitui um proéton hidroxila e adiciona 72 da massa

molecular inicial.
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Figura 11. Estruturas dos alquilfenois detectados no LCC: I = &cido 1-anacardico, II = 4cido

2-anacardico, III = acido 3-anacardico, IV = acido 4-anacardico, V = 1-cardanol, VI = 2-

cardanol, VII = 3-cardanol, VIII = 1-cardol e IX = 2-cardol.
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4.2. A inibicao da ECA pelos acidos anacardicos

Executou-se um ensaio de inibi¢ao da ECA, utilizando como inibidor o LCC e seus
componentes fenolicos. A mistura dos quatro acidos anacardicos juntos mostrou a maior
inibi¢do da ECA (ICso = 18 uM) em comparag¢ao com cardanols e cardols juntos (> 500 uM).
Outra comparacgao dos compostos purificados mostrou a seguinte relagao: acido 3-Anacardico
(ICso = 12 uM) > &cido 4-anacérdico (ICso = 20 uM) > acido 2-anacardico (ICso = 33 uM) >
acido 1-anacardico (ICso = 39 uM) (Figura 12). O captopril utilizado como controle positivo
mostrou um ICso = 6,85 nM. Outros compostos fendlicos com o acido elagico, maclurina,
mangiferina e luteolina (Figura 13) foram fracamente positivos, com valores de ICso > 500 uM,

enquanto a taxifolina e o acido salicilico tiveram valores negativos (Tabela 4).
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Figura 12. Inibicao por diferentes concentracdes de acidos anacardicos sobre a atividade da
ECA.
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Figura 13. Estrutura de outros compostos fenolicos analisados como inibidores da ECA.
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Tabela 4. Inibicao da enzima conversora de angiotensina [ (ECA) pelos alquilfenois e acidos

anacardicos purificados por CLAE semipreparativa, juntamente com os dados de referéncia

selecionados e os dados publicados.

Alquilfendis I1Cso (uM)
LCC 50
Mistura dos quatro 4cidos anacardicos 18
Cardanols > 500
Cardols > 500
Acido 1-Anacadico 39
Acido 2-Anacadico 33
Acido 3-Anacadico 12
Acido 4-Anacadico 20
Captopril (Controle positivo) 6.85 nM
Outros compostos fenolicos

Acido Elagico > 500
Mangiferina > 500
Maclurina > 500
Luteolina > 500
Taxifolina Negativo
Acido Salicilico Negativo
Valores publicados

(-)-Epicatequina 1783
(+)-Catequinas 1593
Procianidina dimérica 267
Procianidina trimérica 126
Procianidina tetramerica 12
Procianidina pentamérica 25
Procianidina hexamérica 10
Cianidina sambubiosida 118
Delfinidina sambubiosida 142
Quercetina cafeoil glucorhamnosida 159
Quercetina galoil galactosida 160
Quercetina glucuronida 200
Kaempferol galactopiranosida 260
Luteolina glucopiranosideo 280

Luteolina

290
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Os resultados mostraram que o LCC extraido da castanha de caju por Soxhlet contém
uma série de alquilfenois. Estes consistem em sua maior parte de 4cidos anacardicos, cardanois
e cardois. Dentre os alquilfenodis estudados do LCC, observa-se que os mais potentes em
atividades bioldgicas sdo os 4cidos anacardicos e em menor extensio cardanois e cardois. E
importante salientar que o LCC, bruto, j& foi descrito como um potente captador de espécies
reativas de oxigénio e inibidor das xantinas oxidases.*

Neste estudo, o LCC se mostrou ser um inibidor da ECA, com um ICso de 50 uM. A
mistura dos quatro acidos anacardicos mostrou ICso de 18 uM, o que demostrou ser mais
potente do que a mistura de cardanois e cardois (ICso > 500 pM). Observa-se também que o
acido 3-anacardico com uma ligagao dupla na cadeia lateral foi o mais ativo (ICso =12 uM) em
compara¢do com o acido 4-anacéardico que ndo possui insaturacdo na cadeia lateral (ICso = 20
uM). Em contraste, os acidos anacardicos 2 e 1 (duas e trés ligagdes duplas na cadeia lateral,
respectivamente), obtiveram valores de I1Cso de 33 e 39 puM, respectivamente, sendo menos
potentes que os acidos anacardicos 3 e 4.*

