UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS
MESTRADO EM CIENCIAS AMBIENTAIS

LUANA BUDNY NIERO

ANALISE DOS EXTRATOS DE Allamanda cathartica E SI’NTE,SE DE DERIVADOS
ALCALOIDICOS VISANDO ATIVIDADE BIOLOGICA

CRICIUMA
2024



LUANA BUDNY NIERO

ANALISE DOS EXTRATOS DE Allamanda cathartica E SI’NTE,SE DE DERIVADOS
ALCALOIDICOS VISANDO ATIVIDADE BIOLOGICA

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
Graduacao em Ciéncias Ambientais da Universidade
do Extremo Sul Catarinense - UNESC, como
requisito parcial para a obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias Ambientais.

Area de Concentracdo: Ecologia e Gestdo de
Ambientes Alterados

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Patricia de Aguiar Amaral

Coorientador: Prof. Dr. Nicolas Gouault

CRICIUMA
2024



Dados Internacionais de Catalogac¢do na Publicacéo

N676a Niero, Luana Budny.
Anédlise dos extratos de Allamanda cathartica
e sintese de derivados alcaloidicos visando

atividade bioldégica / Luana Budny Niero. - 2024.
136 p. : 1il.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade do

Extremo Sul Catarinense, Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Ambientais, Cricitma,
2024.
Orientacgédo: Patricia de Aguiar Amaral.
Coorientacdo: Nicolas Gouault.

1. Alamanda. 2. Biopesticida. 3.
Fitoguimicos. 4. Antioxidantes. I. Titulo.

CDD 23. ed. 583.93

Bibliotecadria Eliziane de Lucca Alosilla — CRB 14/1101
Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC




. UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE
Pro-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduagiio, Inovaciio ¢ Extensiio
Diretoria de Pesquisa ¢ Pés-Graduagiio Stricto Sensu
urem Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias Ambientais

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

Ata da DEFESA PUBLICA DE DISSERTACAO de LUANA BUDNY NIERO. Aos sete dias do
més de fevereiro de doeis mil e vinte e quatro, 4s quatorze horas, reuniram-se de forma remota
conforme RESOLUCAO N, 02/2020/PPGCA que estabelece procedimento para a Defesa de
Dissertagiio ¢ de Tese do Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Ambientais por meio de
videocon feréncia, os membros da Comissio Examinadora composta pelos professores: Dra. Patricia
de Aguiar Amaral (Presidente ¢ Orientadora), Dr. Carlyle Torres Bezerra de Menezes (Membro —
UNESC) e Dra. Simone Cristina Baggio Gnoatto (Membro Externo — UFRGS), designados pela
Portada 01/24, do Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Ambientais da Universidade do Extremo
Sul Catarinense — UNESC, a fim de arguirem a Dissertagiio de Mestrado de LUANA BUDNY
NIERO, subordinada ac titulo: “Andlise dos extratos de Allamanda cathartica ¢ sintese de
derivados alcaloidicos visando atividade bioldgica™, Abera 4 sessio pela Presidente da mesma,
coube a candidata, sob a forma regulamentar, expor o tema de sua Dissertagfio, findo o que, dentro do
tempo regulamentar, foi questionada pelos membros da Comissio Examinadora e, em seguida,
procedeu as explicagdes que se faziam necessirias. Apos esse procedimento, a Comissio Examinad or
reuniv-se individualmente, pam a avaliagio final da candidata. Retomando 4 sessfio, a Presidente,
lendo o Termo de Apresentagiio de Disseriagio, declaron LUANA BUDNY NIERO aprovada,
ALTERACOES SUGERIDAS PELA COMISSAOQ EXAMINADORA

Incluir informagdes sobre o mecanismo de fungos e atividade citotoxicidade no referencial tedrico.

COMISSAO EXAMINADORA:

Docusmenbo assined e digitstmente
PATRICIA DE AGLILAR AMARALL
g “b Datac 0702 2029 DE-S029-0300
WeTIfaue em fips faabadar. i oy, b
Frofa. Dra. Fairicia de Aguiar Amaral
Presidente e Orentadora

Docurmento assinade digitabmentes

“ CARLYLE TORRES REZERRA DE MENETES
g Datac 07,/03/2034 17-13:30-0300
Verifagque em hitps feabdar, 10 g, be

Prof. Dr. Carlyle Torres Bezerra De Menezes
Membro — UNESC

Do urrenbo a5 nad o ol gl Labmente
g “b SIMONE CHSTIMA RAGSIO GNOATTO
Diakar 07022009 1534170300
Wi | acjud e em Bt s vkt ar I g b
Profa. Dra. Simone Cristina Baggio Gnoatto
Memhbm Fyternn — TIFRGS
Docurmento s inadoe digitstments
g “b LUAHA BUDNY NIERD
Datac O7,02,2004 17:01:47-0000
Werllague em hitpsy feabdar i gy, be
Luana Budny Niero
Candidata

Criciuma’SC, 07 de fevereiro de 2024,



Aos meus pais, Everaldo e Giovania, por todo

suporte nestes anos de estudo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia, aos meus pais Everaldo Niero e Giovania Budny Niero,
por me darem suporte para concluir mais esta etapa e realizar meus sonhos.

Agradego ao meu namorado, Daniel Paulo Bortoluzzi, por me acompanhar nestes
anos de mestrado. Obrigado pela apoio, companheirismo e pelos momentos de descontragéo.

A professora Dra. Patricia de Aguiar Amaral, por me orientar durante a iniciagio
cientifica, TCC e agora no mestrado, sendo 0 apoio nOS mMeus primeiros passos na pesquisa.
Obrigada pelos ensinamentos e pela amizade!

Ao professor Dr. Nicolas Gouault, por me coorientar e por contribuir com o
desenvolvimento da rota sintética. Um grande quimico que me ensinou muitas coisas.

A minha colega de laboratério, Dra. Deise Parolo Tramontin, por me ajudar na
execucdo de alguns dos experimentos, e encaminhar minhas amostras para Universidade
Federal de Santa Catarina para o doseamento por CG/MS. Obrigada pelo apoio e pelas
descontracdes!

A professora Dra. Simone Gnoatto pelas analises instrumentais realizadas na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Ao professor Dr. Eduardo Varejdo, da Universidade Federal de Vigosa, por
contribuir com os testes em Botrytis cinerea.

Ao professor Dr. Diogo André Pilger e sua aluna Julia Willig, da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, pelos testes citotdxicos.

Ao Laboratério de Plantas Medicinais (LaPlaM), que me acolheu desde a inicia¢éo
cientifica até este momento. No laboratorio, eu cresci, vivenciei momentos muito felizes e fiz
amizades!

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa e Inovacdo do Estado de Santa Catarina
(FAPESC), pela bolsa de mestrado a mim concedida.

Aos professores que aceitam avaliar estes trabalho, Dr. Carlyle Torres Bezerra De
Menezes, Dra. Simone Gnoatto e Dra. Flavia Karine Rigo.

A todos aqueles que de alguma forma estiveram presentes durante estes dois anos.
Todos de alguma forma contribuiram para meu crescimento pessoal e profissional.

E agradeco a Deus, por me guiar nos melhores caminhos e permitir a realizacao

deste sonho.



"Um cientista no seu laboratdrio ndo é apenas um técnico: ¢,
também, uma crianca colocada a frente de fenbmenos
naturais que impressionam como se fossem um conto de

fadas."

Marie Curie



RESUMO

O uso acentuado de agrotoxicos tem levado a diversos problemas nos ecossistemas, no meio
ambiente e na salde humana. A grande exposi¢do a esses agentes tem ocasionado o surgimento
de diversas doencas, como o cancer, e tem afetado a seguranca alimentar da populagéo. Muitas
pragas agricolas, como o fungo Botrytis cinerea, tem apresentado resisténcia a diversos
agrotoxicos em diversas culturas. O grande consumo de alimentos contaminados leva a perda
da seguranca alimentar, esta que, € um dos grandes objetivos do desenvolvimento sustentavel
das Nacdes Unidas (ODS). Uma das alternativas ao uso excessivo de agrotoxicos, sao 0S
biopesticidas, produtos originarios de organismo vivos, como plantas, microorganismos e
animais. As plantas sdo fontes importantes de biomoléculas, e entre as plantas nativas
brasileiras que apresenta grande potencial para esta finalidade esta a Allamanda cathartica.
Alguns alcaloides foram identificados em seus galhos e, estes podem ser de grande interesse no
desenvolvimento de biopesticidas e novos farmacos anticancer. Levando em consideracéo estes
fatores, esta pesquisa se propde a produzir extratos brutos etandlicos das flores, folhas e galhos
da planta e sintetizar um alcaloide identificado em A. cathartica e analogos, aplicados ao
controle de Botrytis cinerea e a atividade citotoxica em células tumorais. Para os extratos de A.
cathartica, flores, folhas e galhos saudaveis foram colhidos no més de fevereiro de 2023 no
horto florestal da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), Criciuma/SC, Brasil.
Os exemplares foram extraidos na propor¢do 1:15 em etanol 70 % por 7 dias, separadamente.
Os doseamentos dos extratos por espectroscopia UV/Vis revelou a presenca nas flores, folhas
e galhos, respectivamente de 3,352; 4,112; e 2,086 mg ENIC/g de alcaloides; 14,756; 29,537,
e 5,318 mg EQU/g de flavonoides; 16,149; 34,839; 13,635 e mg EAG/g de polifenois e 0,360;
0,955; e 0,319 mg EAT/g de taninos totais. Por CLAE/UV, de forma geral, os trés compostos
identificados com maior concentracdo na espécie foram o Kaempferol, Quercetina 3-5-
glicosideo e Rutina. Por CG/MS a maioria dos compostos encontrados tratam-se de ésteres de
acido graxo ou eésteres etilicos de acido graxo de cadeia longa. A capacidade antioxidante dos
extratos foi maior para os extratos realizados a partir das folhas (247,652 uM ET/g (ABTS);
108,250 uM ET/g (DPPH)) e das flores (170,282 uM ET/g (ABTS); 114,917 uM ET/g
(DPPH)). Sobre a atividade biolégica, em altas concentrac@es (> 500 mg/L), os extratos podem
ser toxicos para 0 microcustraceo Daphnia magna. Em nivel citotdoxico, os extratos se
apresentaram, seguros, necessitando de altas concentragdes (> 800 pg/mL para flores e folhas
e > 500 pg/mL para galhos) para causar dano a células saudaveis (Vero). Em células tumorais,
os extratos das flores (em K-562, HelLa, SiHa) e folhas (em K-562, MCF-7, HelLa, SiHa),
apresentaram resultados interessantes. Em relacdo a atividade biopesticida, os extratos na
concentracdo de 10 mg/mL ndo foram capazes de gerar resultados antifingicos em Botrytis
cinerea. Para a obtencdo dos compostos, foram propostas duas rotas sintéticas. A rota sintética
para a sintese do alcaloide do tipo Allamanda foi composta por trés etapas: 1) O-Benzoilacéo
de hidroxilamina N-protegida, 1) Desprotecdo N-Boc da hidroxilamina e I11) Formacdo de
amida de Weinreb, com rendimentos de 98, 92 e 84 %, respectivamente. A rota sintética
proposta para a sintese dos analogos foi composta de duas etapas: 1) Formacdo de amida de
Weinreb e Il) Hidrogendlise, com rendimentos de 65 % e 99 %. Na avalicdo citotoxica, em
células tumorais K-562 e SiHa, os analogos apresentaram boa atividade citotoxica com bons
indices de seletividade. As rotas sintéticas propostas foram eficientes e proporcionaram bons
rendimentos.

Palavras-chave: biopesticida; antioxidante; citotoxico; compostos fitoquimicos.



ABSTRACT

The increased use of pesticides has led to various problems in ecosystems, the environment and
human health. Heavy exposure to these agents has led to the emergence of various diseases,
such as cancer, and has affected the population's food security. Many agricultural pests, such
as the fungus Botrytis cinerea, have shown resistance to various pesticides in different crops.
The widespread consumption of contaminated food leads to a loss of food security, which is
one of the main objectives of the United Nations' Sustainable Development Goals (SDGs). One
of the alternatives to the excessive use of pesticides are biopesticides, products that originate
from living organisms such as plants, microorganisms and animals. Plants are important sources
of biomolecules, and among the native Brazilian plants with great potential for this purpose is
Allamanda cathartica. Some alkaloids have been identified in its stems and these could be of
great interest in the development of biopesticides and new anti-cancer drugs. Considering these
factors, this research aims to produce ethanolic crude extracts of the flowers, leaves and stems
of the plant and synthesize an alkaloid identified in A. cathartica and analogues, applied to the
control of Botrytis cinerea and cytotoxic activity in tumor cells. For the A. cathartica extracts,
healthy flowers, leaves and stems were collected in February 2023 from the forest garden of
the Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), Criciima/SC, Brazil. The specimens
were extracted in a 1:15 ratio in 70 % ethanol for 7 days, separately. Dosing of the extracts by
UV/Vis spectroscopy revealed the presence of 3.352; 4.112; and 2.086 mg NICE/g of alkaloids;
14.756; 29.537; and 5.318 mg QUE/g of flavonoids; 16.149; 34.839; 13.635 and mg GAE/g of
polyphenols and 0.360; 0.955; and 0.319 mg TAE/g of total tannins, respectively. By
HPLC/UV, in general, the three compounds identified with the highest concentration in the
species were Kaempferol, Quercetin 3-f-glucoside and Rutin. By GC/MS, most of the
compounds found were fatty acid esters or long-chain fatty acid ethyl esters. The antioxidant
capacity of the extracts was higher for the leaves (247.652 uM TE/g (ABTS); 108.250 uM
ETAC/g (DPPH)) and for the flowers (170.282 uM TEAC/g (ABTS); 114.917 uM TEAC/g
(DPPH)). At high concentrations (> 500 mg/L), the extracts can be toxic to the microcustacean
Daphnia magna. At the cytotoxic level, the extracts are safe, requiring high concentrations (>
800 pg/mL for flowers and leaves and > 500 pg/mL for stems) to cause damage to healthy cells
(Vero). The extracts from the flowers (K-562, HeLa, SiHa) and leaves (K-562, MCF-7, HeLa,
SiHa) showed good results in tumor cells. In terms of biopesticidal activity, the extracts at a
concentration of 10 mg/mL were not able to generate good antifungal results on Botrytis
cinerea. To obtain the compounds, two synthetic routes were proposed. The synthetic route for
the synthesis of the Allamanda-type alkaloid was composed of three steps: 1) O-Benzoylation
of N-protected hydroxylamine, 1) N-Boc deprotection of hydroxylamine and I11) Formation of
Weinreb's amide, with yields of 98, 92 and 84 %, respectively. The synthetic route proposed
for the synthesis of the analogues consisted of two steps: 1) Formation of Weinreb's amide and
I1) Hydrogenolysis, with yields of 65 % and 99 %. In the cytotoxic evaluation, in K-562 and
SiHa tumor cells, the alkaloid analogues showed good cytotoxic activity with good selectivity
indices. The synthetic routes proposed were efficient and provided good yields.

Keywords: biopesticide; antioxidant; cytotoxic; phytochemical compounds.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é atualmente o segundo maior consumidor de agrotdxicos do mundo,
perdendo apenas para os Estados Unidos (FAO, 2022). A venda nacional destes produtos
cresceu aproximadamente 135 % nos Ultimos 12 anos (IBAMA, 2022b). Este fato deve-se
principalmente pela grande explosdo populacional que impde um grande desafio a agricultura
e setores relacionados para atender a crescente demanda mundial de alimentos (Khursheed et
al., 2022). O Brasil, por ter sua economia baseada principalmente no agronegécio, sofre
também com este tipo de pressdo econdmica (Carneiro et al., 2015; Moraes, 2019). Além da
pressao exercida pela explosdo populacional, as continuas atividades antrépicas, como 0 uso
excessivo de agrotoxicos, tém levado a destruicdo do entorno humano e acarretam impactos
negativos nos ecossistemas e no meio ambiente, como a deterioracdo e degeneracdo da
eficiéncia, fertilidade e qualidade dos solos, com diminui¢do continua das terras agricolas,
escassez de agua devido a contaminacdo e degradacdo dos recursos hidricos, acimulo de
xenobioticos nos solos, morte de animais benéficos e aumento de resisténcia das pragas
(Khursheed et al., 2022; Moraes, 2019). Para a saude humana os impactos sdo agudos, como
em caso de intoxicacfes, mas também séo cronicos, devido a exposi¢do continuada a pequenas
quantidades de agrotoxicos, principalmente por meio do consumo de alimentos contaminados
(INCA, 2022). Esta exposicao crbnica gera disturbios em todo o organismo, como o surgimento
de problemas enddcrinos, malformacdes congénitas, varios tipos de cancer, problemas
neurocomportamentais e até a ideacdo suicida, principalmente entre aqueles que trabalham
diretamente com o0 uso de agrotoxicos, como nos casos 0s produtores rurais (Gonzaga; Baldo;
Caldeira, 2021; Mora et al., 2022; Moraes, 2019).

A seguranca alimentar é fortemente afetada com o uso excessivo de agrotoxicos.
Segundo relatério do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA),
51 % dos alimentos de origem vegetal representativos da dieta da populacdo brasileira contém
residuos de agrotdxicos (ANVISA, 2019b). Um dos fatores que acarretam o aumento da
aplicacdo de agrotoxicos, que esta ligado a tentativa de aumento de produtividade das colheitas,
é a resisténcias aumentada das pragas. Um dos fungos de maior risco fitossanitario no Brasil,
Botrytis cinerea, tem sido reportando como resistente a varios fungicidas em diversas culturas
em todo o mundo (Malandrakis et al., 2022; Xiao et al., 2021). Este fungo causa a doenca do
mofo cinzento em mais de 200 espécies de plantas, incluindo a maioria das hortalicas, frutas,
arvores e flores. No Brasil, as principais culturas alimenticias nas quais o mofo cinzento ocorre

sdo: frutiferas, como a videira, maca, pera, ameixas, e horticolas, como o morango, tomate,
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alface, pimentdo, cebola, etc. Dentre as culturas atingidas pelo fungo, estdo algumas
classificadas como as mais contaminadas por agrotoxicos, como a uva, pimentdo e morango
(ANVISA, 2019b; Morandi; Maffia, 2005).

Diante de todos estes pontos, surge a necessidade de encontrar novas alternativas
eficazes aos pesticidas sintéticos nos sistemas de cultivo existentes (Di Lecce et al., 2022;
Gahukar, 2012). Os biopesticidas s&o pesticidas produzidos naturalmente por organismos vivos
como microorganismos, plantas, animais, etc. (Sharma et al., 2020). Dentre as classes de
biopesticidas temos 0s pesticidas bioquimicos, que sdo substancias naturais que controlam
pragas. Pesticidas bioquimicos incluem substancias que interferem no acasalamento, como
feromOnios sexuais de insetos e outros semioquimicos, bem como extratos de plantas e
moléculas isoladas (EPA, 2022).