Os dados obtidos nessa pesquisa em comparagdo com dados na literatura®®?!,
demonstram que os acidos anacardicos sdao bons inibidores da ECA e se verifica também que
os produtos secundarios de plantas reportam valores de ICso de moléculas individuais maiores
que os obtidos pelos 4cidos anacardicos e LCC. Os unicos dados comparaveis>! que relataram
valores semelhantes aos obtidos com os &cidos anacardicos sdo: procianidina hexamérica (ICso
=10 uM), procianidina tetramérica (ICso = 12 uM) e procianidina pentamérica (ICso =25 uM),
enquanto que procianidina dimérica (ICso = 267 uM), procianidina trimérica (ICso = 126 uM)
e especialmente mondmeros de (-)-epicatequina (ICso = 1781 uM) e (+)-catequina (ICso = 1593
uM) foram relativamente inativos. E importante citar que oligdmeros de procianidina presentes
na dieta sio degradados pelo suco gastrico para dimeros e mondmeros. Acidos anacardicos sao
mais estaveis e sdo, portanto, menos suscetiveis a sofrer o mesmo destino no corpo humano.

O 4cido salicilico, que possui estrutura muito semelhante a dos acidos anacardicos, teve
resultado negativo no teste da inibicdo da ECA, indicando a importancia da cadeia lateral fitilo
para bloquear a atividade da enzima. Isto tem semelhancas com o mecanismo descrito para a
inibicdo da xantina oxidase®.

Também tem sido relatado que os peptideos de baixo peso molecular apresentam valores
baixos de ICs0o em pM, entretanto, sdo suscetiveis a serem degradados no corpo humano.?*
Produtos naturais com modifica¢des sintéticas®’?° também sdo descritos como potenciais

inibidores da ECA, porém, ¢ improvavel competir com drogas, como captopril (ICso = 6,85
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nM), lisinopril e enalapril no uso clinico. Os acidos anacardicos (presentes em produtos de caju)
tomados na dieta sdo suscetiveis a terem efeitos benéficos a saude, diminuindo o risco de
hipertensdo e, talvez, particularmente uteis como um substituto de anti-hipertensivos em
mulheres gravidas, pois os inibidores da ECA utilizados atualmente no mercado farmacéutico
sdo contraindicados.* *°

Portanto, verifica-se que os estudos sobre a biodisponibilidade e metabdlitos dos acidos

anacardicos sdo necessarios.
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4.3. Estudo in silico dos componentes fenélicos do caju

Inicialmente, procurou-se fazer uma correlacdo entre os Log P encontrados nos trés
sistemas (Molinspiration, Marvin e vcclap). Os resultados encontrados (Tabela 5) mostram que
as moléculas de acidos anacardicos sdo mais lipofilicas que hidrofilicas. Isso significa que essas
moléculas se ligam com maior facilidade as proteinas plasmaticas, facilitando a distribui¢ao do
composto pelo organismo biologico. A diferenga dos valores encontrados estd diretamente
relacionada ao método de calculo do sistema utilizado, cada sistema realiza os calculos com
fragmentacdo das moléculas e usando plataformas computacionais que geram esses resultados.
Visto isso, observa-se que o desvio padrao dos trés programas utilizados para analise dos acidos
anacardicos, cardanois e cardois ndo ultrapassou 0,50. Ja para o captopril, acido elagico,
maclurina e taxifolina o desvio padrdo superou 0,50. Visto que o desvio padrdo mede a
variabilidade dos valores a volta da média, seu valor minimo seria zero e indicaria que ndo ha
variabilidade entre os programas, ou seja, que todos os valores sao iguais a média. Assim nas
amostras com Desvio padrdo superior a 0,50 temos uma maior variabilidade entre os valores
encontrados com os programas utilizados, sendo comum em analises computacionais visto que

cada programa calcula essa constante utilizando diversos parametros de analise.

Tabela 5. Log P encontrados nos sistemas Marvin, Molinspiration e vcclap, respectivamente.

Compostos Log P miLogP ALogP Desvio padrio

Acido 1-anacérdico 7,69 6,852 6,76 0,50
Acido 2-anacardico 7,99 7,612 7,15 0,42
Acido 3-anacardico 8,35 8,291 7,59 0,42
Acido 4-anacardico 8,71 8,601 8,04 0,36
1-Cardanol 7,38 6,884 7,16 0,25
2- Cardanol 7,68 7,644 7,55 0,07
3- Cardanol 8,05 8,315 7,99 0,17
1- Cardol 7,08 6,357 6,89 0,37
2- Cardol 7,38 7,117 7,28 0,13
Captopril 0,73 -1,09 0,75 1,06

Qutros compostos fenolicos

Acido Elagico 2,32 0,943 1,48 0,69
Mangiferina -0,36 -0,162 -0,50 0,17
Maclurina 3,21 1,778 1,90 0,79
Luteolina 2,40 1,974 2,07 0,22
Taxifolina 1,82 0,712 1,49 0,57
Acido Salicilico 1,98 1,87 1,17 0,44
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A Tabela 6 mostra todos os valores obtidos no sistema Molinspiration para as moléculas
estudadas. Os 4&cidos anacardicos possuem somente uma violagao a regra de Lipinski (nviol.)
que ¢ o Log P, ja discutido anteriormente. Em relacdo a area superficial polar, os valores sdo
inferiores a 60 A, o que demostra que podem passar a barreira hematoencefalica e apresentarem
atividade no sistema nervoso central. A soma do nimero de doadores de hidrogénio (nOHNH)
e do numero de receptores de hidrogénio (nON) ¢ menor que 12, e uma massa molar (MW)
menor que 400 daltons demostra que os 4cidos anacardicos tém uma boa biodisponibilidade
oral. Esses resultados sdo in silico, estudos in vivo sdo muito importantes para se comprovar
tais resultados antes de o composto ir para as farmacias como medicamento.

Acido elagico, maclurina, luteolina, taxifolina e 4cido salicilico ndo violaram nenhum
parametro da regra de Lipinski. Apesar de ndo apresentarem bons resultado como inibidores da
ECA in vitro, possuem uma boa biodisponibilidade oral, porem estudos in vivo devem reforga
os resultados e as aplicacdes dessas drogas devem ser encontradas.

O Captopril, medicamento muito usado no Brasil para diminui¢do e manutencao da
pressdo arterial para niveis normais, ndo teve violacdo a “Regra dos cinco” de Lipinski, e s6 foi
reforcada a sua boa biodisponibilidade oral muito utilizada nas emergéncias clinicas. O mesmo
também consegue passagem pela membrana hematoencefalica de acordo com os resultados in
silico.

A mangiferina € a Unica, entre as substancias estudadas, que violou duas das cinco regras
de Lipinski, o nuimero de doadores e receptores de hidrogénio que foram maiores que 5 e 7,
respectivamente. A area superficial polar de 201,269, bem superior a 60, demostra que o
composto ndo apresentara agao no sistema nervoso central, pois 0 mesmo nao ira passar a
barreira hematoencefilica.

Os cardanois ¢ os cardois, assim como os acidos anacardicos, também tiveram uma
violagdo a regra de Lipinski, o Log P, ou seja, sua permeabilidade pelas membranas bioldgicas
podera ser afetada por eles serem mais lipossoluveis do que hidrossoluveis, porém, como os
outros requisitos a “Regra dos cinco” foram satisfeitos, podemos dizer que apresentaram uma
boa biodisponibilidade oral e atravessaram a barreira hematoencefélica.

Drogas com agao pulmonar tém que possuir uma maior permeabilidade pulmonar, ou
seja, maior area superficial polar (PSA), pois sdo menos sensiveis a ligagdes de hidrogénio,'!.
Visto isso, os acidos anacardicos apresentaram uma ac¢do também pulmonar melhor que os

cardanois e cardois.
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Tabela 6. Estudo in silico dos compostos fendlicos encontrados na casca castanha de caju, do
captopril e de outros compostos fendlicos, resultados obtidos pelo sistema Molinspiration.