As plantas sdo as fontes mais importantes para o isolamento de novos metabdlitos
(Di Lecce et al., 2022), e entre as plantas nativas brasileiras que apresenta grande potencial
como biopesticida esta a Allamanda cathartica, um arbusto nativo brasileiro, pertencente a
familia Apocynaceae. Plantas desta familia s&o bem conhecidas pelos alcaloides que contém
(BRASIL, 2023; Joselin et al., 2012) e em A. cathartica foram identificados e caracterizados
estruturalmente dois alcaloides em seus galhos (Prabhadevi et al., 2012). Nos ultimos anos,
pesquisas tem mostrado que os alcaloides também desempenham um papel importante nos
processos agricolas. Suas aplicagfes como pesticidas botanicos tém aumentado gradualmente
e inclusive, alguns mostram-se mais eficazes do que os pesticidas quimicos utilizados
historicamente (Wu et al., 2021). Os extratos a base de plantas também tém sido
particularmente usados no manejo de pragas. Suas composi¢oes quimicas sdo muito complexas
e por isso é mais dificil ocorrer resisténcia da praga (Khursheed et al., 2022). Os efeitos do uso
dos extratos brutos ocorrem em decorréncia de interacGes sinérgicas, que por sua vez, sdo
observadas quando o efeito produzido por uma combinacédo de substancias é superior ao que se
poderia esperar da contribuicdo individual de seus componentes (Casanova; Costa, 2017).

Sendo assim, levando em consideracdo o uso indiscriminado de agrotoxicos, suas
consequéncias a saude e ao meio ambiente, a resisténcia apresentada por pragas e 0 risco para
a seguranca alimentar, o objetivo deste trabalho é avaliar a atividade biopesticida e biologica
dos extratos etanolicos de Allamanda cathartica e sintetizar um alcaloide do tipo A. cathartica
e seus analogos. Além disso, no gque tange a seguranca de uso, verificar a toxicidade aguda dos
extratos em microcrustaceo de agua doce e a citotoxicidade em diferentes linhagens celulares

dos extratos e moléculas sintetizadas.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O uso de agrotoxicos, principalmente no Brasil, tem crescido atualmente devido ao
aumento da demanda do seu principal setor econdmico, o agronegécio. O aumento do uso de
agrotoxicos justificado pelo aumento do rendimento das safras, bem como o uso exacerbado
das terras agricultaveis, vem resultando em sérios problemas ambientais e a saude humana.
Ambientalmente, observa-se a poluicdo das aguas, mortes de animais, contaminagéo do solo e
resisténcia de pragas. A salde humana também é afetada de inGmeras maneiras, com o
aparecimento de doencas em diversos sistemas do organismo, intoxicacdes e problemas com a
seguranca alimentar. O grande uso de agrotdxicos também pode levar ao desenvolvimento de
cancer. Ainda existem muitas lacunas no tratamento dos diversos tipos de céncer, sendo
necessario, além da diminuicdo da exposi¢éo, o desenvolvimento de novos tratamentos.

Como alternativa aos agrotdxicos convencionais, 0s biopesticidas, aparecem como
uma possivel solucdo para a diminuigdo de danos ao meio ambiente e a saude. Estes produtos
podem ser originados a partir de plantas, que produzem uma diversidade de metabolitos
secundarios, que sao capazes de produzir diferentes respostas biologicas contra microrganismos
patogénicos e pragas. Estes produtos podem ser usados tanto na forma de extratos ou como
substancias puras. A utilizacdo destas alternativas, causa menos impactos ambientais e na
sociedade, que se beneficia com a reducdo do consumo de agrotdxicos nos alimentos e aumento
da qualidade de vida.

Entre as plantas nativas que apresentam uma diversidade de compostos potenciais
estd a Allamanda cathartica L.. Os alcaloides, classe de metabdlitos versateis, conhecidos por
suas atividades citotoxicas para células de outros organismos, ja foram identificados nos galhos
da planta e podem ser atraentes para o desenvolvimento de biopesticidas e de novos farmacos.
No entanto, a extracdo de moléculas isoladas de plantas € uma opcdo interessante, mas em
alguns casos, de alto custo e baixo rendimento. Como alternativa, pode-se utilizar estratégias
de sintese quimica para obtencdo de moléculas naturais, com menor investimento e melhor
rendimento, possibilitando a producdo em larga escala industrial. Atualmente, ndo ha
disponivel em literatura uma rota de sintese para estes alcaloides, ressaltando o ineditismo deste
trabalho. As plantas também podem produzir efeitos bioldgicos através do sinergismos de suas
moléculas, sendo justificavel a utilizacdo destes produtos complexos, como 0s extratos brutos

de plantas, em testes bioldgicos.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

e Avaliar a atividade biopesticida e biologica dos extratos etanélicos de Allamanda

cathartica e sintetizar um alcaloide da espécie e seus analogos.
1.2.2 Objetivos Especificos

e Preparar extratos etanolicos dos galhos, flores e folhas de A. cathartica;

e Quantificar polifendis, flavonoides, alcaloides e taninos totais por espectroscopia
UV/Vis.

e Realizar a caracterizacdo fitoquimica dos extratos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Gasosa (CG);

e Determinar a atividade antioxidantes dos extratos pelos métodos DPPH e ABTS;

e Analisar a toxicidade dos extratos em Daphnia magna;

e Analisar a atividade biopesticida dos extratos contra o fungo fitopatogénico Botrytis
cinerea;

e Analisar in silico as propriedades fisico-quimicas, bioatividade e toxicidade dos
compostos sintetizados;

e Avaliar a atividade citotoxica em células K-562; MCF-7, HelLa, SiHa e Vero in

vitro dos extratos e analogos sintetizados.
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1.3 HIPOTESES

Levando em consideracdo os objetivos desta pesquisa, as hipoteses formuladas
foram: Os extratos etanolicos brutos das folhas, flores e galhos de A. cathartica sédo eficientes
fungicidas contra Botrytis cinerea e ndo causam toxicidade em Daphnia magna. As rotas
sintéticas propostas para a sintese do alcaloide do tipo Allamanda e de anélogos ¢ eficiente e
com bons rendimentos, sendo uma alternativa para a obtencdo destes compostos bioativos. Os
extratos etanolicos brutos das folhas, flores e galhos de A. cathartica e os analogos sintetizados

ndo sdo tdxicos para células saudaveis e sdo tdxicos para células tumorais.
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1.4 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo esta em conformidade com normas gerais para elaboracdo de
dissertacOes e teses do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Ambientais (PPGCA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os elementos textuais foram divididos
em introducédo, desenvolvimento e conclusdo, sendo que o desenvolvimento foi dividido em
trés secoes:

Secdo 1: Referencial tedrico, onde estdo discutidos de forma abrangente, os
assuntos relacionados a dissertacgéo.

Secéo 2: Denominada Avaliacéo dos extratos de Allamanda cathartica, onde séo
apresentados a metodologia e resultados da avaliacdo fitoquimica, antioxidante, citotdxica,
ecotoxicidade e a atividade antifingica dos extratos de A. cathartica.

Secdo 3: Denominada Sintese de alcaloide do tipo Allamanda, onde estdo
apresentados a metodologia e resultados da sintese de alcaloide do tipo Allamanda e de seus

analogos, avaliacao in silico e atividades citotdxicas in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 AGROTOXICOS

Segundo o Decreto n° 4.074/ 2002, agrotoxicos e afins sdo definidos como produtos
e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento (BRASIL, 2002).

O termo agrotoxico surgiu em 1977, em uma publicacdo do Centro Académico Luiz
de Queiroz, pelo pesquisador brasileiro Adilson Dias Paschoal. A palavra vem do grego
“agros”, que exprime a ideia de campo, e “toxikon”, que exprime a ideia de veneno. O Brasil é
0 Unico pais que emprega a denominagdo em suas documentacdes técnicas e normativas. Outros
paises utilizam o termo pesticida, correspondente ao latim “pestis” (destrui¢do, epidemia,
doenga contagiosa grave), e ao latim “caedére” (matar), para referir-se a0 que enquadramos
como agrotoxicos (Baronas, 2019; Santos, 2020).

Para se utilizar um agrotdxico no Brasil, é necessario que o mesmo seja registrado
no pais, perante a trés orgaos do governo federal: Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA),
no que se refere a eficacia e seguranca agronémicas; Ministério da Saude (por meio da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa), no que se refere a saude publica, seja de risco
ocupacional, seja de risco para consumidores; e Ministério do Meio Ambiente (por meio do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - Ibama), no que se
refere ao impacto ambiental. Essas obrigatoriedades foram inseridas a partir da criacdo da lei
dos agrotdxicos, em 1989, que veio para suprir as varias deficiéncias da legislacdo anterior de
1934. A nova lei também solicita testes que demonstrem a seguranca do agroquimico, bem
como estudos sobre impactos ambientais e humanos, além da necessidade de demonstrar que
novos produtos ndo sdo mais toxicos do que similares existentes; institui a exigéncia de
receituario agrondmico, e aumentou os valores das multas (Moraes, 2019).

Em termos classificatorios, os pesticidas podem ser classificados de forma ampla,
como naturais, sintéticos ou em relacédo ao seu organismo-alvo. Com base nos seus organismos-

alvo, podem ser classificados como acaricidas (usados para controlar acaros e carrapatos),
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fungicidas (usados para controlar fungos fitopatogénicos), herbicidas (usados para controlar o
crescimento de plantas ndo desejadas), bactericidas (usados para controlar bactérias
fitopatogénicas), entre outros. Os produtos considerados como pesticidas naturais, sao aqueles
isolados de fontes naturais, como plantas ou microrganismos. Ja os sintéticos, sdo aqueles
obtidos em laboratério por sintese e sdo formados pela modificacdo de minerais ou compostos
quimicos. Estes sdo os pesticidas mais amplamente utilizados no mundo, sdo muito estaveis na
natureza e podem se acumular ao longo do tempo. Dentro desta classe estdo 0s
organoclorados, organofosforados, piretroides, carbamatos, entre outras classes quimicas
(Sharma et al., 2020).

Os organofosforados e carbamatos, constituem um grupo de substancias
amplamente utilizadas como inseticidas, nematicidas, larvicidas e acaricidas sistémicos para
controle de pragas na agropecuaria, desinsetizacdo urbana e doméstica e controle de vetores.
Esses compostos também sdo utilizados na fabricacdo de armas quimicas e de alguns produtos
farmacoldgicos. Os organofosforados englobam os derivados de &cido fosforico e seus
homoblogos. Os carbamatos, por sua vez, sdo esteres do &cido carbamico ou do acido N-metil-
carbamico (BRASIL, 2020). Os carbamatos de N-metil contém uma estrutura -NCOO- comum,
com vérias cadeias laterais Ri-Rz [1]. O organofosforado contém um grupo fosforil ou
tiofosforil, duas cadeias laterais de grupamentos lipofilicos (R1 e R2) e um grupo de saida (label)
(X) [2] (King; Aaron, 2015).

Os organoclorados sdo compostos de hidrocarbonetos clorados com cinco ou mais
atomos de cloro [3]. Possuem baixa solubilidade aquosa, alta persisténcia, alta lipossolubilidade
e baixa polaridade (Sharma et al., 2020). Os piretroides sdo inseticidas sintéticos obtidos pela
modificacdo quimica das piretrinas, de origem natural, e fazem parte da formulacao de diversos
produtos registrados para uso na agricultura, na veterindria e para o tratamento de
ectoparasitoses em humanos (BRASIL, 2020). Sao divididos em tipo | [4], quando ha a auséncia
e tipo Il [5], quando ha a presenca de um grupo ciano ligado ao carbono alfa da molécula
(Dallegrave, 2017; Fagundes, 2021). Na Figura 1, estdo demonstrados estruturas gerais de
carbamatos, organofosforados e piretroides.

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(Ibama) possui uma classifica¢do para os agrotoxicos, denominada Potencial de Periculosidade
Ambiental (PPA). O PPA baseia-se nos parametros de bioacumulacao, persisténcia, transporte,
toxicidade a diversos organismos, potencial mutagénico, teratogénico e carcinogénico. Nesta
classificagéo, os produtos séo enquadrados em: Classe | - Produto altamente perigoso ao meio

ambiente; Classe Il - Produto muito perigoso ao meio ambiente; Classe 11l - Produto perigoso
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ao meio ambiente; e, Classe IV - Produto pouco perigoso ao meio ambiente (BRASIL, 1996;
IBAMA, 20223).

Figura 1- Estruturas gerais de carbamatos, organofosforados e piretroides.

O
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R, R 1
1 lTl)kO 3 R1_F|)_R2
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131
Carbamato Organofosforado DDT - Organoclorado
N
0] 0 It
Cl = 0 B 0
= O r ~ O o
Cl Br
[4] [5]
Permetrina - Piretroide tipo | Deltametrina - Piretréide tipo II

Fonte: Adaptado de Bhatt et al., 2021; King; Aaron, 2015; Taiwo, 2019.

Os agrotoxicos também séo classificados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), conforme sua toxicidade. O Brasil passou a adotar os parametros de
classificacdo toxicoldgica de agrotoxicos com base nos padrdes do Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals — GHS). Com este novo modelo, a
classificacdo passou a ter cinco categorias (anteriormente quatro), além de incluir o item “nao
classificado”, valido para produtos de baixissimo potencial de dano, como produtos de origem
biologica. As categorias atuais estao representadas na Tabela 1.

Atualmente com a Ultima avaliacdo realizada pela Anvisa, que iniciou em 2017,
foram classificados 43 agrotoxicos como categoria 1; 79 como categoria 2; 136 como categoria
3; 599 como categoria 4; 899 como categoria 5; € 168 como nao classificado (ANVISA, 2022b).
O agrotoxico 2,4-D (Acido Diclorofenoxiacético), por exemplo, passou a ser classificado neste
novo modelo como categoria 4 — pouco toxico, o que antes era classificado como categoria | —
extremamente toxico (IBAMA, 2017; NORTOX, 2019). H& evidencias que o 2,4-D é
possivelmente cancerigeno e além disso, pode alterar o desempenho sexual, a fertilidade e

exercer efeitos toxicos no feto e em lactentes. Apesar das evidencias, na Ultima reavaliacdo do
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agrotoxico, a Anvisa concluiu que ndo existem efeitos proibitivos de registro associados ao 2,4-
D (Gurgel; Guedes; Friedrich, 2021).

Tabela 1. Classes Toxicologicas do GHS.

. Nao
Categoria 1 2 3 4 5 Classificado
- Extrema- Modera- Improvavel x
oo mente AN damente 0N DeCasar o MO

¢ Toxico Toxico Dano Agudo
Picto- % % % Sem simbolo  Sem simbolo
grama
Palavra de Sem
Adver- PERIGO PERIGO PERIGO CUIDADO CUIDADO N
N adverténcia
téncia
Danos Causados Por Contato
Fatal se Fatal se  Toxicose  Nocivo se que Ser
Oral . . . . . ) . . perigoso se -
ingerido ingerido ingerido ingerido - -
ingerido
Fatal em Téxico . Pode ser
Fatal em Nocivo em .
Dérmico contato contato em con- contato Perigoso em -
com a tato com a contato com
com a pele com a pele
pele pele a pele
L. Fatal se Fatalse  Toxicose  Nocivo se que Ser
Inalatorio - - . - perigoso se -
inalado inalado inalado inalado ;
inalado
Cor_ da Amarelo Verde
Faixa

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2019a.

Sob a perspectiva das areas de salde publica, satde do trabalhador e meio ambiente,
a controvérsia na regulacdo de agrotoxicos deveria se limitar aos casos em que a evidéncia
cientifica € inconclusiva. No entanto, ndo h& necessariamente uma relacdo direta entre a
disponibilidade de evidéncia cientifica e a regulacdo de agrotoxicos, pois apesar de
influenciarem na decisdo, no Brasil ainda ocorrem muitas influéncias nas regulaces de
agrotoxicos de apoiadores ou opositores a regimes mais restritos, levando a mudancas nem
sempre esperadas por defensores do meio ambiente e da saude publica (Moraes, 2019). Por
exemplo o Acefato, proibido na Unido Europeia ha mais de 10 anos, teve sua continuidade de
uso aprovada mesmo apds uma avaliacdo que aponta acentuada neurotoxicidade e suspeitas de
carcinogenicidade, que contraria a Lei de Agrotoxicos (Bombardi, 2017), que proibe o registro
de agrotdxicos no Brasil que revelarem caracteristicas carcinogénicas. Desta forma, ha que se

exigir maior robustez cientifica dos estudos aportados pelos proponentes das tecnologias, tais
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como estudos de exposicdo cronica por alimentacdo e estudos intergeracionais, principalmente

realizados por cientistas independentes (Hess; Nodari; Lopes-Ferreira, 2021).

2.1.1 Os agrotoxicos no Brasil em nimeros

Em 2020, a lista das monografias de agrotoxicos autorizados para uso e
comercializacdo no Brasil, contava com 455 ingredientes ativos aprovados, sendo 404 quimicos
(88,8 %) e 51 bhioldgicos (11,2 %). Dentre esses 404 ingredientes ativos quimicos, pelo menos
121 (30,0 %) ndo tinham uso permitido na Unido Europeia (Hess; Nodari; Lopes-Ferreira,
2021).

Segundo relatério do Ibama (IBAMA, 2022b), a venda total de ingredientes ativos
de agrotdxicos em 2021 foi de 720,87 mil toneladas, o que representa um aumento de 5,03 %
em relacdo ao ano anterior (2020: 686,35 mil toneladas). Deste total, 53,88 % correspondeu a
venda de produtos classificados como |11 (perigoso ao meio ambiente); 41,48 % de produtos
classe Il (muito perigoso ao meio ambiente), 2,79 % de produtos de classe I (altamente perigoso
ao meio ambiente) e 1,85 % aos produtos classe IV (pouco perigosos). O gréafico 1, traz os dez
agrotoxicos mais vendidos em 2021 em nimeros e a Tabela 2 as informacdes sobre cada um.
Cabe destacar que, destes 10 ingredientes, dois deles sdo proibidos na Unido Europeia desde o
inicio dos anos 2000 (Acefato em 2003 e Atrazina em 2004) e o Clorotanolil deste 2009 (Hess;
Nodari; Lopes-Ferreira, 2021).

Gréfico 1 - Ingredientes ativos de agrotdxicos mais vendido no Brasil em 2021.

OS 10 INGREDIENTES ATIVOS MAIS VENDIDOS 2021
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Fonte: IBAMA, 2022b. As cores das barras representam a classificagdo toxicolédgica da Anvisa.
Barras destacadas em vermelho simbolizam produtos proibidos na Unido Europeia.
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Tabela 2. Informacdes sobre os 10 ingredientes ativos de agrotoxicos mais vendidos em 2021,
no Brasil.