Compostos Log P | TPSA (A) | MW nON | nOHNH | nviol. | Nrotb
(Da)

Acido 1-anacardico | 6,852 | 57,527 342,479 |3 2 1 13
Acido 2-anacardico | 7,612 | 57,527 344,495 |3 2 1 13
Acido 3-anacardico | 8,291 | 57,527 346,511 |3 2 1 14
Acido 4-anacardico | 8,601 | 57,527 348,527 |3 2 1 15
1-Cardanol 6,884 | 20,228 298,47 1 1 1 12
2- Cardanol 7,644 | 20,228 300,486 |1 1 1 12
3- Cardanol 8,315 | 20,228 302,502 |1 1 1 13
1- Cardol 6,357 | 40,456 314,469 |2 2 1 12
2- Cardol 7,117 | 40,456 316,485 |2 2 1 12
Captopril -1,09 | 57,608 217,29 4 1 0 3
Acido Elagico 0,943 | 141,334 302,194 | 8 4 0 0
Mangiferina -0,162 | 201,269 422342 |11 8 2 2
Maclurina 1,778 | 118,211 262,217 | 6 5 0 2
Luteolina 1,974 | 111,123 286,239 | 6 4 0 1
Taxifolina 0,712 | 127,445 304,254 |7 5 0 1
Acido Salicilico 1,87 57,527 138,122 |3 2 0 1
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4.4. Estudo Comparativo do LCC extraido de diferentes plantios de caju

Nesta parte do trabalho, avaliaram-se as quantidades de acidos anacardicos presentes na
casca da castanha de caju industrializada, utilizaram-se cinco clones de cajueiros andes
precoces desenvolvidos pela Embrapa Agroindustria Tropical. Foram analisados cinco clones
e verificada a melhor forma de extracdo. As amostras que foram trituradas para extracao de
LCC tiveram os melhores rendimentos, extraindo mais LCC e, por consequéncia, mais acidos
anacardicos. Das cinco amostras, a CCP-76 processada triturada extraiu a maior quantidade de
LCC, cerca de 29 gramas e a amostra CCP-76 processada inteira teve rendimento bem abaixo,
assim se verifica que triturar o material ¢ extremamente importante para o rendimento na

extracdo. (Tabela 7)

Tabela 7. Anélise das cinco amostras de LCC extraidas das cascas de castanha dos cajueiros

anoes.
Rendimento acido anacardico
LCC obtido | Massa de castanha pesada
Amostra | Estado da Amostra (gramas) (gramas) Rendimento (%)
1| CCP-76 Triturada 29,1552 g 504751 g 57,76%
2 | CCP-09 Triturada 15,2842 ¢ 50,5047 g 30,26%
3| 110 Triturada 15,1521 ¢ 53,0934 ¢ 28,53%
4| 119 Triturada 18,5985 ¢ 54,7276 g 33,98%
5| 109 Triturada 16,1748 g 50,0509 g 32,31%
6 | CCP-76 Inteira 3,9667 g 48,8234 g 8,12%
7| CCP-09 Inteira 6,0131 g 50,7953 g 11,83%
8| 109 Inteira 3,8354 g 51,0215 g 7,51%

Avaliaram-se também as quantidades de acidos anacardicos nas cascas de castanha. O
clone de certificagdo CCP-76 processado de forma triturado teve a maior fonte de acidos
anacardicos bioativos e o Embrapa-109, casca processada inteira, teve o teor mais baixo entre
os clones estudados (Tabela 8). Em virtude do rendimento da amostra CCP-76 ser superior as
demais fez-se novamente o experimento e a partir de 50,0632 gramas da casca de castanha
triturada obteve-se cerca de 28,2775 gramas de LCC, o que corresponde a 56.48% de

rendimento, sendo essa a maior fonte de LCC entre as cascas de castanhas de caju analisadas.
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Tabela 8. Analise das cinco amostras de LCC em gramas de acido anacardico por quilograma

de LCC.
Anilise quantitativa dos Acidos anacardicos
Dados em gramas de Acido anacardico / quilograma de LCC
Amostra alililécl*(llilc-os alilzlécl*(llizc-os alilzlécl*(ll?c-os TOTAL
1 | CCP 76 | Triturada 91,53 53,30 40,54 185,37
2 | CCP 09 | Triturada 55,91 17,04 24,16 97,11
3 110 Triturada 53,36 16,47 21,95 91,78
4 119 Triturada 72,43 23,42 24,99 120,84
5 109 Triturada 50,29 27,56 21,77 99,62
6 | CCP76 | Inteira 13,13 8,23 6,23 27,59
7 | CCP09 | Inteira 22,06 6,69 9,65 38,40
8 109 Inteira 11,80 6,30 5,28 23,38

Neste experimento, utilizaram-se residuos das cascas de castanhas industrializadas, as

quais teriam como destino residuo industrial. Esses residuos mostraram-se uma boa fonte de

LCC com acidos anacardicos presentes. Observa-se que as amostras CCP-76, CCP-09 e

Embrapa-109, processadas de forma inteira, ndo tiveram um bom rendimento e seus LCC

possuem poucos acidos anacardicos. Visto isso, o processo de trituracdo antes da extragdo

melhora o rendimento e o fornecimento de um LCC mais rico em acidos anacardicos.

Verifica-se na tabela 9 que pouco acido anacardico sofreu descarboxilagao para forma

cardanois, isso foi possivel devido ao controle da temperatura durante a extragdo do LCC por

soxhlet.

Tabela 9. Analise das cinco amostras de LCC e quantidade de acido anacardico (AA) e

cardanois.
Amostra % AA % Cardanois
1 CCP 76 TRITURADA | 92,36 1,34
2 CCP 09 TRITURADA | 92,28 1,32
3 110 TRITURADA | 92,33 1,53
4 119 TRITURADA | 92,42 1,47
5 109 TRITURADA | 92,11 1,81
6 CCP 76 INTEIRA 94,84 1,99
7 CCP 09 INTEIRA 92,65 1,51
8 109 INTEIRA 92,59 1,76
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4.5. Estudo comparativo dos possiveis produtos da Jatropha mollissima da regido do

sertdo e da praia

Apos a extragdo por Soxhlet, das raizes da planta Jatropha mollissima, o extrato
metanoico foi passado na CLAE a uma concentracdo de 10 mg/mL e injetado 10 microlitro.
Em seguida, realizou-se uma consulta na biblioteca do aparelho para encontrar possiveis
substancias presente nas plantas. Em geral, ambas as raizes, do sertdo e da praia, apresentaram
substancias com caracteristicas voltadas ao grupo das neoligninas no tempo de redencdo por
volta dos 20 minutos, sendo que a Jatropha mollissima da regido da praia apresenta maior
concentracdo. As outras possiveis substancias sao o acido p-hidroxibenzoico, acido 3.,4-
dihidroxibenzoico e o 4cido eldgico. Para uma melhor elucidagdo, seria necessario purificar
estas substancias e analisar por ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massa.

Com as analises dos cromatogramas, Figuras 14 e 15, podemos observa que apesar das
plantas serem da mesma espécie possuem caracteristicas diferentes. Isso se da devido aos
diferentes climas do local onde elas cresceram. Apesar do semidrido ser uma 4area seca onde
reinam a morte ¢ a fome, essa regido tem uma biodiversidade riquissima, onde as espécies de
plantas conseguem sobreviver as mais duras intempéries, e ¢ exatamente essa capacidade de
resistir que torna a Jatropha mollissima do sertao tdo especial. Muitas espécies tipicas do sertao
nordestino ndo existem em mais nenhum lugar do planeta e as que ja sdo comuns em outras
localidades sofrem modificacdes naturais para fazer frente a aspereza do clima. Por isso, ¢
essencial sua pesquisa e comparagdao. Em boa parte do ano, ndo cai uma tnica gota de dgua do
céu. As plantas ficam tao ressequidas que algumas delas até parecem mortas. Mas, a estagao
das chuvas muda esse cendrio radicalmente e a vegetacdo volta a brotar. Para que uma planta
consiga viver com pouca dgua no sertdo, quase morrer € depois renascer, as plantas tém que
fabricar compostos quimicos potentes e sdo eles que apresentam alto valor terapéutico e isso
foi observado nos cromatogramas da espécie do sertdo. Os estudos com essas plantas do
semiarido tanto servem para o desenvolvimento de novos medicamentos, como também, na
conservacdo ambiental. A Jatropha mollissima que cresceu na praia se desenvolveu em um
meio com menos estresse, visto que os solos predominantes sdo os Argissolos, variando de
profundos a moderadamente profundos, com textura variando de média (arenosa) a argilosa.
Geralmente, sdo bem drenados e porosos com praticas corretivas, possuem de médio a alto

potencial agricola, influenciando nas substancias presente.
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Figura 14 - Cromatogramas de CLAE da Jatropha mollissima, regido Praia (Beberibe),
realizados em trés diferentes comprimento de onda, cromatografia de fase reversa isocratica e
fase movel metanol-acido acético 5% (5:95). A) comprimento de onda de 340,4; B)

comprimento de onda de 257,4 e C) comprimento de onda de 278,4.
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Figura 15 - Cromatogramas de CLAE da Jatropha mollissima, regido Sertdo, realizados em
trés diferentes comprimento de onda, cromatografia de fase reversa isocratica e fase moével
metanol-acido acético 5% (5:95). A) comprimento de onda de 340,4; B) comprimento de onda

de 257,4 e C) comprimento de onda de 278.,4.
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Figura 16 - Cromatogramas de CLAE da Jatropha mollissima, comprimento de onda 2784,
cromatografia de fase reversa isocratica e fase movel metanol-acido acético 5% (5:95). A)