Classe Uso
Ingrediente ativo  Grupo quimico  agrondémica  autorizado Classificagéo Classificagéo
(IBAMA, 2022b) (ANVISA, 2022a) (ANVISA, (ANVISA, ambiental toxicologica
2022a) 2022a)
Glicina Classe 111 Categoria 5
1) Glifosato substituida - Herbicida 84 culturas
organofosforado (IBAMA, 2021) (IBAMA, 2021)
) Classe 111 Categoria 4
2) 2,4-D A(.:'do. . Herbicida 16 culturas
’ ariloxialcandico (NORTOX, (NORTOX,
2019) 2019)
Classe 111 Categoria 5
. Fungicida e
3) Mancozebe Ditiocarbamato acar?ci 4a 70 culturas (NORTOX, (NORTOX,
2020b) 2020b)
Classe 111 Categoria 3
4) Clorotanolil Isoftalonitrila Fungicida 97 culturas (NORTOX, (NORTOX,
2021b) 2021b)
Classe 1l Categoria 4
5) Atrazina Triazina Herbicida 11 culturas (CROPCHEM, (CROPCHEM,
2019) 2019)
Classe 1l Categoria 4
Inseticida e
6) Acefato Organofosforado acaricida 11 culturas (NORTOX, (NORTOX,
2020a) 2020a)
Classe 1l Categoria 4
7) Malationa Organofosforado ;rézﬁlcci:jia € 26culturas (BRASIL, (BRASIL,
2021) 2021)
Classe 11l Categoria 5
8) Cletodim QX|ma . Herbicida 68 culturas
ciclohexanodiona (NORTOX, (NORTOX,
2021a) 2021a)
Classe 11l Categoria 5
A Acaricida e
9) Enxofre Inorganico fungicida 86 culturas (PERTERRA, (PERTERRA,
2021) 2021)
Classe 1l Categoria 4
10) S-Metolacloro  Cloroacetanilida Herbicida 40 culturas

(SYNGENTA,  (SYNGENTA,
2022) 2022)

Fonte: IBAMA, 2022b.

Analisando a série histérica no Brasil, disponibilizada pelo Ibama (IBAMA,
2022b), entre 2009 e 2021, as vendas totais de ingredientes ativos em produtos formulados
aumentou progressivamente 134,97 % nestes Gltimos 12 anos. Além disso, a propor¢do de
vendas por classificacdo ambiental também mudou. Em 2021, comparado ao ano de 20009,
houve um aumento em nimero de vendas para classe | e I, as mais perigosas e diminuicdo para

classe IV, menos perigosa.
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O Brasil vem ocupando o ranking de paises com maior consumo destes produtos
decorrente do desenvolvimento do agronegdcio no setor econdémico. Dentre 0s dez produtos
com maior nimero de exportacdes brasileiras em 2016, sete destes foram produtos
agropecuarios: soja, acucar, carde de frango, farelo de soja, carne bovina, celulose e café em
gréo (Bombardi, 2017).

Ocorreram mudangas substanciais em termos da dimensdo da producéo agricola,
extensdo das areas cultivadas em um processo amplo de modernizagdo, inserindo o pais na
chamada Revolugéo Verde. O maior uso de pesticidas trouxe ganhos de produtividade, obtidos
também em fungdo da expansdo do uso de fertilizantes, maquinario e préticas modernas de
gestdo. Este processo foi favorecido pela liberalizacdo do setor agricola nos anos 1990, a qual
criou incentivos para o adensamento da producdo e 0 uso mais intensivo de pesticidas. Foi em
parte o crescimento nestas dimensfes que levou a expansdo do consumo de agrotoxicos no
Brasil (Carneiro et al., 2015; Moraes, 2019).

No entanto, além do seu uso acentuado ha outros sérios problemas quanto ao uso
dos agrotdxicos no pais, como a permissdo de agrotoxicos ja banidos em outros paises, como
por exemplo o Acefato, a Atrazina e o Paraquat, e a venda ilegal de agrotdxico que ja foram
proibidos. Na medida em que o consumo no Brasil se expande, ampliam-se 0s interesses tanto
de produtores rurais como de industrias produtoras em evitar que regulagcdes se tornem mais
restritas. Esta tendéncia é reforcada pelo fato de que 0 consumo tem diminuido em varios paises
desenvolvidos, aumentando a importancia relativa do mercado brasileiro (Carneiro et al., 2015;
Moraes, 2019).

Embora a aplicacdo de agrotoxicos tenha conduzido ao aumento da produtividade
agricola e conferido vantagem competitiva, a fraca regulacdo que permaneceu por longo tempo
ocasionou impactos ambientais e humanos que ainda estdo sendo descobertos. O seu uso
intensivo  frequentemente gera um conjunto de externalidades negativas, bastante
documentadas na literatura. Impactos sobre seres humanos vdo desde simples nauseas, dores de
cabeca e irritacdes na pele até problemas cronicos, como diabetes, malformacGes congénitas e
varios tipos de cancer. Impactos ambientais também sdo varios, incluindo contaminagdo da
agua, plantas e solo, reducdo no nimero de organismos vivos e aumento da resisténcia de pestes
(Moraes, 2019).
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2.1.2 Consequéncias decorrentes da exposi¢ao aos agrotoxicos: efeitos agudos

A exposi¢do humana a pesticidas ocorre principalmente por meio de alimentos,
agua e ar. Devido a sua ampla disponibilidade na forma liquida, sélida e gasosa, podem
facilmente interferir na fisiologia humana por contato com a pele, inalagcdo ou ingestéo (Sharma
et al., 2020). O Ministério da Saude considera que a exposi¢cdo humana a agrotdxicos € um
importante problema de saide pablica. Com o aumento do uso e da comercializagdo de
agrotoxicos nos ultimos anos no Brasil, 0 nimero de intoxicagcfes reportadas tem aumentado
(BRASIL, 2020).

As intoxicagdes por agrotoxicos sdo processos patolégicos caracterizados por
desequilibrio fisiolégico com manifestacGes variadas de acordo com a classe das substancias,
da quantidade, do tempo de absorcdo, da toxicidade do produto, da suscetibilidade do
organismo e do tempo decorrido entre a exposi¢do e o atendimento médico. Essa exposicao
pode levar ao aparecimento de efeitos agudos, que sdo aqueles de aparecimento rapido. Quando
ocorre exposicdo a esses agentes atraves da pele, podem surgir como sintomas agudos gerais:
irritacOes, ardéncia, desidratacéo e alergias. Quando a via de exposicao sao as vias respiratérias,
pode se observar ardéncia no nariz e boca, tosse, coriza, dor no peito e dificuldade de respirar.
Quando ocorre a exposi¢do por via oral, podem ocorrer sintomas agudos como irritacao da boca
e garganta, dor de estbmago, nauseas, vomitos e diarreia (INCA, 2022).

No Brasil, 0s casos suspeitos de intoxicagcdo exodgena por agrotoxico devem ser
obrigatoriamente notificados por todos os profissionais de saude, no Sistema de Informacao de
Agravos de Notificacdo (Sinan) e € um fator determinante para medidas de vigilancia (BRASIL,
2020). No periodo de 2012 a 2022, segundo dados do Sinan, houveram a notificacdo de 73.702
casos de intoxicacao exdgena por agrotoxicos. Destes, 1.290 casos houveram cura com sequelas
e 2.064 obitos decorrestes da intoxicacdo. O ano que apresentou mais casos nesta série historica
de 10 anos, foi 0 ano de 2019, com 8.592 casos notificados (DATASUS, 2023). Este mesmo
ano, corresponde ao periodo no qual os indices de aprovacédo de agrotoxicos proibidos ou com
restricdo de uso aumentaram consideravelmente em relacdo a outros periodos (503 em 2019),
0 que pode estar relacionado a estes numeros (Hess; Nodari; Lopes-Ferreira, 2021).
Atualmente, 2022 aparece com 6.010 casos. Comparando com a década de 2002 a 2012, onde
houveram 38.216 casos notificados, a Ultima década representou um aumento de
aproximadamente 93% em notificacbes (DATASUS, 2023).

Em Santa Catarina, dados mais recentes do Centro de Informacdo e Assisténcia

Toxicoldgica de Santa Catarina (CIATox/SC), mostram que em 2022 foram registradas 443
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intoxicacOes relacionadas a agrotoxicos, correspondendo a 2,18 % do total de atendimentos de
intoxicacOes. Do total de intoxicacOes relatadas, 5 pessoas vieram a 0bito, e apresentavam idade
entre 19 e 60 anos. Os agentes causadores de ébitos foram Paraquat, Diurom, chumbinho
(carbamato ou organofosforado), clorpirifés e glifosato, utilizados em tentativa de suicidio.
Cabe destacar também que, dentre os 10 agentes principais responsaveis por intoxicacdes em
2022, por faixa etaria, em idosos acima de 60 anos, o sétimo agente principal envolvido em
intoxicacdes foi o glifosato, envolvido em 19 registros, correspondendo a 2,17 % (CIATox/SC,
2023). No entanto, é importante destacar que os quadros de intoxicacdo, na maioria das vezes,
ndo sdo notificados e estes nUmeros podem ser menores que os valores reais (Shinohara et al.,
2017).

Uma contribuicdo relevante da ciéncia em relacéo a investigacdo da toxicidade dos
agrotoxicos através de experimentos controlados, e que vai além da toxicidade, diz respeito a
compreensdo do modo de acéo das substancias quimicas (Hess; Nodari; Lopes-Ferreira, 2021).
Os agrotoxicos representam um grupo heterogéneo de compostos que variam em sua estrutura
quimica. Por isso, nem todos irdo apresentar o mesmo efeito bioldgico decorrente da exposicéo
humana. Contudo, elementos do grupo dos agrotoxicos podem se assemelhar estruturalmente
(classes quimicas) e apresentar o0 mesmo alvo bioquimico, causando efeitos semelhantes de
intoxicacdo (PERES, 2003). Os organofosforados (OP) e carbamatos sédo dois grupos de
agrotoxicos que exercem sua fungédo toxica por meio da inibicdo das enzimas colinesterases,
mais especificamente da acetilcolinesterase (AChE). A AChE ¢é responsavel pela degradacéo
da acetilcolina (ACh), mediador quimico de sinapses do Sistema Nervoso Central (SNC), do
Sistema Nervoso Periférico (SNP) e das juncdes neuromusculares. A inibicdo da
acetilcolinesterase resulta no acumulo da acetilcolina na fenda sinaptica, resultando em
manifestacdes toxicas (convulsdes, colapso no sistema nervoso central com perda do controle
muscular, problemas respiratorios, etc.) (BRASIL, 2020; Petronilho; Figueroa-Villar, 2014).

Essa inibicdo ocorre, pois, dentro do sitio catalitico da AChE ha& um grupo
hidroxila da serina (-OH). Os organosforados tém afinidade com o sitio ativo da AChE e ligam-
se covalentemente com a Serzos. Esta ligacdo se da entre o atomo de fosforo e o oxigénio da
serina, com consequente desprendimento do grupo de saida do organofosforado (X) [6]. O
grupo serina entdo torna-se fosforilado. Neste ponto, a ligacdo OP-serina pode hidrolisar e a
enzima recupera sua funcédo [7]. Neste caso, o tratamento da intoxicacdo pode ser realizado com
atropina (antagonista muscarinico) e com oximas [8], grupos nucleofilicos que aumentam a taxa
de hidrdlise e reativacdo [9] e previnem o “envelhecimento” irreversivel da enzima. Caso um

grupo R saia da ligacdo OP-serina (dealquilagdo do grupo fosfato), a enzima “envelhece” e
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torna-se irreversivelmente fosforilada e € permanentemente inibida [10]. Neste caso a
possibilidade de reativacdo pelas oximas é minima, sendo usada apenas a atropina para
antagonizar os efeitos do acimulo de ACh nos receptores colinérgicos. No Esquema 1, esta
demonstrado o processo de inibicdo da AChE pelos OP e o processo de hidrdlise com o usos
de oximas em enzimas néo envelhecidas (King; Aaron, 2015).

Esquema 1 - Processo de inibicdo da AChE por OP e reativagao por oximas.
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Fonte: Adaptado de King; Aaron, 2015; Petronilho; Figueroa-Villar, 2014.

Os carbamatos também inibem a enzima AChE de forma idéntica. No sitio
catalitico da AChE, a carbonila do carbamato ¢é atacada pela hidroxila do residuo de serina,
neste momento, a histidina atua como uma base recebendo um préton. Em seguida, a histidina
funcionara como um &cido doando um proton para a liberacdo de uma porcéo do carbamato.
Nesta etapa, a enzima fica impedida de realizar a hidrélise da ACh, visto que seu sitio catalitico
encontra-se ocupado. No entanto, a ligacdo carbamato-AChE é mais fraca do que a formada
pelos OPs. Assim, as ligacGes carbamato-AChE hidrolisam espontaneamente mais rapido e a
funcdo da AChE retorna tipicamente dentro de 24 a 48 h. Ao contrario dos OPs, os carbamatos
ndo envelhecem e a toxicidade prolongada é incomum (Araujo; Santos; Gonsalves, 2016; King;
Aaron, 2015).

Os organoclorados induzem toxicidade principalmente por meio de regides
estimulantes do sistema nervoso central, atuando como antagonistas do 4cido gama-
aminobutirico (GABA), podendo causar sintomas agudos como nauseas, vOmitos e contracdes

musculares involuntarias (PERES, 2003; Sharma et al., 2020). Os piretrdides atuam sobre a
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permeabilidade idnica, produzindo uma série de efeitos na excitabilidade das terminacdes
nervosas, dependendo do seu tipo e estrutura. O tipo | amplifica a frequéncia da abertura do
canal de sodio sensivel a voltagem, causando potenciais de acdo repetitivos e que leva a
chamada sindrome T (Tremores), caracterizada por tremores, sensibilidade a estimulos
sensoriais, ataxia, convulsdes e paralisia O tipo Il atrasa a inativacdo do canal de sddio, o que
permite que os canais figuem mais tempo abertos, tornando impossivel a geragcao de um novo
potencial de acdo, induzindo a sindrome CS (Coreoatetose e Salivacdo), caracterizada por
presenca de hipersensibilidade a estimulos externos, contracdes involuntérias, salivacdo e

paralisia (Dallegrave, 2017; Fagundes, 2021).

2.1.3 Consequéncias decorrentes da exposicao aos agrotoxicos: efeitos crénicos

Além dos sintomas de intoxicacGes agudas que 0s agrotdxicos podem causar,
também podem ocorrer diversos problemas cronicos em varios sistemas do organismo humano.
Estes sdo aqueles que aparecem apls exposicOes repetidas a pequenas quantidades de
agrotoxicos por um periodo prolongado (INCA, 2022). N&o existe no pais uma politica que
obrigue as agéncias governamentais ao constante monitoramento do efeito dos residuos de
agrotoxicos na agua, nos alimentos e no meio ambiente, vias onde pode ocorrer uma
contaminacdo crénica (Hess; Nodari; Lopes-Ferreira, 2021).

David Geier e Mark Geier, avaliaram a potencial relacdo dose-dependente inversa
entre 0 aumento da presenca de glifosato na urina — ingrediente ativo mais vendido no Brasil,
no ano de 2021 - e a diminuicdo das concentracdes de horménios sexuais no sangue na
populacdo dos Estados Unidos, utilizando dados demograficos e testes laboratoriais da Pesquisa
Nacional de Saude e Nutricdo de 2013-2014. Os resultados da modelagem estatistica realizada
neste estudo apontam uma correlacdo inversa significativa entre as concentracdes de glifosato
e estradiol total e uma tendéncia de correlacdo inversa entre as concentracdes de glifosato e
testosterona total, suportando a hipotese de que aumentos na concentracéo de glifosato urinario
impactam significativamente as concentracdes de hormdnios sexuais no sangue (Geier; Geier,
2023).

Ait-Bali, Ba-Mhamed e Bennis, avaliaram os efeitos neurocomportamentais
também do glifosato ap6s exposicdo aguda, subcrénica (6 semanas) e crénica (12 semanas)
(250 ou 500 mg/kg/dia) em camundongos tratados desde a idade juvenil até a idade adulta. Os
resultados indicam que, ao contrario da exposi¢do aguda, tanto a exposicdo subcrdnica quanto

a cronica ao glifosato induziram uma diminuicdo no ganho de peso corporal e na atividade
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locomotora e um aumento nos niveis de ansiedade e comportamento do tipo depressdo. Além
disso, achados imuno-histoquimicos mostraram que o tratamento crénico induziu uma reducdo
da imunorreatividade da tirosina hidroxilase e o tratamento subcronico e cronico produziram
uma reducdo da imunorreatividade de serotonina no ndcleo dorsal da rafe, na amigdala
basolateral e no cortex pré-frontal medial ventral. Os autores sugerem que a exposicdo ao
glifosato desde a idade juvenil até a idade adulta em camundongos leva a alteracdes
neurocomportamentais que decorrem do comprometimento dos processos de desenvolvimento
neuronal (Ait Bali; Ba-Mhamed; Bennis, 2017).

Ait-Bali e colaboradores, também avaliaram a exposicdo pré e pds-natal ao
herbicida a base de glifosato em Camundongos Swiss nas doses de 250 ou 500 mg/kg de
glifosato durante a gravidez e a lactacdo. A taxa de fertilidade e o indice gestacional foram
menores nos grupos tratados em comparagdo com o controle, assim como o numero total de
camundongos por ninhada. Na prole, o glifosato foi responsavel por um atraso global nos
reflexos inatos e um déficit no desenvolvimento motor. Na idade adulta, os animais expostos
apresentaram diminuicdo da atividade locomotora, sociabilidade, aprendizado e memoria de
curto e longo prazo associados a alterac6es dos sistemas colinérgicos e dopaminérgicos. Além
disso, apresentaram sinais de neuroinflamacéo no cortex pré-frontal medial e hipocampo (Ait-
Bali et al., 2020).

Estes efeitos neurocomportamentais podem ser observados em estudos transversais.
Gonzaga, Baldo e Caldeira, objetivaram analisar a associacéo entre ideacéo suicida e exposicao
a agrotoxicos, comparando camponeses vivendo sob exposicdo ambiental a agrotdxicos em
relacdo a camponeses envolvidos com praticas agroecologicas, sem o uso de agrotdxicos, no
semiarido norte mineiro (Brasil). Os camponeses expostos a agrotoxicos, em relacdo a
camponeses envolvidos com préaticas agroecoldgicas, tiveram maiores chances para ideacao
suicida, consumo problematico de alcool e episddios prévios de intoxicacdo aguda por
agrotoxicos. Os autores concluiram que as praticas agricolas que implicam em exposicao
crbnica a agrotoxicos se associam a maiores chances de ideacdo suicida, independentemente de
episodios prévios de intoxicacdo aguda por agrotoxicos ou do uso problemaético do alcool
(Gonzaga; Baldo; Caldeira, 2021).

Mora e colaboradores, analisaram se niveis mais altos de exposicdo a pesticidas
estariam associados a alteracGes na ativacdo cortical em trabalhadores rurais na Costa Rica.
Neste estudo, foram medidas as concentragcdes de agrotdxicos e metabdlitos em amostras de
urina. Foram observadas associagcdes negativas consistentes entre as concentragdes de 3,5,6-

tricloro-2-piridinol (TCPy) (metabdlito do inseticida organofosforado clorpirifos), acido 3-
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fenoxibenzoéico (3-PBA) e é&cido 3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilico
(DCCA) (metabdlitos de inseticidas piretrdides) e a ativacao cortical em regides do cortex pré-
frontal durante uma tarefa de memaria de trabalho. Ou seja, trabalhadores que tinham maiores
niveis de metabolitos na urina, tinham menores ativac@es cerebrais. Essas associagcdes foram
semelhantes, embora mais fracas, para as tarefas de atencéo e flexibilidade cognitiva. Para
biomarcadores de fungicidas e herbicidas, como o Mancozebi e o Glifosato, foram observadas
associacOes nulas entre a concentracdo urinaria e a ativacdo cerebral cortical durante tarefas de
memoria de trabalho, atencéo e flexibilidade cognitiva (Mora et al., 2022).

Os efeitos cronicos em decorréncia da exposicdo aos agrotdxicos também sao
observados em animais. Pavan e colaboradores (2021), avaliaram os efeitos na sobrevivéncia,
crescimento e danos em girinos de Boana faber e Leptodactylus latrans causados pela
exposicdo cronica (7 dias) de concentracdes relevantes encontradas em ambientes naturais e
permitidas para dguas brasileiras da mistura de glifosato + 2,4-D. A taxa de sobrevivéncia de B.
faber foi em meédia 87,33 % e L. latrans 97,33 % e ndo houve diferencga entre os tratamentos
controle e mistura. As duas espécies apresentaram resultados diferentes para tamanho corporal
quando comparado ao controle. Ndo houve diferenca no comprimento e massa em B. faber,
enquanto L. latransos apresentaram menor comprimento e menor massa em todos 0S
tratamentos. A mistura de glifosato + 2,4-D causou natacdo irregular nas duas espécies, que
apresentaram letargia e convulsdes ou rajadas rapidas de natacdo. Todos os tratamentos
causaram algum tipo de dano corporal, principalmente na boca dos girinos. Por fim, os autores
concluem que existe um risco ecoldgico na exposicdo de girinos de B. faber e L. latrans as
mistura destes dois agrotoxicos (Pavan et al., 2021).

Os efeitos da exposicdo cronica a concentracdes ambientais do glifosato e 0 2,4-D
separadamente (4,8 png/L e 3,4 ng/L, respectivamente) também foram avaliadas em embrides
de peixe-zebra em relacdo aos pardmetros iniciais de desenvolvimento, comportamento larval
e implicacdes bioquimicas. A exposicdo ao glifosato diminui a sobrevivéncia, causou
hipermobilidade e comportamento do tipo ansiolitico, afetou negativamente o comportamento
antipredatdrio das larvas e aumentou a atividade da acetilcolinesterase. A exposicao ao 2,4-D
causa apenas uma leve hipermobilidade nas larvas e aumenta a atividade da acetilcolinesterase
(AChE). O aumento na atividade de AChE é a chave para o comportamento hipermével e
reducdo do comando controlado dos nervos observado nas larvas expostas ao glifosato e 2,4-
D. A hipermobilidade pode representar um risco para a sobrevivéncia dos peixes, pois facilita
sua deteccdo pelo predador e aumenta as chances de serem predados. Nao ocorreu prejuizo na

eclosdo, no movimento espontdneo ou a frequéncia cardiaca nos dois tratamentos
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(Pompermaier et al., 2022). Estes prejuizos podem ndo ter ocorrido devido as pequenas
concentragdes testadas. Lu e colaboradores, encontraram em maiores concentragdes (30, 60, 90
e 120 mg/L) problemas na eclosdo em peixe-zebra quando expostos ao glifosato e também
disturbios de ritmo cardiaco. O glifosato também afetou o desenvolvimento geral dos embrides
do peixe-zebra, incluindo mortalidade, diminui¢cdo do comprimento do corpo, malformacdes,
incluindo curvatura da coluna vertebral, edema pericardico, encurtamento do comprimento do
corpo e cauda curvada e malformagGes cardiacas, incluindo cdmaras aumentadas, paredes
ventriculares afinadas e disturbios do ritmo (Lu et al., 2022).

A investigacdo acerca da exposicdo aos agrotoxicos constitui um importante
aspecto para a saude publica. Os estudos cientificos utilizando animais, visam investigar o0s
riscos potenciais dos agrotoxicos e gerar dados sobre os impactos a saide humana. As investi-
gacdes acerca da exposicdo a multiplos agrotoxicos, sdo importantes direcionamentos a serem
feitos, contribuindo para o estabelecimento de novas relagdes causais no campo da saude

publica (Hess; Nodari; Lopes-Ferreira, 2021).

2.1.3.1 Desenvolvimento de tumores malignos

O céncer € um conjunto de doencas que podem afetar qualquer parte do corpo. Um
erro no processo de multiplicacdo celular da origem a células anormais, que formam novas
células danificadas que se multiplicam e formam massas tumorais, que podem ser benignas ou
malignas. Células tumorais malignas migram para outros 6rgéos e tecidos para formar novos
tumores e causar metastase em areas adjacentes (Melanda et al., 2022). Segundo a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), estima-se
que houveram 20 milhdes de novos casos de cancer e 9,7 milhGes de mortes em 2022. Estima-
se também que cerca de 1 em cada 5 pessoas desenvolvera cancer durante a vida; cerca de 1 em
cada 9 homens e 1 em cada 12 mulheres morrerdo da doenca (Ferlay et al., 2024).

Os tipos de cancer tendem a apresentar diferentes incidéncias dependendo do sexo.
Segundo estatisticas globais de 2020, em mulheres, os tipos de cancer mais incidentes foram:
mama, pulmao, colorretal, cervical uterino, corpo do Utero, ovario, estobmago, figado, linfoma
N&o-Hodgkin, leucemia, rim, es6fago, bexiga e labios e cavidade oral. Entre os homens, 0s
tipos de cancer mais incidentes foram: pulmao, prostata, colorretal, estdmago, figado, bexiga,
esdfago, linfoma Nao-Hodgkin, leucemia, rim e labios e cavidade oral (Sung et al., 2021).

Vérios estudos relataram que as influéncias ambientais, incluindo a exposi¢éo a

produtos quimicos, representam um risco de causar instabilidade gendmica e epigendmica nos
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organismos, podendo causar cancer (Melanda et al., 2022). Uma revisdo sistemética e meta-
analise, apoiou uma associacao entre o potencial de exposicdo a pesticidas na agricultura e a
incidéncia e mortalidade por cancer cerebral (Gatto; Ogata; Lytle, 2021). Outra meta-analise
encontrou uma associagdo entre tumores cerebrais infantis e a exposicao parental a pesticidas.
Alem disso, a exposicdo dos pais a pesticidas em ambientes domésticos estd mais fortemente
associada a TCC do que a exposicdo ocupacional dos pais aos pesticidas. Quando a exposicao
aos pesticidas ocorrem antes ou durante a gravidez e na primeira infancia, a probabilidade de
contribuicdo para o desenvolvimento de cancer cerebral jovens/adultos é maior (Feulefack et
al., 2021).

Um trabalho realizado no estado do Parand/ Brasil, analisou a extensdo
da contaminacdo da &gua potdvel por 11 agrotdxicos comprovados, provaveis ou
potencialmente cancerigenos em 127 municipios produtores de gréos. Noventa e sete por cento
dos municipios apresentaram uma soma de todos os agrotdxicos em niveis significativamente
acima (189,84 ppb) dos limites preconizados pela Unido Europeia (< 0,5 ppb). Utilizando a
concentracdo media de pesticidas na agua (ppb), a populacdo exposta para cada municipio e a
dose de referéncia para risco de desenvolvimento de cancer para cada pesticida (calculado para
cada substancia com base na concentragcdo de pesticida necessaria para produzir um caso de
cancro por cada 10* ou 108 pessoas num intervalo de exposicdo de 70 anos), 0 niimero minimo
de casos de cancer atribuiveis a &gua potavel contaminada com pesticidas durante o periodo foi
estimada. Mais de 80 % foram atribuidos ao mancozebe- etilenotiouréia e ao diuron. Os casos
atribuiveis ao glifosato- acido aminometilfosfonico e ao diuron correlacionaram-se fortemente
com o total de casos de cancer no mesmo periodo, bem como com os casos de cancer de
mama. A contaminacdo da agua foi significativamente correlacionada com a soma dos casos
estimados de cancer para todos os 11 agrotoxicos detectados em cada cidade. Esses achados
revelam extensa contaminacdo da agua potavel no estado do Parand e sugerem que a

contaminacdo pode aumentar o risco de cancer nesta regido (Panis et al., 2022).

2.1.4 Risco para a Seguranca Alimentar

E evidente que o uso exacerbado de pesticidas convencionais traz problemas para
a saude da populacdo, além de ser um fator que pode interferir na seguranca alimentar. A
seguranca alimentar e nutricional consiste na realizacdo do direito de todos ao acesso regular e
permanente a alimentos de qualidade, em quantidade suficiente, sem comprometer 0 acesso a

outras necessidades essenciais, tendo como base praticas alimentares promotoras de salde que
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respeitem a diversidade cultural e que sejam ambiental, cultural, econdmica e socialmente
sustentaveis (BRASIL, 2006). Nesse sentido, para ter alimentacdo adequada e saudavel, ndo
basta atentar somente para as caracteristicas nutricionais dos alimentos. E preciso considerar
sua procedéncia e a forma de producgéo (BRASIL, 2020).

A seguranca alimentar estd enquadrada dentro do segundo Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) das NacgGes Unidas (ONU) - Fome zero e agricultura
sustentavel — onde tem-se como propostas centrais acabar com a fome, alcancar a seguranca
alimentar, a melhoria da nutricdo e promover a agricultura sustentavel. Para alcangar isto, é
necessario garantir sistemas sustentaveis de producdo de alimentos e implementar préaticas
agricolas resilientes, que aumentem a produtividade e a producdo, que ajudem a manter 0s
ecossistemas e que melhorem progressivamente a qualidade da terra e do solo (ONU, 2023).

Além do risco para a seguranca alimentar, os pesticidas sintéticos também podem
ser toxicos para plantas ndo-alvo, para microrganismos que habitam ao redor das plantas onde
sdo aplicados e para todo o meio ambiente. Ha também preocupaces crescentes em relacédo ao
desenvolvimento de resisténcia de pragas a esses pesticidas sintéticos (Khursheed et al., 2022).
Estes impactos sdo amplos, atingem vastos territorios e envolvem diferentes grupos
populacionais, como trabalhadores em diversos ramos de atividades, moradores do entorno de
fabricas e fazendas, além de todos que consomem alimentos contaminados (Carneiro et al.,
2015).

Segundo o relatorio do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (PARA), que analisou amostras dos anos de 2017 e 2018, 51 % dos alimentos de
origem vegetal representativos da dieta da populacéo brasileira contém residuos de agrotoxicos.
Ao todo, foram analisadas 4.616 amostras de 14 alimentos de origem vegetal (abacaxi, alface,
alho, arroz, batata-doce, beterraba, cenoura, chuchu, goiaba, laranja, manga, pimentéo, tomate
e uva). As amostras foram coletadas em estabelecimentos varejistas localizados em 77
municipios brasileiros (exceto no Estado do Parand). Foram pesquisados até 270 agrotoxicos
diferentes nas amostras analisadas. Do total de amostras analisadas, 2.254 (49 %) ndo foram
detectados residuos, e 1.290 (28 %) apresentaram residuos com concentracdes iguais ou
inferiores ao Limite Maximo de Residuos (LMR), estabelecido pela Anvisa. Foram
consideradas insatisfatorias 1.072 amostras (23 %) em relacdo a conformidade com o LMR. Na
Tabela 3 estdo apresentados os alimentos analisados e a quantidade de amostras que
apresentaram ou ndo residuos de agrotoxicos (ANVISA, 2019b).

Foram detectados residuos de 122 ingredientes ativos diferentes nas 4.616 amostras

analisadas, o que resultou no total de 8.270 detecgdes. Os ingredientes ativos imidacloprido,
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tebuconazol e carbendazim apresentaram o maior indice de deteccdes. Os ingredientes ativos
acefato, clorpirifos e metomil foram os que apresentaram maior indice de detecces irregulares,
sendo que apresentaram maior nimero de deteccBes para as quais ndo existem LMR
estabelecido. A cipermetrina e o etefom apresentaram o maior nimero de deteccGes que
excederam 0 LMR (ANVISA, 2019b).

Considerando-se estes resultados obtidos, 0 PARA realizou também a avaliacdo do
risco agudo para todos os residuos detectados de agrotdxicos que possuem dose de referéncia
aguda (DRfA) estabelecida e parametro de seguranca toxicolégica aguda. Os resultados da
referida avaliacdo indicaram que 0,89 % das amostras analisadas (n = 41) representam um
potencial de risco agudo a salde, ou seja, 0 consumo de uma grande proporcao deste alimento
em um periodo de 24 h, tem potencial de causar dano agudo a satde devido a sua contaminagdo
por agrotoxicos. Estas amostras que apresentaram risco agudo eram: laranja (27 amostras);

goiaba (8 amostras); uva (4 amostras) e abacaxi (1 amostra) (ANVISA, 2019b).

Tabela 3 — Resultados dos alimentos analisados pelo PARA em 2017-2018.

. Quant. Sem Com C,Iom ,Com ~
Alimento amostras residuos residuos < Residuos >  residuos ndo
LMR LMR autorizados
Cereais
Arroz 329 220 94 8 7
Frutas
Abacaxi 347 162 144 28 18
Goiaba 283 134 29 18 15
Laranja 382 157 173 5 48
Manga 350 216 102 32 31
Uva 319 84 149 49 48
Hortalicas
Alface 286 106 94 31 48
Chuchu 288 247 15 0 26
Pimentao 326 7 52 79 263
Tomate 316 39 167 8 106
Raizes, Tubérculos e Bulbos
Alho 365 326 22 1 16
Batata-doce 315 287 0 0 28
Beterraba 357 236 69 19 37
Cenoura 353 33 180 3 139

Fonte: ANVISA, 2019b.

Atualizacdo mais recente do relatério do Programa de Andlise de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos (PARA) (ANVISA, 2023), analisou amostras do ano de 2022. Neste

novo relatério, constatou-se que 58,9 % dos alimentos de origem vegetal representativos da
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dieta da populacéo brasileira contém residuos de agrotdxicos. Ao todo, foram analisadas 1.772
amostras de 13 alimentos de origem vegetal (amendoim, batata, brécolis, café em po, laranja,
feijdo, farinha de mandioca, maracuja, morango, pimentdo, quiabo, repolho e farinha de trigo).

As amostras foram coletadas em estabelecimentos varejistas localizados em 79
municipios brasileiros. Foram pesquisados até 311 agrotdxicos diferentes nas amostras
analisadas. Do total de amostras analisadas, 728 (41,1 %) ndo foram detectados residuos, e 601
(33,9 %) apresentaram residuos com concentragdes iguais ou inferiores ao Limite Maximo de
Residuos (LMR), estabelecido pela Anvisa. Foram consideradas insatisfatorias 443 amostras
(25 %), que apresentavam irregularidades em relacdo a conformidade com o LMR, contendo
ingrediente ativo ndo permitido para a cultura ou ndo aprovado no Brasil (ANVISA, 2023). Na
Tabela 4 estdo apresentados os alimentos analisados e os resultados encontrados.

Tabela 4 - Resultados dos alimentos analisados pelo PARA em 2022.

. N.° Sem < > ~ % sem
Alimento amostras residuoss LMR LMR Nao AU~ Ambos % INS residuos
Café
Cafe 158 123 33 1 1 i 127 7785
(em po)
Cereais
Trigo 152 14 126 6 6 : 7,90 9,21
(farinha)
Frutas
Laranja 157 5 117 12 23 - 21,80 3,18
Maracuja 148 23 22 18 32 53 69,59 15,54
Morango 83 - 65 12 31 24 68,68 0
Hortalicas
Brécolis 107 65 12 4 25 1 28,04 60,75
Pimentao 142 2 41 7 73 19 69,72 1,41
Quiabo 125 86 12 i 97 - 21,60 68,8
Repolho 144 62 31 0 51 - 35,42 43,06
Leguminosas e Oleaginosas
Amendoim 101 99 2 - - - 0 98,02
Feijao 150 70 74 5 1 - 4,0 46,67
Raizes, Tubérculos e Bulbos
Batata 154 34 105 13 1 1 9,74 22,08
Mandioca 151 145 0 4 2 - 3,97 96,03
(farinha)

Fonte: ANVISA, 2023. Legenda: Ambos: Amostras com residuos néo autorizados e com residuos acima do Limite
Méximo de Residuos. LMR: Limite M&ximo Residuos. Ndo AU: Amostras com residuos néo autorizados. % INS:
Porcentagem de amostras insatisfatdrias (com residuos acima do limite e com residuos ndo autorizados para a
cultura.

Foram detectados residuos de 98 ingredientes ativos diferentes nas 1.772 amostras

analisadas, o que resultou no total de 3.668 detecgdes. Os dez ingredientes ativos mais
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detectados foram em ordem alfabética: acefato, azoxistrobina, bifentrina, carbendazim,
imidacloprido, malationa, mancozebe, pirimifés-metilico, procimidona, tebeconazol. Destes,
seis sdo proibidos para uso agricola na Unido Europeia, e um proibido no Brasil (carbendazim).
Os alimentos que apresentaram maior contaminacao por residuos de agrotéxicos (menos de
10% das amostras se apresentavam livres de residuos) foram morango, pimentdo, laranja e
farinha de trigo (ANVISA, 2023).

Um dos pontos preocupantes na salde publica é a presenca de residuos acima dos
niveis autorizados nos alimentos, decorrentes do uso crescente de agrotoxicos na producdo
agricola. Devido a demanda aumentada de gréos, frutas e hortalicas, os agricultores tém sido
estimulados a utilizarem uma variedade maior de produtos para reduzir perdas e aumentar a
produtividade das safras. Isto consequentemente leva ao uso indiscriminado de quimicos,
colocando emrisco a saude de produtores e consumidores (Shinohara et al., 2017). Este assunto
¢ ainda mais preocupante pois em relacdo aos limites maximos de residuos, estes variam muito
de acordo com o pais. Enquanto certos pesticidas sd@o banidos ou possuem uso restrito em alguns
paises, equivalentes sdo de uso livre ou pouco restrito em outros, mesmo com inumeras
tentativas para a criacdo de padrdes internacionais no ambito da Organizacdo das NacOes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO), da Organizacdo Mundial do Comércio
(OMC), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e especialmente por meio da Comissdo do
Codex Alimentarius (Moraes, 2019).

Outro ponto importante € que em um mesmo alimento pode conter mais de um
residuo de agrotéxico detectado. Ha uma preocupacdo quanto aos residuos de agrotoxicos
detectados em uma mesma amostra que possuem um mesmo modo de agdo, tendo em vista a
possibilidade de potencializacdo de efeitos adversos a satde. A presenca de multiplos residuos
em uma mesma amostra pode ser resultante da aplicacdo de diferentes tipos de agrotoxicos
utilizados contra diferentes pragas ou doencas, por exemplo, inseticidas, fungicidas e
herbicidas. Além disso, algumas formulac@es contém mais de um agrotoxico, que geralmente
possuem diferentes modos de acdo no organismo alvo. O uso de agrotoxicos com diferentes
modos de acdo é uma das estratégias adotadas de manejo integrado de pragas, a fim de
minimizar o desenvolvimento de resisténcia de pragas a agrotdxicos. Outras possiveis razdes
para a ocorréncia de multiplos residuos sdo: mistura de lotes de produtos alimenticios que foram
tratados com diferentes agrotdxicos durante a amostragem; emprego de mais de um agrotdxico
em uma mesma cultura, sem levar em consideracdo as boas praticas agricolas; residuos
provenientes da absorcao do solo, nos casos de agrotoxicos com elevada persisténcia; residuos

resultantes de contaminacdo cruzada no tratamento das culturas no campo; contaminagao
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durante o manuseio, embalagem e armazenamento (ANVISA, 2016).