Jatropha mollissima regido praia B) Jatropha mollissima regido sertdo.
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Observa-se na figura 16A que existem substancias mais concentradas na Jatropha da
Praia, sendo os picos em 20.173, 25.960 e 29.095 os mais notaveis. Na Jatropha da regido do
Sertdo observa-se o pico em torno de 25.761 mais intenso comparando com a J. da Praia. Assim,

esses picos justificam uma diferenga quantitativa entre as amostras.
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Figura 17 - Cromatogramas de CLAE da Jatropha mollissima, comprimento de onda 2574,
cromatografia de fase reversa isocratica e fase movel metanol-acido acético 5% (5:95). A)

Jatropha mollissima regido praia B) Jatropha mollissima regido serto.
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Na figura 17A observa-se picos em torno de 28.650 e 29.483 que estdo presente na
Jatropha da praia, porém ausentes no sertdo (Figura 17B). Justificando assim uma diferenca

quantitativa entre as plantas de regides diferentes.
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5. CONCLUSOES

Os acidos anacardicos purificados e misturados possuem capacidade de inibir a enzima
conversora de angiotensina, portanto, representam as melhores substancias quimicas extraidas
de vegetais disponiveis até agora descritos, como meio de redugdo da hipertensdo. Em
particular, podem ter um papel ttil no controle da hipertensao durante a gravidez.

A analise in silico demostrou que, apesar dos acidos anacardicos violarem uma regra de
Lipinski, eles podem dar bons medicamentos com boa biodisponibilidade oral e nasal, visto que
possuem uma soma de doadores e receptores de hidrogénio bem inferior a 12, boa lipofilicidade
que melhora a distribui¢do do composto no organismo devido a uma melhor ligacdo com as
proteinas plasmaticas e atuar no sistema nervoso central, pois conseguem atravessar a barreira
hematoencefalica. Os estudos in silico sdo feitos em computadores, assim é de suma
importancia que, antes de qualquer farmaco chegar ao mercado farmacéutico, passe por
experimentos in Vivo para avaliar melhor a sua toxicidade e agao.

O estudo dos LCC extraidos da casca da castanha de caju de diferentes clones comerciais
de cajueiro ando precoce, desenvolvido pela Embrapa Agroindustria Tropical, indica que o teor
de acidos anacardicos é muito importante, pois podem ser agentes quimiopreventivos do cancer
e inibidores da ECA. Experiéncias com galinhas também demonstram efeitos benéficos.*! Os
4cidos anacédrdicos também fornecem protecdo contra lesdo géstrica induzida pelo etanol,* e,
principalmente, por meio de um mecanismo antioxidante, os efeitos dos acidos anacardicos
mostram que o tratamento pode proteger contra a inflamag¢do pulmonar induzida por diesel,
sendo uma dose de 50mg/kg de acidos anacardicos a mais eficaz na reducao da inflamacao
pulmonar.*® O cultivo CCP-76 apresenta maior concentragio de éacidos anacardicos em
comparagdo com as outras amostras analisadas, e, também, maior extracdo de LCC. Assim,
esse cultivo pode ser utilizado para extracdo dos acidos anacardicos para eventuais estudos in
vivo, utilizando a casca da castanha de caju processada industrialmente.

Os resultados do estudo da Jatropha mollissima de diferentes regides sugere que as
plantas analisadas podem representar novas opgdes no arsenal de plantas com potencial
fitoterapico, sendo necessario desenvolvimento de mais pesquisas para a comprovagdo das
substancias analisadas por HPLC ¢ posterior analise por RMN. A Jatropha mollissima pode dar
remédios extremamente seguros e precisos. Verifica-se também que as espécies que se
desenvolve em diferentes regides precisam ser melhor estudadas, pois cada uma pode trazer

beneficios diferentes para a humanidade.
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