As pragas agricolas também possuem a capacidade de desenvolver resisténcia aos
agrotoxicos aplicados. Com o tempo, os agrotoxicos vdo perdendo eficacia e levando os
agricultores a aumentar as doses aplicadas e/ ou recorrer a novos produtos. Outro elemento
chave neste processo € que o desequilibrio ambiental, provocado por esses sistemas, que leva
ao surgimento de novas pragas. Insetos ou plantas que antes ndo provocavam danos as lavouras,
passam a se comportar como invasores e atacar as plantagdes (Shinohara et al., 2017).

O Botrytis cinera, por exemplo, é um dos patégenos flngicos mais destrutivos que
podem causar doengas em numerosas espécies de plantas, principalmente alimenticias. O fungo
demanda frequentes aplicacGes de fungicidas, que resultam em resisténcias da praga e também
no aumento de contaminagdes nos alimentos que recebem muitas aplica¢fes de fungicidas. Ja
foi relatado em todo mundo e em varias culturas, o aumento de cepas isoladas de B.
cinerea resistentes a uma ou varias classes de fungicidas (Malandrakis et al., 2022; Xiao et al.,
2021).

2.1.4.1 Botrytis cinerea

Botrytis cinerea € um importante fitopatdgeno com uma ampla variedade de plantas
hospedeiras. Este fungo causa a doenca do mofo cinzento em mais de 200 espécies de plantas,
incluindo a maioria das hortalicgas, frutas, arvores e flores. No Brasil, as principais culturas nas
quais o mofo cinzento ocorre sdo: ornamentais (rosa, violeta, geranio, begonia, lirio, gérbera e
outras); frutiferas (uva, morango, maca, pera, ameixas e outras); horticolas (tomate, alface,
pimentdo, cebola e outros) e mudas de eucalipto em viveiro, durante o enraizamento. Pode
atacar como necrotrofico muitos 6rgdos, incluindo folhas, caules e frutos, muitas vezes
causando grandes perdas ap6s a colheita. E também um saprofita em materiais vegetais
senescentes e mortos. Em vista da ampla gama de hospedeiros, ampla faixa geografica de
ocorréncia e potencial para desenvolvimento de epidemias severas e rapidas, B. cinerea € um
fitopatdgeno importante e dificil de controlar (Morandi; Maffia, 2005; Nakajima; Akutsu,
2014).

O controle guimico continua sendo a principal forma de reduzir a incidéncia de
mofo cinzento nas principais culturas. No entanto, devido ao desenvolvimento de
multirresisténcia em cepas de campo do fungo, essa estratégia é apenas parcialmente bem-
sucedida. O controle quimico também é dificultado, pois o patdgeno pode infectar praticamente

todas as partes de plantas em quase todos os estagios de crescimento e em pos-colheita
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(Morandi; Maffia, 2005; Nakajima; Akutsu, 2014).

As infecgdes por B. cinerea podem ocorrer antes da colheita, na fase de campo, e
podem permanecer latentes até o armazenamento, quando o patdgeno assume vantagem para o
desenvolvimento de doencas devido a alta umidade relativa e baixas temperaturas, que retardam
as defesas do hospedeiro. No inicio das infec¢es, é visivel uma érea circular mais escura onde
os tecidos do fruto sdo mais moles do que as outras partes do fruto. Posteriormente, pode
desenvolver-se esporificacdo abundante, cuja cor varia de branco a cinza. A infec¢do comeca a
partir de aberturas naturais ou feridas mecéanicas que ocorrem. Frequentemente, B. cinerea pode
se desenvolver a partir de frutas podres ao lado de frutas saudaveis, causando extensa
degradacdo da mercadoria. B. cinerea € um exemplo tipico de fungo necrotrofico: primeiro
mata as células da planta hospedeira e depois coloniza o tecido morto. A temperatura minima
para crescimento € 0 °C, a 6tima € 20 °C, e a maxima € de 30 °C. Portanto, B. cinerea se
desenvolve bem durante o armazenamento refrigerado de frutas e vegetais (Romanazzi;
Feliziani, 2014). Na Figura 2, é possivel observar infec¢6es de mofo cinzento em framboesas
armazenadas (canto superior esquerdo), Kiwi (canto superior direito), meldo (canto inferior
esquerdo) e mancha inicial em uva de mesa (canto inferior direito).

O controle tradicional da infecgdo pelo mofo cinzento consiste na aplicacdo de
fungicidas sintéticos no campo durante o ciclo de cultivo. Por causa da falta de métodos eficazes
para prever o risco desta doenca, aplicagdes preventivas, antes do aparecimento dos sintomas
da doenca sdo recomendados. Por exemplo, para uvas de mesa, geralmente sdo realizadas quatro
aplicaces de fungicidas no final da floracdo, fechamento do cacho, amadurecimento e 3
semanas antes da colheita. Para morangos, os fungicidas séo aplicados em torno da floracéo e
sdo repetidos até a colheita, dependendo das condigdes climaticas e do intervalo pré-colheita da
formula (Romanazzi; Feliziani, 2014).

Embora a aplicacdo de fungicidas sintéticos no campo continue sendo o método
mais comum para controlar a podriddo pés-colheita de frutas e hortalicas, sua aplicacdo tem
varios aspectos negativos que precisam ser levados em consideracdo. A crescente preocupacgao
publica com os residuos de fungicidas tem contribuido para o interesse no desenvolvimento de
métodos alternativos. Entre 0s compostos naturais, extratos de plantas e 6leos essenciais tém
sido relatados para controlar doencas pds-colheita, tanto in vitro quanto in vivo, e prolongar a

qualidade geral e o tempo de armazenamento de produtos frescos (Romanazzi; Feliziani, 2014).
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Figura 2 - Mofo cinzento em diferentes frutas.

Fonte: Romanazzi; Feliziani, 2014.

O fungo consta na lista de hierarquizacao de pragas de maior risco fitossanitario do
Brasil, como categoria de risco muito alto. Este processo de hierarquizagdo € um instrumento
de direcionamento para priorizacdo da andlise de registro de novos produtos que visem o
controle das pragas de maior risco fitossanitario para as diferentes culturas agricolas.
Atualmente a lista conta com 83 pragas divididas em muito alto, alto e médio. Os resultados
obtidos no processo de hierarquizacdo de pragas também devem ser considerados como
instrumento balizador e direcionador das prioridades institucionais de pesquisa cientifica
aplicada ao setor agropecuario, tanto por parte da Embrapa, quanto das demais instituicdes de
pesquisa nos diferentes niveis de atuacdo em todo o territério nacional. Sendo assim, novos
produtos com a finalidade de controle do B. cinerea sdo prioridades de pesquisa e registro no
Brasil (MAPA, 2022).

2.2 ALTERNATIVAS PROMISSORAS
2.2.1 Biopesticidas

Uma das alternativas aos agrotoxicos convencionais e ecologicamente correta sdo
0s biopesticidas. O termo biopesticida € usado para se referir a pesticidas produzidos
naturalmente por organismos vivos como microorganismos, plantas, animais, etc. (Sharma et
al., 2020). Os biopesticidas sdo comparativamente mais seguros de usar e geralmente tém varias

vantagens em comparagdo com os pesticidas convencionais. Sao inerentemente menos toxicos


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/biopesticide
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para os seres humanos e para 0 meio ambiente e ndo deixam residuos nocivos. Frequentemente,
eles afetam apenas a praga-alvo e organismos intimamente relacionados, reduzindo
substancialmente o impacto em espécies ndo-alvo (Sporleder; Lacey, 2013). Geralmente sdo
eficazes em quantidades muito pequenas, podendo se decompor rapidamente, evitando em
grande parte os problemas de poluicdo residual. Quando usados como um componente dos
programas de Manejo Integrado de Pragas (utilizacdo de taticas de controle de pragas, isolada
ou harmoniosamente articuladas em uma estratégia de manejo, baseado em analises de
custo/beneficio que levam em consideracdo os interesses e impactos dos produtores, da
sociedade e do meio ambiente), os biopesticidas podem reduzir muito o uso de pesticidas
convencionais, enquanto o rendimento das culturas permanece alto (EPA, 2022; Kogan, 1998).
Apesar de apresentar vantagens evidentes, os biopesticidas possuem algumas desvantagens que
retardam a sua aceitacdo. Eles possuem uma acdo mais lenta comparada aos pesticidas
convencionas, sao suscetiveis as condi¢des climaticas adversas e o tempo de aplicacdo impacta
fortemente na sua eficacia. Quanto mais cedo no desenvolvimento da doenca for iniciado o seu
uso, mais eficaz serd o produto (Khursheed et al., 2022).

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), os
biopesticidas se enquadram em trés classes principais: 1) Pesticidas microbianos: consistem em
um microrganismo (por exemplo, uma bactéria, fungo, virus ou protozoario) como ingrediente
ativo. Pesticidas microbianos podem controlar muitos tipos diferentes de pragas, embora cada
ingrediente ativo separado seja relativamente especifico para sua praga alvo. Os pesticidas
microbianos mais amplamente utilizados sdo subespécies e cepas de Bacillus
thuringiensis. Cada cepa dessa bactéria produz uma mistura diferente de proteinas e mata
especificamente uma ou algumas espécies relacionadas de larvas de insetos. As espécies de
insetos-alvo sdo determinadas pelo fato de o B. thuringiensis produzir uma proteina que pode
se ligar a um receptor do intestino larval, fazendo com que as larvas do inseto morram de fome.
Outra classe de biopesticidas sdo os 2) Protetores incorporados a planta (PIPS): que sdo
substancias pesticidas que as plantas produzem a partir de material genético que foi adicionado
a planta. Por exemplo, o gene da proteina pesticida Bacillus thuringiensis pode ser introduzido
no préprio material genético da planta. Entdo a planta, em vez da bactéria, fabrica a substancia
que destroi a praga. Outros biopesticidas sdo classificados como 3) Pesticidas bioquimicos:
que sdo substancias naturais que controlam pragas. Pesticidas bioquimicos incluem substancias
que interferem no acasalamento, como feroménios sexuais de insetos e outros semioquimicos,
bem como extratos de plantas (EPA, 2022).

Os pesticidas bioquimicos podem ser vistos como intimamente relacionados aos
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pesticidas quimicos convencionais, mas séo distintos porque ocorrem naturalmente, podendo o
ingrediente ativo ser um analogo sintético da substancia natural. Os pesticidas bioquimicos
podem ser separados de acordo com as categorias funcionais em extratos vegetais (botanicos),
semioquimicos, metabolitos e reguladores de crescimento (Sporleder; Lacey, 2013).

As plantas sdo a principal fonte de biossintese de produtos naturais bioativos e
fornecem alternativas importantes aos agentes quimicos/sintéticos de controle de pragas
atualmente usados. Todos o0s produtos naturais biossintetizados pelas plantas sdo agrupados em
metabdlitos primarios e secundarios. Os metabolitos primarios compreendem 0s compostos
necessarios para o desenvolvimento da planta, como &cidos nucléicos, proteinas, lipidios e
carboidratos. Os metabdlitos secundarios sdo os principais constituintes que participam do
mecanismo de defesa das plantas e podem ser classificados como compostos fendlicos (como
acidos fenolicos, ligninas, taninos, flavonoides, estilbenos, lignanos e cumarinas), terpenos
(como carotenoides, glicosideos cardiotdnicos, compostos volateis e esterdis) e compostos
contendo nitrogénio (como glucosinolatos e alcaloides) (Khursheed et al., 2022; Simdes et al.,
2017). Cada espécie de planta desenvolve metabdlitos secundarios especificos para se proteger
de pragas e outros interferentes ambientais, possuindo um fitocomplexo Unico. Por exemplo,
0leo de Neem (Azadirachta indica), muito usado como biopesticida, contém azadiractina como
principal ingrediente ativo (Sporleder; Lacey, 2013). As piretrinas, sdo inseticidas naturais,
encontradas nas flores de crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium) (BRASIL, 2020).

Os efeitos pesticidas de produtos botanicos podem ser tanto pelo sinergismos das
moléculas presentes em extratos brutos, quanto na forma de moléculas ativas (Dinesh et al.,
2014). Os alcaloides, por exemplo, sdo compostos nitrogenados encontrados
predominantemente nas angiospermas. Na sua grande maioria, possuem carater alcalino, grande
diversidade estrutural e presenca de grupamentos ciclicos, representando cerca de 20% das
substancias naturais descritas. Tem sido relatado que muitas plantas que produzem alcaloides
sdo evitadas por animais ou insetos em sua dieta, isto certamente devido a sua toxicidade ou ao
fato de a maioria dos alcaloides ter gosto amargo (Simdes et al., 2017). Nos Gltimos anos, 0s
pesquisadores descobriram que os alcaloides também desempenham um papel importante nos
processos agricolas e suas atividades refletem principalmente a atividades fungicidas,
inseticidas, antivirais, acaricidas e herbicidas (Wu et al., 2021). O alcaloide securinina [10]
isoldado de Phyllanthus amarus, foi avaliado contra a germinacédo de esporos de alguns fungos
fitopatogénicos. Alternaria brassicicola, Curvularia luneta, Curvularia
pallenscens e Helminthosporium spiciferum foram altamente sensiveis, e ocorreu a inibi¢do

completa da germinagéo de esporos em concentra¢des muito baixas (Singh et al., 2008).
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A berberina [11], um alcaloide benzilisoquinolinico encontrado principalmente em
plantas como Berberis, Coscinium e Coptis, mostrou atividade antifingica notavel in vitro
contra patdgenos de arroz, incluindo Bipolaris oryzae, Curvularia lunata, Pyricularia oryzae e
Rhizoctonia solani. A berberina na concentracdo de 5 mg/mL mostrou supresséo efetiva da
doenca da mancha marrom no arroz quando aplicada antes da inoculacdo do patégeno. Também
apresentou maior atividade fungicida na supressdo da mancha-parda em plantas com 30 e 60
dias de idade do que o difenoconazol e 0 mancozebe quando aplicados ap6s a inoculagdo do
patdégeno. Além disso, a berberina na concentracdo de 10 mg/mL reduziu significativamente a
porcentagem de severidade da brusone do arroz em 49,81%, o que foi semelhante & acdo do
difenoconazol e mancozeb quando aplicados duas vezes em condi¢fes de campo. Esses
resultados indicaram que a berberina é um composto bioativo promissor que pode ser
desenvolvido como um composto principal em um novo fungicida para controlar a mancha
marrom e as doencas da brusone do arroz (Kokkrua et al., 2020). Na Figura 3, & mostrado as
estruturas dos alcaloides securinina e berberina. Outra planta onde foram identificados
alcaloides é a Allamanda cathartica. Esta planta tem-se mostrado promissora fonte de novas

moléculas de interesse (Prabhadevi et al., 2012).

Figura 3 - Estrutura quimicas dos alcaloides securinina e berberina.

[10] [11]

Fonte: Adaptado de KOKKRUA et al., 2019; SINGH et al., 2008.

2.2.2 Farmacos derivados de produtos naturais

Os produtos naturais representam uma fonte primordial de novos medicamentos.
Numerosos produtos naturais derivados de plantas demonstraram potentes propriedades
antitumorais, atraindo assim um interesse consideravel no seu potencial como medicamentos
antitumorais (Hui et al., 2024). Cerca de 25 % dos medicamentos anticancer registrados no
periodo de 1981 a 2019 sdo de origem natural, origem natural botanica ou derivado de um

produto natural. Mais especificadamente, 17% sdo de origem botanica (Newman; Cragg, 2020).
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Existem na literatura uma variedade de compostos bioativos promissores com
potencial para serem usados como novos medicamentos ou servirem como pistas para a
descoberta e desenvolvimento de novos agentes farmacoldgicos. Por exemplo, para Leucemia
Mieloide Aguda, existem muitos compostos promissores, pertencendo na sua maioria a classes
como polifendis (principalmente flavonoides), alcaldides, compostos organossulfurados e
terpendides (Egbuna et al., 2023). A curina, um alcaléide natural isolado de Chondrodendron
platyphyllum, causou efeito citotoxico em células K562 ap6s 48 h de exposigdo, com um 1Csp
de 3,8 uM. Para o cancer de mana, 0 extrato etandlico bruto de Houttuynia cordata Thunb,
reduziu a viabilidade celular de células MCF-7 e MDA-MB-231 em concentracfes menores
que 200 pg/mL. No entanto, ndo houve efeitos prejudiciais nas células NIH3T3 (saudaveis),
em concentracOes superiores a 200 pg/mL (Inthi et al., 2023), mostrando que o extrato foi
seletivo para células tumorais.

A icaritina, composto natural derivado de plantas medicinais da familia Epimedium,
foi testada contra células de cancer de colo do utero, HelLa e SiHa. As taxas de proliferacdo das
células foram significativamente suprimidas e ap0s 48 h de tratamento, os valores de 1Cso para
células HelLa e SiHa foram de 12,5 e 17 uM, respectivamente, enquanto em fibroblastos ndo
cancerosos CCD-1095Sk e em células epiteliais H293, a viabilidade celular ndo foi alterada.
Estes resultados indicaram que a icaritina foi seletivamente mais toxica para as células
cancerigenas (Chen et al., 2019).

Para diminuir a taxa de mortalidade nos casos de cancer, até o momento, existem
varias intervengdes terapéuticas, incluindo cirurgia, quimioterapia, terapia hormonal e
radioterapia. No entanto, a resisténcia terapéutica, a recorréncia e a falta de tratamento para
casos de metastases sdo os principais desafios que que ainda precisam ser enfrentados (Siddiqui
et al.,, 2015). Os resultados promissores encontrados na literatura, de produtos naturais,
mostram que estes ainda se mostram uma alternativa promissora para o descobrimento de novos

farmacos para suprir estas necessidades.

2.2.3 Allamanda cathartica

A familia Apocynaceae, comumente conhecida como familia oleandro, contém
cerca de 200 géneros e 2.000 espécies, sendo mais comumente encontradas em regides tropicais
e subtropicais e possuem grande valor ornamental. Essas plantas também sdo bem conhecidas
pelos alcaloides que contém, muitos dos quais sdo venenosos (Joselin et al., 2012).

Allamanda cathartica L. € um arbusto nativo brasileiro, pertencente a familia
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Apocynaceae, que ocorre em todas as regides do Brasil. Na Figura 4 é apresentada a planta em
época de floracdo. Em diferentes regibes brasileiras, pode ser conhecida popularmente como
dedal-de-princesa, dedal-de-rainha e margarida (BRASIL, 2023). Este género recebeu 0 nome
do boténico suico do século XVIII, Dr. Frederic Allamand, que enviou suas sementes a
Linnaeus. A palavra “cathartica” significa purgativo (Prabhadevi et al., 2012).

No Brasil, a espécie ndo consta na composicdo dos produtos tradicionais
fitoterapicos (BRASIL, 2014), entretanto o seu uso tradicional é alegado em alguns locais.
Tradicionalmente, A. cathartica é utilizada no tratamento da malaria por povos indigenas na
Nigéria (Dike; Obembe; Adebiyi, 2012). Partes aéreas da planta, preparada por maceragao por
curandeiros e pessoas conhecedoras de plantas, também sdo usadas na regido de
Antioquia/Colémbia contra picada de cobra por via oral (Vasquez et al., 2013), e também na
forma de banho (Otero et al., 2000). Na ilha de Rodrigues, no Oceano indico, as folhas da planta
sdo reportadas, na forma de infusdo, para o tratamento de febre por infecgdes (Samoisy;
Mahomoodally, 2016) e para ictericia neonatal (Samoisy; Mahomoodally, 2015). O uso do latex
é reportado por jovens na Guiana Francesa para irritacdes oculares (Tareau; Palisse; Odonne,
2017). No Brasil, o uso tradicional de A. cathartica é relatado no livro Formulary and Medical
Guide de Pedro Luiz Napoledo Chernoviz, como catartico, ja em 1920 (Ricardo et al., 2017).

Alguns autores evidenciam que a planta pode causar toxicidade, principalmente
devido a plumericina, que esta presente em toda a planta. A toxina € um irritante gastrointestinal
leve e pode causar célicas abdominais e diarreia. Também é relatado conjuntivite, irritacdo dos
labios, lingua e boca, vomitos e dermatite (Anadon et al., 2018; Banasik; Stedeford, 2014; Barr,
2013).

Figura 4 - Allamanda cathartica.

& ST
Fonte: Autora, 2022.
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Estudos farmacologicos preliminares feitos com a planta ou compostos isolados
demonstram resultados interessantes. O extrato aquoso das folhas de A. cathartica por via
topica, promoveu atividade cicatrizante significativa em modelo animal de feridas em ratos
Sprague Dawley, assim como alta taxa de contracdo da ferida, diminuicdo do periodo de
epitelizacdo e alta resisténcia a ruptura da pele, além da presenca de menor namero de células
inflamatorias e maior formacéo de coldgeno do que no grupo controle (Nayak et al., 2006). O
plumerideo, extraido das folhas da planta, exibiu fungitoxicidade absoluta no teste
antidermatofitico contra Epidermophyton floccosum e Microsporum gypseum, inibindo
completamente o crescimento, sendo designado como o principio antidermatofitico de A.
cathartica (Tiwari; Pandey; Dubey, 2002). A administracdo oral de plumerideo também foi
testada para efeitos contraceptivos e os resultados demostram que o compostos € capaz de
interromper a espermatogénese em ratos Wistar machos sem efeitos colaterais perceptiveis
(Gupta et al., 2004). O plumerideo e o extrato etanolico das flores da planta também ja
apresentam efeito tipo antidepressivo em Camundongos Swiss-webster fémeas e nao
apresentaram sinais de toxicidade aguda em ratos Wistar fémeas (Bonomini et al., 2017).

Alguns autores também realizaram testes pesticidas preliminares com Allamanda
cathartica, demostrando resultados atrativos. Mone e colaboradores, testaram extratos das
folhas da planta extraidos por Soxhlet com diversos solventes para os fungos fitopatogénicos
Phomopsis vexans, Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e
Sclerotium rolfsii. Os extratos obtidos por metanol, etanol absoluto e acetato de etila inibiram
completamente o crescimento de todos os fungos, enquanto o extrato obtido com etanol 50 %
(2:1 v/v) inibiu entre 74-86 % o crescimento dos fungos (Mone et al., 2014).

O extrato aquoso das folhas de A. cathartica também foram avaliados quanto a sua
atividade adulticida e ovicida no acaro vermelho (Oligonychus coffeae), que se alimenta de
café, uva, caju, manga e muitas outras plantas tropicais, além de muitos tipos de chas. O extrato,
na concentracdo de 5 % causou morte de todos os individuos adultos ap6s 96 h de exposicao e
na concentracdo de 2,5 % impediu a eclosdo de 100 % dos ovos (Radhakrishnan; Prabhakaran,
2014). Em Tribolium castaneum fase larval, a fracdo de éter de petroleo do extrato metandlico
das folhas apresentou valores de LDso (dose capaz de matar 50 % dos individuos) em 24, 48 e
72 h respectivamente de 684 pg/cm?, 319 pg/cm?, 225 pg/cm?® (Mannan et al., 2017).

O po das sementes de A. cathartica e infusbes a frio feitas com este po, foram
usados para testar sua atividade moluscicida em Bradybaena similares. A exposi¢do do p6 das
sementes e da infusdo mostrou efeito letal nos moluscos apos 48 h de exposi¢do, nimero maior

ao observado comparado ao grupo com menor tempo de exposi¢do. Também foram observados
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alterac6es no metabolismo dos moluscos com o uso do pd das sementes (Lustrino et al., 2008).
O extrato aquoso das folhas de A. cathartica nesta mesma espécie ndo foi letal para os
individuos adultos em até 48 h, mas se mostrou como um irritante (Nascimento et al., 2006).

Nur et al., realizaram uma triagem para atividade antifingica de extratos brutos do
caule de A. cathartica contra Pyricularia oryzae, um agente causador da brusone do arroz. Os
extratos foram produzidos com solventes em polaridade crescente, hexano, cloroférmio e
metanol. Entre os extratos brutos avaliados, o extrato obtido por cloroférmio apresentou a maior
porcentagem de inibicdo (60 %), seguido por metanol (57,5 %) e hexano (22 %). A atividade
antifungica aumentou a medida que a concentracdo do extrato aumentou de 1.000 para 10.000
ppm. Esses resultados demonstram que a maior inibicdo ocorreu pelos compostos polares
intermediéarios, extraidos com o cloroférmio (Nur et al., 2019).

Extratos de A. cathartica e suas aplicacdes na preparacdo de pesticidas também ja
foram patenteados em 2009, mostrando o potencial da planta. Na patente chinesa, 0s extratos
foram obtidos a partir de toda a planta triturada e extraida com &lcool metilico, acetona ou
acetato de hexila, separadamente. A extragéo € realizada em ultrassom, de 30-40 min a 30-50
°C por duas a trés horas. Posteriormente, os extratos foram secos e utilizados na preparacao de
um inseticida em creme, uma microemulsdo, um pé molhavel e um creme aquoso, utilizado
contra os insetos Brontispa longissima (besouro da folha do coco); Aleurodicus dispersus
Russell (mosca-branca espiralada) e Spodoptera litura Fabricius (Bicho-da-folha do algodéo
asiatico) (CATAS, 2009).

Ha estudos também que demostram que os extratos de A. cathartica ndo sdo téo
interessantes para o controle de alguns patdgenos. O extrato aquoso das flores de A. cathartica
ndo apresentou atividade contra Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas marginalis,
patdgenos que causam podriddo e necrose em plantas, como a mostarda (Sarkar; Kalita, 2022).
O extrato metanolico/aquoso das folhas da planta, na concentragdo de 2 mg/mL inibiu o
crescimento micelial de Aspergillus flavus, produtor de aflatoxinas, em apenas 12 %, enquanto
outras espécies demostraram resultados de até 98 % de inibicdo, demostrando baixa atividade
em A. flavus (Shukla et al., 2012).

Em relacdo a composicao fitoquimica de A. cathartica, em uma triagem quimica de
extratos das flores de A. cathartica produzidas na India, foi possivel identificar diferentes
constituintes extraidos com solventes de polaridades diferentes. No extrato aquoso, 0s testes se
mostraram positivos para a presenca de compostos fendlicos, flavonoides, saponinas,
esteroides, cumarinas, quinonas e carboidratos. No extrato de éter de petroleo, os testes foram

positivos para glicosideos, terpenoides e esteroides. No extrato cloroférmico, identificou-se a
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presenca de gicosideos, cumarinas, fitoesterdis e carboidratos. O extrato produzido com
acetona, mostrou-se positivo para compostos fendlicos, flavonoides, terpenoides, esteroides,
cumarinas, proteinas e carboidratos. O extrato etandlico foi o que apresentou melhores
resultados, com identificacdo de oito constituintes, sendo eles flavonoides, saponinas,
glicosideos, esteroides, cumarinas, quinonas, proteinas e carboidratos (Joselin et al., 2012). Nas
folhas da planta, colhidas na regido de Bangladesh no més de maio, também foram identificados
diferentes compostos extraidos com solventes com polaridades diferentes. Na fracdo de éter de
petréleo e metandlica, os testes apontaram a presenca de alcaloides, esteroides e saponinas. Na
fracdo cloroférmica, estdo presentes alcaloides, glicosideos, taninos e esteroides. Na fracdo de
acetato de etila, foram encontrados alcaloides, glicosideos, taninos, saponinas e esteroides,
sendo o melhor solvente dentre os testados (Mannan et al., 2017).

Prabhadevi e colaboradores, analisaram os extratos etanolicos das folhas e galhos
de A. cathartica colhidos na India, por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas (CG-MS). As analises de GC-MS determinaram a presenca de 28 compostos
fitoquimicos diferentes no extrato etandlico das folhas de A. cathartica. Os principais
fitoconstituintes foram acido 9,12,15-octadecatrienoico (Z,Z,Z) [12] (16,39 %) (&cido
linoleico), acido n-hexadecandico [13] (14,08 %) (&cido palmitico), 3-O-metil-d-glicose [14]
(11,03%) (acucar) e ester etilico do acido 9,12,15-octadecatrienoico (Z,Z,Z) [15] (10,58 %)
(éster). Também foram encontrados nas folhas alcoois, flavonoides, compostos aromaticos,
terpenos, entre outros. O extrato etandlico dos galhos de A. cathartica apresentou 26 diferentes
compostos bioativos. Os principais sdo 3-O-metil-D-glicose [14] (29,86 %) (acucar), 2-
furancarboxaldeido 5-(hidroximetil) [16] (14,87 %) (composto aromatico), 4acido n-
hexadecandico [13] (9,13 %) (&cido palmitico) e acido 9,12,15-octadecatrienoico (Z,Z,2) [12]
(7,34 %) (acido linoleico). Neste mesmo trabalho, os autores descrevem a presenca de dois
alcaloides nos galhos da planta, N N’-bis(benzoiloxi)heptanodiamida [17] e 6,7-
dimetiltieno(2,3-b)quinolin-3-ilamina [18], compostos de interesse desta pesquisa (Prabhadevi
et al., 2012). Na Figura 5, estdo as estruturas dos constituintes majoritarios das folhas e galhos

de Allamanda e os alcaloides encontrados nos seus galhos.



Figura 5 - Constituintes majoritarios de folhas e galhos de A. cathartica e alcaloides
encontrados nos galhos de A. cathartica.
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Fonte: PRABHADEV!I et al., 2012.
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3 AVALIACAO DOS EXTRATOS DE Allamanda cathartica

3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Produgéo dos Extratos

Flores, folhas e galhos saudaveis de A. cathartica foram colhidos no més de
fevereiro de 2023, no horto florestal da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC),
Criciima/SC, Brasil. Um exemplar da espécie foi colhido e levado ao Herbéario Pe. Dr. Raulino
Reitz (CRI) para a identificagdo botanica e producdo da exsicata (Anexo A). A planta foi
identificada pela botéanica prof.2 Dr.2 Vanilde Citadini-Zanette e tombada com o nimero CRI
16035. Os exemplares coletados foram selecionados manualmente, separando-se folhas, flores
e galhos, lavados em agua corrente e secos por meio de estufa com circulacéo de ar a 47 °C por
3 dias. Os extratos da planta foram preparados na propor¢do 1:15 em etanol 70% por 7 dias,
com agitagdo ocasional, separadamente. Posteriormente, foram filtrados e evaporados sob
pressdo reduzida (803, Fisatom, Sdo Carlos, SP, Brasil) em temperatura abaixo de 50 °C. O
extrato bruto restante foi liofilizado (K 105, Qualicien, S&o Gongalo, RJ, Brasil) para remocéo

completa do solvente (Bonomini et al., 2017).

3.1.2 Doseamento de Metabolitos Secundarios por Espectroscopia UV/Vis

3.1.2.1 Determinacdo de Polifendis Totais

A determinacdo do teor de polifenois totais (PT) presentes nos extratos etandlicos
das flores, folhas e galhos de A. cathartica foi realizado pelo método de Folin—Ciocalteu com
modificacdes (Umdale et al., 2021). Os extratos etanolicos foram diluidos em etanol 70 % na
concentragdo de 1 mg/mL. Uma aliquota de 400 pL desta solucdo foi agitada com 2 mL do
reagente de Folin-Ciocalteu e 1,6 mL de Na>COs (7,5 %). As amostras foram colocadas em
local escuro e encubadas em temperatura ambiente por 60 min. A absorbancia das amostras foi
medida a 765 nm (V-M5, Bel Engineering, Piracicaba, SP, Brasil), utilizando-se como “branco”
etanol 70 % e todos 0s reagentes, exceto o extrato. A curva padrdo foi construida utilizando-se
acido galico como substancia de referéncia nas concentragdes de 0,02 a 0,5 pg/mL, diluidos em
etanol 70 %. O teor de PT foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra

a curva de calibragdo construida com padrdes de acido géalico (R?> 0,99) e expressos como



57

miligramas EAG (equivalentes de acido galico) por grama de extrato seco liofilizado (mg
EAG/g £ desvio padréo).

3.1.2.2 Determinagdo de Flavonoides Totais

A determinacdo do teor de flavonoides totais (FT) foi realizada pelo método
colorimétrico de cloreto de aluminio, com adaptaces (Chang et al., 2002). Amostras de cada
extrato foram preparadas na concentracdo de 5 mg/mL em etanol 70 %. Quinhentos uL dos
extratos foram aficionados a 100 pL de cloreto de aluminio 10 % e agitados. Ap6s 5 min, 100
pL de acetado de potassio 1 M e 2,8 mL de dgua foram adicionados e agitados. As amostras
foram colocadas em local escuro e apds 15 min, as absorbancias foram medidas em 415 nm (V-
M5, Bel Engineering, Piracicaba, SP, Brasil), utilizando-se como “branco”, etanol e agua. A
curva padrdo foi construida utilizando-se quercetina como substancia de referéncia nas
concentragdes de 3,1 a 200 ug/mL, diluida em etanol 70 %. O teor de FT foi determinado por
interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibrago (R?> 0,99) construida
com padrées de quercetina e expressos como miligramas EQU (equivalentes de quercetina) por

grama de extrato seco liofilizado (mg EQU/g + desvio padrao).

3.1.2.3 Determinacédo de Taninos Totais

A determinacdo do teor de taninos totais (TT) presentes nos extratos etanolicos das
flores, folhas e galhos de A. cathartica foi realizado pelo método de Folin—Ciocalteu com
modificacdes (Corréa et al., 2023). Os extratos foram diluidos com etanol 70 % na contracao
de 0,5 mg/mL. Uma aliquota de 1 mL dessa solucéo foi retirada e adicionada a 1 mL do reagente
de Folin-Dennis. A solucédo foi agitada mecanicamente e deixada em repouso por 3 min. Em
seguida, foram adicionados 1 mL de uma solucdo de Na>COs 8 % e a mistura foi deixada em
repouso por 2 h apos agitacao, protegida da luz. Apds esse tempo, a absorbancia foi medida a
725 nm (V-M5, Bel Engineering, Piracicaba, SP, Brasil). A curva padrdo foi construida
utilizando-se acido tanico como substancia de referéncia nas concentracdes de 31,25 a 2000
pg/mL. O teor de TT foi determinado por interpolagdo da absorbancia das amostras contra a
curva de calibragdo construida com padrdes de acido tanico (R?> 0,99) e expressos como
miligramas EAT (equivalentes de acido tanico) por grama de extrato seco liofilizado (mg

EAT/g + desvio padrdo).
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3.1.2.4 Determinacdo de Alcaloides Totais

A determinacdo do teor de alcaloides totais (AT) presentes nas flores, folhas e
galhos de A. cathartica foi determinada pelo método colorimétrico de verde de bromocresol
com adaptagdes (Cabral, 2021; Shamsa et al., 2008). Os extratos foram diluidos em agua
destilada na concentragdo de 10 mg/mL. Trés mL dos extratos foram adicionados a 5 mL de
tampdo fosfato pH 4,7 (17,9 g de fosfato dissodico (Na;HPO4) em 250 mL de agua + 11,490
de &cido citrico monohidratado em 250 mL de agua destilada) e 5 mL de verde de bromocressol
(0,0689 g de verde de bromocresol + 3 mL de NaOH 2 M + 5 mL de agua destilada. Diluir a
solugdo 2:250 v/v) e agitados. A mistura foi extraida com cloroférmio (2 x 5 mL) e avolumada
para 10 mL. Em seguida, a mistura foi lida a 417 nm (V-M5, Bel Engineering, Piracicaba, SP,
Brasil), contra um branco, preparado da mesma maneira, sem 0s extratos. A curva padrao foi
construida utilizando-se nicotina como substancia de referéncia nas concentracfes de 20-120
ug (aliquotas de 200 a 1200 uL. de uma solu¢do mae 100 pug/mL), preparados da mesma forma
como descrito anteriormente. O teor de AT foi determinado por interpolacdo da absorbancia
das amostras contra a curva de calibragio (R2> 0,99) construida com padrdes de nicotina e
expressos como miligramas ENIC (equivalentes de nicotina) por grama de extrato seco

liofilizado (mg ENIC/g £ desvio padréo).

3.1.2.5 Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. As médias de cada extrato foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %

de probabilidade, utilizando o software Statistica 7.0.

3.1.3 Caracterizacdo Fitoquimica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE/UV)

A analise dos compostos fitoquimicos (acido cafeico, acido p-cumarico, apigenina,
kaempferol, pinocebrina, quercetina 3-p-glicosideo e rutina) (Sigma-Aldrich, San Luis,
Missouri, USA), foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu
LC-20AT Prominence HPLC Liquid Chromatograph) acoplado a um detector UV-Vis. A
composicao da fase movel utilizada foi acido férmico 4 % em agua ultrapurificada Milli-Q (fase
A) e acetonitrila (fase B). O gradiente utilizado foi: 0—-3 min, 0 % B; 3-9 min, 3 % B; 9—24 min,
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12 % B; 24-30 min, 20 % B; 30-33 min, 20 % B; 33-43 min, 30 % B; 43-63 min, 50 % B; 63—
66 min, 50 % B; 6676 min, 60 % B; 76-81 min, 60 % B; 81-90 min, 0% B. O fluxo de
bombeamento da fase mdvel foi de 0,5 mL/min e o volume de injecdo de 5 puL (Smeriglio et
al., 2018). O sistema foi mantido a 25 °C e a detec¢do dos compostos foi realizada conforme
pico méaximo de absorcdo de cada padrdo, sendo 268 nm para rutina; 292 nm para &cido cafeico,
apigenina e pinocembrina; 330 nm para acido p-cumario e 370 nm para kaempferol e
quercetina. A coluna utilizada foi a Luna Omega PS CI8® (25 cm x 4.6 mm 5 pm;
Phenomenex®, USA). A curva-padrdo foi construida a partir de diferentes concentragdes dos
padrdes entre 20 e 240 ug/mL solubilizados em metanol ou acetonitrila. O limite de detecgéo
(LOD) e de quantificagdo (LOQ) foi determinado pelo ruido (Noise (ASTM)/ Calculate on
processing time of each compound). Os extratos foram avaliados em triplicata na concentracéo
de 20 mg/mL. A concentracdo de cada composto nas amostras foi calculada pela equagéo de
regressdo correspondente e os resultados transferidos para o programa Microsoft Excel 2013.
Os resultados finais foram apresentados sob forma de média + desvio padréo, e expressos como
mg de composto presentes em um grama de extrato seco liofilizado. As médias de cada extrato
foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey ao nivel

de 5 % de probabilidade, utilizando o software Statistica 7.0.

3.1.4 Caracterizacgdo Fitoquimica por Cromatografia Gasosa acoplada (GC/MS)

As andlises dos extratos por GC/MS foram realizadas em um equipamento Agilent
GC (7890A, Agilent, Santa Clara, CA, EUA) acoplado a um detector MS (5975C MS, Agilent,
Santa Clara, CA, EUA). A coluna capilar (HP-5MS, Agilent, Santa Clara, CA, EUA) de silica
fundida (30 m de comprimento x 250 um de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme,
composta de 5 % de fenilmetilpolisiloxano) foi conectada a um detector quadrupolo operando
em modo ESI (Eletrospray) a 70 eV. Hélio foi adotado como gas carreador a uma vazao de 0,8
mL/min. O injetor e a interface (G6502B, Agilent, Santa Clara, CA, EUA) ambos com
temperatura de 240 °C, com uma razdo de split de 10:1. O volume de amostra injetado foi de 1
uL. O programa de temperatura do forno consistiu em manté-la em 80 °© C por 1 min, aumenta-
la em uma taxa de 10 °C/min até atingir 190 °C, em seguida reduzir a taxa de aquecimento para
5 °C/min até atingir 300 °C e manté-la por 15 min. A identificacdo dos compostos foi realizada
por comparacdo dos espectros de massa com uma biblioteca de dados espectrais NIST

(Standard Reference Data Series of the National Institute of Standard and Technology — Mass
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Spectral Library). Cada amostra foi analisada em seu solvente de extracdo (Tramontin et al.,
2019).

3.1.5 Avaliagdo da Capacidade Antioxidante Total

3.1.5.1 Atividade de eliminacao de radicais livres DPPH

A atividade antioxidante dos extratos das flores, folhas e galhos de A. cathartica foi
avaliada pela atividade eliminadora do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (Boroski et
al., 2015). Uma aliquota de 25 pL de extrato na concentracdo de 10 g/L foi misturada com 2
mL de DPPH 0,00091 mol/L em solucéo de EtOH 70 %. A mistura foi mantida em temperatura
ambiente (25 °C) por 30 min e sua absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (SpectraMax
Plus 384, Molecular Devices, California, USA) no comprimento de onda de 517 nm. A curva
padrdo foi construida utilizando-se Trolox como substancia antioxidante de referéncia nas
concentragcdes de 50-1500 pumol/L em 517 nm. A capacidade antioxidante total (TAC) foi
determinada por interpolacdo da absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo
construida com padrdes de Trolox (R?> 0,99) e expressos como pmol equivalentes de Trolox

por grama de extrato seco liofilizado (umol ET/g £ desvio padrdo).
3.1.5.2 Meétodo de captura do radical livre ABTS*

A atividade antioxidante dos extratos das flores, folhas e galhos de A. cathartica foi
avaliada pela inibicdo do radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico (ABTS)
(Kuskoski et al., 2005). Preparou-se uma solucdo aquosa estoque de 7 uM de ABTS e
adicionou-se a 5 mL desta solucdo estoque, 88 uL de solugdo aquosa de persulfato de potassio
(140 pM), formando o radical ABTS". Esta solucdo foi armazenada ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente (25 °C). Apo6s 16 h, uma aliquota do radical foi diluida em EtOH até
obter 0,70 + 0,05 de absorbancia a 734 nm (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices,
California, USA).

A curva padrao foi construida com Trolox nas concentragdes de 0 a 2000 pM (R?>
0,99). Trinta pL de cada diluicdo foi adicionada a 3 mL do radical ABTS™. Ap6s 6 min em
ambiente escuro, as amostras foram lidas a 734 nm em espectrofotdmetro (SpectraMax Plus
384, Molecular Devices, Califérnia, USA). A partir da equacdo da reta produzida, calculou-se

a absorbancia correspondente a 1000 UM (Y1000= -a1000 + b).
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Uma curva de atividade antioxidantes dos extratos também foi preparada nas
concentragdes de 200 — 1000 pg/mL (R?> 0,99). Trinta uL de cada diluicéo foi adicionada a 3
mL do radical ABTS". Apds 6 min em ambiente escuro, as amostras foram lidas a 734 nm em
espectrofotobmetro (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, California, USA). As
concentragdes e absorbancias foram utilizadas para obter-se a equacao da reta. Para calcular a
atividade antioxidante, substitui-se na equacgdo da reta a absorbéncia equivalente a 1000 uM da
curva padréo, obtendo-se o valor da diluicdo dos extratos em mg/L equivalentes a 1000 uM de
Trolox. O resultado foi dividido por 1000 para obter-se o valor em gramas. O resultado final
foi calculado pela divisdo do 1000 uM pelo valor em g/L para encontrar o valor final expresso

em puM equivalente de Trolox por grama de extrato seco liofilizado (UM ET/g + desvio padréo).

3.1.5.3 Andlise estatistica

Todas as anélises foram realizadas em triplicata. As médias de cada extrato foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %

de probabilidade, utilizando o software Statistica 7.0.

3.1.6 Avaliacdo da Atividade Citotoxica
3.1.6.1 Cultura de células

As células utilizadas neste trabalho foram: HelLa (adenocarcinoma cervical
humano), SiHa (adenocarcinoma cervical humano — HPV-16), MCF-7 (Carcinoma de mama),
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC - Rockville, MD, EUA) e linhagens
celulares Vero (célula renal de macaco verde africano) e K-562 (leucemia mieloide cronica),
obtidas no Banco de Celulares do Rio de Janeiro. As linhagens celulares foram mantidas em
meio de cultura suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY,
EUA), a 37 °C e em atmosfera umidificada (5 % CO>). As linhagens celulares de SiHa e HelLa
foram cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium — Sigma-Aldrich, St Louis,
EUA) de baixa glicose, linhagem celular K-562 e MCF-7 em RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St
Louis, EUA) e células Vero em DMEM de alto teor de glicose (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA).
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3.1.6.2 Determinacédo da Viabilidade Celular

O efeito citotoxico dos extratos nas linhagens celulares (MCF-7, HelLa, SiHa e
Vero) foi realizado utilizando o ensaio MTT. Cada linha celular foi semeada em placas de 96
pocos (5 x 103 células por poco) e incubadas a 37 °C e 5 % de CO,. Apds atingir a
semiconfluéncia, as células foram tratadas com as concentraces dos extratos variando de 0,1
a 200 pg/mL e as células Vero de 0,1 a 1000 pg/mL. Apds 48 h, 0 meio contendo o tratamento
foi retirado e as células foram incubadas com solugdo de MTT (0,5 mg/mL) por 3 ha 37 °C, na
auséncia de luz. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em DMSO e quantificados
por absorbancia em 570 e 630 nm, medidos em um espectrofotometro de placa (Spectramax
M2e, SoftMax Pro Software Interface 5.4.1, EUA). Curvas dose-resposta foram construidas e
os valores de ICso foram determinados pelo software Graphpad Prism (versdo 8.0) (Garcia et
al., 2003).

3.1.6.3 Contagem de células

A linhagem celular K-562 foi semeada em microplaca de 96 pocos (8 x 103/poco)
e incubada a 37 °C em CO2 a 5 % durante 24 h. Posteriormente, as células foram tratadas com
extratos de 0,1 a 200 ug/mL por mais 48 h. A contagem celular foi realizada em um citdmetro
FACSVerse equipado com laser azul de 488 nm e sensor de fluxo (BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA). Curvas dose-resposta foram construidas e os valores de 1Cso foram determinados

pelo software Graphpad Prism (versdo 8.0) (Yurttas et al., 2022).

3.1.6.4 Analise do indice de Seletividade

Células Vero foram tratadas para avaliar o indice de seletividade (IS), a fim de
avaliar o qudo seletivo o composto é para matar/danificar células cancerigenas em vez de
células normais. O grau de seletividade dos extratos foram expresso para cada linhagem celular

tumoral, conforme equacéo 1S = CCso/ICso (Quispe et al., 2006).
3.1.6.5 Analise estatistica
As médias de cada extrato foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade utilizando o software
Statistica 7.0.
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3.1.7 Ensaio de Toxidade Aguda para Microcrustaceo de Agua Doce (Daphnia magna)

(Ecotoxicidade).

O teste de toxicidade aguda foi realizado de acordo com a norma ABNT NBR
12713 (2016), expondo neonatos de Daphnia magna as substancias teste por um intervalo de
tempo (48 h). Os testes foram realizados em duplicata, com 10 espécies em cada recipiente,
expondo 20 organismos de teste por diluicdo a temperatura de 18-22 °C, sem alimenta¢&o, no
escuro e sem mudanca de meio. Organismos recém-nascidos (2-26 h) foram expostos a
diferentes concentragdes dos extratos (500, 1000 e 1500 mg/L) por 48 h. Como controle
negativo foi utilizado apenas o meio. Apo6s o intervalo de 48 h, individuos de D. magna
imobilizados e/ou mortos foram contados para cada diluicdo. Os resultados foram expressos
como toxicos, quando houve diferenca significativa entre as amostras e controle, e ndo toxico

quando né@o houve diferenca significativa entre as amostras e controle (ABNT, 2016).

3.1.8 Avaliagdo da Atividade Antifungica in vitro

Os extratos foram avaliados quanto a capacidade de inibi¢cdo in vitro do
crescimento radial do micélio de dois isolados da espécie Botrytis cinerea, um (COAD 2800)
obtido a partir de plantas de Arachis hipogaea (amendoim) e outro (COAD 3389) de Acca
sellowiana (goiabeira-serrana) naturalmente infectadas. Os fungos foram cultivados em placas
de Petri utilizando meio de cultura &gar batata dextrose (BDA). Discos de micélio (6 mm de
didmetro) foram retirados das margens de coldonias em crescimento ativo e transferidos
assepticamente para o centro de outras placas de Petri contendo 0 mesmo meio de cultura. A
seguir, 20 pL de solucdes de cada extrato a 10 mg/mL, preparadas em solucéo de acetona-agua
1:4 (v/v), foram depositados sobre o disco de micélio. As placas foram acondicionadas em
camara climatica a 25 °C sob fotoperiodo de 12 h. Solucdo de acetona-agua 1:4 (v/v) e o
fungicida comercial Captan SC (captana p.a. 48.0%; ADAMA®) foram utilizados como
controles negativo e positivo, respectivamente (Cimmino et al., 2018). Os experimentos foram
realizados em quatro repeticdes. Para cada repeticdo, o diametro de crescimento micelial foi
obtido como a média das medidas horizontal, vertical e diagonal do micélio. As médias de cada
tratamento foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e comparadas pelo teste de

Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade utilizando o software Statistica 7.0.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653521019354#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653521019354#bib5
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.2.1 Produgéo dos Extratos

Os extratos etandlicos liofilizados das flores, folhas e galhos de A. cathartica,
renderam respectivamente 36 %, 19 % e 14 %. Em outro estudo, realizado em condigdes
semelhantes de extracdo, o rendimento para o extrato etandlico liofilizado das folhas foi de 18
%, e das flores 25%, resultados semelhantes encontrados nesta pesquisa. A planta também foi

coletada na época de floragdo (verdo), no sul do Brasil (Parand) (Almeida, 2016).
3.2.2 Doseamento de Metabdlitos Secundarios por Espectroscopia UV/Vis

Realizou-se o doseamento de quatro classes de metabolitos secundarios: alcaloides,
flavonoides, polifenois e taninos totais, nos trés diferentes extratos de A. cathartica. Os
resultados encontrados estdo demonstrados na Tabela 5.

Em relacdo a concentracdo de alcaloides totais, as trés partes da planta diferiram
significativamente nos resultados, sendo que as folhas apresentaram maior concentracao,
seguido das flores e galhos. E interessante destacar que os unicos alcaloides ja identificados em
A. cathartica foram encontrados nos seus galhos (Prabhadevi et al., 2012), onde neste trabalho
encontrou-se a menor concentracdo de alcaloides totais, sendo possivel que em suas folhas e
flores ainda ha alcaloides que ndo foram identificados e elucidados, visto os resultados

encontrados e abundancia de alcaloides na familia Apocynaceae (Chan; Wong; Chan, 2016).

Tabela 5 - Doseamento de Metabdlitos secundarios por UV/Vis.

Classe fitoquimica Flores Folhas Galhos
Alcaloides totais b a c
o ENICTg o o) 3,352 £ 0,10 4,112 0,05 2,086 + 0,05
Flavonoides totais 14756+ 014>  29537+310°  5318+031°
(mg EQU/g + dp) R AR R
Polifenois totais 16149+ 058"  34839+£070° 13,635+ 0,40°
(mg EAG/g + dp) e RN R
Taninos totais 0.360 + 0,03 0,955 + 0,022 0,319 + 0,02°

(mg EAT/g + dp)

Fonte: Autora, 2023. ENIC: equivalentes de nicotina; EQU: equivalentes de quercetina; EAG: equivalentes de
cido gélico; EAT: equivalentes de acido tanico. dp: desvio padrdo. Médias seguidas das mesmas letras mindsculas
na mesma linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Das trés partes da planta utilizadas para preparagdo dos extratos, as folhas foram as
partes que apresentaram maior teor de flavonoides totais, sequido das flores e galhos, em
concentracdes estatisticamente diferentes. Corroborando com estes resultados, o doseamento
de polifendis totais também se mostrou maior nas folhas, seguidos das flores e galhos, e em
valores maiores que dos flavonoides totais, visto que o método de Folin-Ciocalteu utilizado
mede todas as hidroxilas fendlicas livres e, por isso, identifica todos os compostos fendlicos,
inclusive flavonoides e taninos (Simdes et al., 2017). Os taninos também estdo presentes na
espécie; no entanto, em concentragcdes menores, mas seguindo a mesma ordem de concentracdo
nas diferentes partes da planta, folhas, flores e galhos, contudo ndo havendo diferenca
significativa entre flores e galhos.

Uma vez que na literatura encontram-se trabalhos que analisaram estas classes
fitogquimicas em A. cathartica mas com metodologia e padrbes diferentes, os resultados
encontrados na literatura serdo discutidos apenas qualitativamente.

O trabalho de Rodrigues et al. (2020), avaliou os extratos hidroetanolicos das flores
de A. carhartica colhidas em diferentes regides de Santa Catarina. Por se tratar de locais
diferentes de coleta, houve varia¢do no conteudo de flavonoides totais entre 7,14 £ 0,19 a 17,83
+ 0,96 mg equivalentes de rutina por grama de extrato. Outro trabalho avaliou o contetdo de
polifenodis totais no extrato metandlico de diferentes partes da planta extraidas juntas. O
contetdo de polifendis obtido foi de 4,16 mg equivalentes de &cido galico por grama de mateéria
Umida (Hameed; Nawaz; Gulzar, 2014). O contedo de polifenois totais também foi avaliado
nas fracGes sollveis em &gua e sollveis em gordura de extratos das flores. Os resultados
encontrados foram de 3,51 + 0,09 e 0,65 = 0,02 mg equivalente de &cido galico por grama de

matéria fresca (Li et al., 2014).

3.2.3 Caracterizacdo Fitoquimica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE/UV)

Para a caracterizacdo fitoquimica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, foram
utilizados sete padrGes comerciais para identificacdo e quantificacdo na espécie A. cathartica.
Os dados referentes aos padrdes estdo demostrados na Tabela 6. Para todos os padrdes, a curva
padréo construida apresentou coeficientes de determinacéo (R? > 0,99) e limites de detecgdo e
quantificacdo satisfatorios.

Dos sete compostos analisados, de uma forma geral, os trés compostos com maior

concentracdo na espécie foram o Kaempferol, Quercetina 3-f-glicosideo e Rutina. O
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Kaempferol foi identificado e quantificado nas folhas e galhos, sendo que o galho possui uma
concentragdo significativamente maior que as folhas. O Kaempferol ndo foi identificado nas
flores. A quercetina 3-4-Glicosideo e a rutina foram identificadas nas trés partes da planta. A
maior concentracao de quercetina 3-5-Glicosideo foi encontrada nas flores, seguido das folhas
e galhos, em concentragdes significativamente diferentes. A rutina foi encontrada em maior
concentracdo nas folhas, seguido das flores e galhos, em concentracdes significativamente

diferentes.

Tabela 6 - Dados experimentais dos padrdes comerciais.

Tempo de LOD LOQ
Composto _ R2curva

retencdo (min) (ng/mL) (ng/mL)
Acido Cafeico 29,125 0,999 0,078 0,236
Acido p-Cumérico 38,218 0,999 0,0005 0,001
Apigenina 57,135 0,994 0,081 0,246
Kaempferol 57,302 0,999 0,031 0,092
Pinocebrina 62,298 0,999 0,172 0,521
Quercetina 3-p-Glicosideo 43,487 0,998 0,196 0,594
Rutina 42,593 0,997 0,167 0,505

Fonte: Autora, 2023.

O kaempferol nos galhos (Yamauchi; Mitsunaga; Batubara, 2011), a quercetina nas
flores (Sukumar, 2013) e a rutina nas flores (Bonomini et al., 2017; Rodrigues et al., 2020) ja
foram identificados na espécie anteriormente. A rutina, segundo composto em maior
concentracdo das flores, foi quantificada na fracdo de acetado de etila do extrato etandlico das
flores de A. cathartica por Bononimi et al. (2015), que encontram 103 mg de rutina/g de extrato
seco. Rodrigues et al., (2020) avaliaram a concentracdo de rutina em diferentes amostras de
flores de A. cathartica, coletadas em diferentes regides de Santa Catarina. Os autores
encontraram concentracdes entre 2,7 e 9,5 mg/g de extrato. Esses resultados foram semelhantes
ao encontrados nesse estudo, enquanto os resultados demostrados por Bonomini et al. (2017)
foram superiores.

Os &cidos hidroxicinamicos, acido cafeico e acido p-cumarico foram identificados
e quantificados em todas as partes da planta analisadas. Estes mesmos compostos ja foram
identificados no extrato etandlico das flores e folhas de A. cathartica (Coelho et al., 2016). Ja
nos galhos, até onde sabemos, ndo hé registro de identificacdo e quantificagdo de acido cafeico

e p-CUMArico na espécie.
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Em menor quantidade, foi identificado nas trés partes da planta os compostos
apigenina, sem diferenca de concentracdo nas diferentes partes, e pinocembrina, em menor
concentracdo nos galhos, comparado as flores e folhas. Para esses dois compostos também nao
ha registros na literatura da presenca na espécie. O mesmo vale para outros compostos. Aqui
relatamos pela primeira vez a presenca de e quercetina 3-B-glicosideo nas folhas e galhos;
kaempferol nas folhas; e rutina nas folhas e galhos de A. cathartica. Os resultados da
quantificagcdo destes compostos estdo demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Quantificacdo Fitoquimica por CLAE/UV dos extratos.

Compostos Classe

fitoquimicos fitoquimica Flores Folhas Galhos

Acido cafeico (mg/lg  Acido b
+ dp) hidroxicinamico 0,429 + 0,0042 0,411 +£0,001* 0,348 +0,0007
Acido p-cumérico Acido

(mg/g * dp) hidroxicinamico 0,148 + 0,001? 0,145 + 0,009 0,168 + 0,012
Qpp)‘ge”‘”a e 0,473+0,0012  0,471+0,007* 0,475 % 0,002?
dea)empfero' (MIGL Flayonol ND 2,661+ 0,157° 3,357 + 0,22
Coyemenne (M99 Eiavonona 0,054 +0,0001° 0,055+ 0,002* 0,050 + 0,0014"
Quercetina 3-4-

glicosideo (mg/g + Flavonol 9,548 + 0,53 8,630 + 0,06° 0,573 £ 0,008°
dp)

Rutina (mg/g + dp) Flavonol 4,327 £ 0,162 5,888 +0,13° 1,302 +0,04°

Fonte: Autora, 2023. ND: nédo detectado. dp: desvio padrdo. Médias seguidas das mesmas letras minusculas na
mesma linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

3.2.4 Caracterizacdo Fitoquimica por Cromatografia Gasosa acoplada a espectroscopia
de massas (GC/MS)

Analisou-se o perfil fitoquimico de cada extrato utilizando GC/MS para
determinacdo dos compostos extraidos juntamente com a porcentagem de area relativa ao
cromatograma total. Avaliou-se também o seu peso molecular e a classe a qual pertence cada
um dos compostos identificados.

Nas flores, a maioria dos compostos encontrados tratam-se de ésteres de acido
graxo ou ésteres etilicos de &cido graxo de cadeia longa e elevado peso molecular. Destes, 0

acido 9,12,15-octadecatriendico, éster etilico, (Z,Z,2)- foi o composto com maior area relativa
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em relacdo ao cromatograma total (4,66 %). Outro composto com maior area relativa

encontrada foi acetilcitrato de tributila (6,43 %), um composto organico oxigenado. N&o sdo

encontrados na literatura outros trabalhos que identificaram estes compostos nos extratos das

flores de A. cathartica por CG/MS, devido a escassez de trabalhos fitoquimicos realizados com

a espécie. Todos os compostos identificados por CG/MS nas flores estdo demostrados na Tabela

8.

Tabela 8 - Caracterizacdo Fitoquimica por CG/MS do extrato das Flores.

Composto/ Classe

Molécula

PM
(9/mol)

Flores

TR
(min)

Area
relativa
(%)

Acido hexadecanéico,
éster etilico

Ester de acido graxo

[19]

284,48

17,500

3,03

Ester etilico do acido
linoléico
Ester etilico de 4cido
graxo

[20]

308,50

20,076

1,39

Acido 9,12,15-
octadecatriendico,
éster etilico, (Z,2,2)-
Ester etilico de acido
graxo

— o~

[21]

306,48

20,189

4,66

Acido octadecanoico,
éster etilico

Ester etilico de &cido
graxo

[22]

312,53

20,528

0,91

Acetilcitrato de
tributila

Composto orgéanico
oxigenado

/\/\O

5

O
(0]
(0]
o/\/\

o
o=/

[23]

402,23

21,629

6,43

Fonte: Autora, 2023. PM: peso molecular. TR: tempo de retencao.

Nas folhas, encontrou-se um nUmero maior de compostos. A classe mais

representativa também foram os acidos graxos e os ésteres de acido graxo de cadeia longa.

Assim como nas flores, o acido 9,12,15-octadecatriendico, éster etilico, (Z,Z,Z)- foi o composto

com maior area relativa em relacdo ao cromatograma total (12,04 %). Outros compostos

também foram identificados nas folhas, sendo 0s mais representativos com maior area relativa
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o diterpeno fitol (11,93 %) e o composto O-glicosil, Etil.alfa-D-glucopiranosideo (7,86 %).

Todos os compostos encontrados nas folhas estdo demostrados na Tabela 9.

Tabela 9 - Caracterizacdo Fitoquimica por CG/MS do extrato das Folhas.

Folhas,
Composto/ Classe Molécula PM TR Area
(9/mol) (min) relativa
(%0)
Etil.alfa-D- HO 0.0~
glucopiranosideo ‘ ,
H:\Q‘ij [24] 208,21 12,716 7,86
Compostos O-glicosil OH
Oxirano, heptadecil- /\/\/\/\/\/\/\/\/AO
_ [25] 282,50 15,282 1,30
Epoxido
Acido n-hexadecandico o
o ey [26] 25642 17,024 1,30
Acido graxo
Acido hexadecandico,
- osteretilico A 1191 28448 17486 508
Ester de acido graxo
_ HO N [27] 296,53 19,313 11,93
Diterpeno
Acido 9,12,15-
octadecatriendico,
(2,2,2)- P
A _ _ T oH [28] 278,43 19,784 3,04
Acido linolénico/acido
graxo 6mega-3
poliinsaturado
Acido 9,12-
octadecadiendico, éster W
etilico A o™ [29] 308,50 20,062 2,81
Ester de acido graxo
Acido 9,12,15-
octadecatriendico, éster o
etilico, (Z,2,2)- — o™ [21] 306,48 20,179 12,04
Ester etilico de 4cido
graxo
Acido octadecandico, o
éster etilico /\/\/\/\/\/\/\/\)J\o/\ [22] 312,53 20,518 1,49

Ester etilico de acido
graxo

Fonte: Autora, 2023. PM: peso molecular. TR: tempo de retencao.
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Os extratos etandlicos das folhas de A. cathartica ja foram avaliadas anteriormente
por CG/MS. Dos nove compostos identificados neste estudo, sete ja foram relatados: acido
hexadecandico, éster etilico (3,4 %); acido 9,12,15-octadecatriendico, éster etilico, (Z,Z,2)-
(10,58 %); &cido octadecandico, éster etilico (1,65 %); acido n-hexadecandico (14,08 %); fitol
(5,66 %); acido 9,12,15-octadecatriendico, (Z,Z,2)- (16,39 %); &cido 9,12-octadecadiendico,
éster etilico (2,62 %) (Prabhadevi et al., 2012). As areas relativas encontradas por Prabhadevi
et al (2012), sdo similares a deste estudo para alguns compostos. Para 0s compostos &cido n-
hexadecandico e acido 9,12,15-octadecatrienoico, (Z,Z,Z), neste trabalho, encontrou-se uma
area relativa menor e para o fitol, uma area relativa maior. Essas diferencas ocorrem devido ao
ambiente onde a planta é cultivada e todos os processos relacionados as inter-relacdes do
individuo com o seu meio ambiente (Simdes et al., 2017). Enquanto neste trabalho a planta foi
coletada no Brasil, no trabalho de Prabhadevi et al, a planta foi coletada na india. Também
foram identificados dois novos compostos neste trabalho, Etil.alfa-D-glucopiranosideo, com
area relativa de 7,86 % e Oxirano, heptadecil- com 1,30 % de éarea relativa.

Nos galhos encontrou-se um niimero menor de compostos. Apenas trés moléculas
de classes diferentes, representadas na Tabela 10, foram identificadas por CG/MS nos extratos
etanolicos. O composto mais representativo foi Etil alfa-D-glucopiranosideo com area relativa
de 18,95 %. Também foram identificados o acido hexadecandico, éster etilico e a
Ciclododecina. Destes trés compostos, apenas 0 acido hexadecandico, éster etilico ja foi
relatado na literatura nos galhos de A. cathartica, com area relativa de 1,57 % (Prabhadevi et

al., 2012), préximo ao valor encontrado neste trabalho.

Tabela 10 - Caracterizacdo Fitoquimica por CG/MS do extrato dos Galhos.

PM Galhos
Composto/ Classe Molécula (g/mol) TR Area
g (min)  relativa (%)
Etil.alfa-D- HO 0 O _~
glucopiranosideo H(:Q,,,OH [24] 20821 12749 1895
Compostos O-glicosil OH
Acido hexadecandico,
éster etilico
. . , . T [19] 284,48 17,538 1,71
Ester etilico de acido A/\/\/WMO/\
graxo
Ciclododecina Q [30] 16429 20,207 3,84
Cicloalcino

Fonte: Autora, 2023. PM: peso molecular. TR: tempo de retencao.
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3.2.5 Avaliagdo da Capacidade Antioxidante Total

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelos métodos de eliminagéo dos
radicais (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), ABTS; e 2,2-difenil-1-(2,4,6 -
trinitrofenil) hidrazila, DPPH (Marecek et al., 2017). A maioria dos antioxidantes naturais
ocorre em misturas complexas. Os componentes da mistura podem reagir de forma diferente
com os radicais individuais e/ou influenciar-se sinergicamente ou antagonicamente. Para 0s
materiais vegetais, as propriedades antioxidantes sdo caracterizadas pela “Capacidade
Antioxidante Total” (TAC), que expressa a quantidade de radicais livres que podem ser
eliminados pelos antioxidantes presentes na amostra. A TAC é expressa como capacidade
antioxidante equivalentes de Trolox (derivado sintético da vitamina E) (Marecek et al., 2017).
Especificamente, o ensaio ABTS é baseado na geracdo de um radical ABTS* azul/verde que
pode ser reduzido por antioxidantes; enquanto o ensaio DPPH é baseado na reducdo do DPPH
roxo que recebe um atomo de hidrogénio e da origem a forma reduzida 1,1-difenil-2-picril
hidrazina, com perda da cor violeta (Chedea; Pop, 2019; Floegel et al., 2011). A TAC dos

extratos avaliados pelos dois métodos esta demonstrada na Tabela 11.

Tabela 11 — Capacidade antioxidante total dos diferentes extratos de A. cathartica.

Ensaio Antioxidante Flores Folhas Galhos

ABTS (uM ET/g £ dp) 170,282 + 1,52° 247,652 + 4,217 152,801 + 13,97°
DPPH (UM ET/g = dp) 114,917 + 3,01° 108,250 + 0,50° 47,917 + 3,01°

Fonte: Autora, 2023. ET: equivalentes de Trolox. dp: desvio padrdo. Médias seguidas das mesmas letras
minusculas na mesma linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Os resultados encontrados para os dois testes de capacidade antioxidante
divergiram significativamente entre os extratos. No ensaio ABTS, as folhas foram a parte da
planta que obtive maior capacidade antioxidante, seguida das flores, enquanto no ensaio DPPH
houve uma inversao dos resultados, com maior capacidade antioxidante das flores, seguido das
folhas. Isto pode ocorrer devido a multifuncionalidade dos antioxidantes naturais que podem
contar com varios mecanismos de acdo antioxidante diferentes (Li et al., 2014). No entanto,
estes resultados sdo condizentes, uma vez que os compostos fendlicos sdo considerados o
principal grupo de compostos responsaveis pelas propriedades antioxidantes (Marecek et al.,
2017), e ambos os extratos possuem elevado concentracdo de polifenois e flavonoides totais.

Os resultados obtidos em outros trabalhos serdo discutidos qualitativamente, uma

vez que a metodologia e os padrdes descritos pela literatura foram diferentes daquelas utilizadas
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no presente estudo. A soma da capacidade antioxidante pelo método ABTS" de extratos
lipofilicos das flores, extraidos com tetraidrofurano, e os hidrofilicos, extraidos com mistura
metanol/ &cido acético/agua de A. cathartica, foi de 8,80 + 0,47 umol equivalentes de Trolox
por grama de matéria fresca (Li et al., 2014). Quando os resultados sdo expressos em matéria
seca liofilizada, como neste trabalho, os resultados tentem a apresentar um valor maior. Durante
0 processo de liofilizacdo, dependendo das condicdes utilizadas, as paredes celulares da matriz
vegetal podem ser quebradas, facilitando o acesso do solvente aos compostos presentes. Outra
razdo, pode ser a perda de agua da matriz vegetal que concentra os compostos tornando-0s mais
disponiveis para extracdo pelo método (Tramontin, 2020). Outro trabalho que utilizou &cido
ascorbico como substancia antioxidante de referéncia no método ABTS™ e obteve a capacidade
antioxidante de 1,54 + 0,27 umol equivalentes de &cido ascorbico/g extrato seco das folhas e
2,46 £ 0,09 umol equivalentes de acido ascorbico/g extrato seco das flores de A. cathartica
(Hameed; Nawaz; Gulzar, 2014).

Dependendo da metodologia utilizada, a capacidade antioxidante avaliada pelo
método DPPH pode ser expressa como ICso, OU Seja, a concentracdo de extrato necessaria a
inibir 50% do radical DDPH. A fracéo de tetracloreto de carbono de um extrato metandlico
das folhas de A. cathartica apresentou ICso de 47,5 + 0,11 pg/mL, que foi correlacionada com
0 alto teor de contetdo fendlico do extrato, 59,31 + 0,47 mg EAG/g de extrato (Sarker et al.,
2014).

3.2.6 Ensaio de Toxidade Aguda para Microcrustaceo de Agua Doce (Daphnia magna)

(Ecotoxicidade)

Os testes de toxicidade com invertebrados aquéticos fornecem importante suporte
na determinacdo de impactos quimicos ao meio ambiente. O microcrustaceo de agua doce
Daphnia magna tem sido amplamente utilizado como indicador bioldgico em estudos e controle
da qualidade da agua e em testes de toxicidade na avaliacdo de efluentes (Laitano; Matias,
2006).

Os extratos de A. cathartica foram avaliados em Daphnia magna visando a analise
da possivel contaminacdo destes extratos até os efluentes. Os produtos utilizados como
pesticidas podem entrar no meio ambiente através de emissfes acidentais ou deliberadas
durante o uso ou descarte (Grillo et al., 2021). Ha preocupacdes sobre as implicacdes negativas
para a salde humana e para a saude ambiental, por exemplo, se os pesticidas voltarem a entrar

na cadeia alimentar em &gua contaminada ou alimentos (Knight et al., 2023).
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Os extratos foram testados em concentragcdo muito superiores a utilizadas em testes
pesticidas e biologicos/citotdxicos. Encontramos que, nas concentragcdes de 500, 1000 e 1500
mg/L os extratos das flores e folhas séo capazes de causar morte/imobilidade de 100% dos
animas. Ja nos galhos, a concentracdo de 500 mg/L, causou a morte/imobilidade de 40% dos
animais testes, enquanto as concentracfes de 1000 e 1500 mg/L, causou a morte/imobilidade
de 100% dos animais. Os galhos podem ter apresentado menor toxicidade em comparacao as
flores e folhas por apresentarem diferentes compostos fitoquimicos ou por apresentarem menor
concentracdo de compostos, como Vvistos na maioria dos testes fitoquimicos. Os resultados

encontrados no teste de ecotoxicidade estdo demostrados na Tabela 12.

Tabela 12 - Toxicidade aguda dos extratos em Daphnia magna.

Flores Folhas Galhos
Concentracao
(mg/L) I o o
Inibigao/ Toxicidade Inibicao/ Toxicidade Inibigaof Toxicidade

morte morte morte
500 100 % Toéxico 100 % Téxico 40 % Téxico
1000 100 % Toéxico 100 % Téxico 100 % Téxico
1500 100 % Toéxico 100 % Téxico 100 % Téxico

Fonte: Autora, 2023.

Um estudo quantificou a contaminacdo por pesticidas e seu impacto ecologico a
montante e a jusante de sete estacOes de tratamento de aguas residuais em areas rurais e
suburbanas na bacia hidrografica do rio Bode, na Alemanha. Trata-se de uma regido onde as
culturas mais importantes sao os cereais (trigo, cevada, centeio) e a colza, sendo e o potencial
de contaminacdo por pesticidas através da agricultura pelo escoamento superficial no campo,
classificado como risco baixo a médio. Mesmo com classificacdo de risco baixo a médio, no
total, foram quantificados 45 pesticidas (19 herbicidas, 14 fungicidas, sete inseticidas e cinco
metabolitos) em diversas misturas de até 26 compostos por amostra (Miinze et al., 2017).

Em amostras de agua potavel de pogos da planicie dos pampas (Argentina), foram
detectados com maior frequéncia, os agrotoxicos atrazina, metolacloro, imidacloprido,
hidroxiatrazina, imazetapir e 2,4-D, variando em concentracdes entre 1 a 14460 ng/L. No
periodo de coleta das amostras, 25 % do solo foi plantado com culturas de inverno, enquanto
pouco menos de 50 % foi destinado as culturas de verao, principalmente milho e soja (Aparicio;
Geronimo, 2024).
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A ocorréncia de pesticidas em &guas residuais ja foi relatada em muitos paises ao
redor do mundo em concentragdes de ng/L (ppt) (Knight et al., 2023), concentracdo 1 milhdo
de vezes menor do que testada neste trabalho, abrindo uma nova perspectiva para testes na
escala de nanogramas, com possivelmente menor risco de toxicidade para a espécie. No entanto,
a exposicdo humana a multiplos pesticidas € uma preocupacao cientifica crescente, uma vez
que os efeitos toxicoldgicos combinados de dois ou mais componentes de uma mistura de
pesticidas em doses baixas, podem ocorrer de forma independente ou com adi¢do ou interacéo
de efeitos. Em um futuro proximo, as regulamentacdes terdo de reconhecer os efeitos adversos
para a saude das interacBes entre pesticidas, para fornecer uma abordagem abrangente para
salvaguardar a satide humana (Aparicio; Geronimo, 2024; Hernandez et al., 2013).

N&o s6 como produtos biopesticidas, 0s extratos de plantas e moléculas naturais
tem servido como medicamentos, e a contaminagdo destes medicamentos em efluentes também
é de importante conhecimento, visto que 0s medicamentos excretados pelos pacientes, mesmo
apos tratamento em instalacdes de processamento de aguas, podem contaminar os rios (Toma
et al., 2014). A concentracdo destes produtos farmacéuticos em efluentes também séo
demostradas em pesquisas em concentraces que normalmente variam de dezenas a centenas
de ng/L (Muckovic et al., 2023). Ja foi encontrado a presenca de medicamentos e metabdlitos
de antineoplasicos nos de efluentes do Hospital do Cancer e nos afluentes e efluentes da estacédo
de tratamento de esgoto municipal em Barretos/SP, Brasil, na ordem de grandeza de ng/L (Klein
et al., 2021). Nos efluentes das seis maiores estacGes de tratamento de aguas residuais que
descarregam na Baia de S&o Francisco/Califérnia, foram detectados o antiepiléptico
carbamazepina, o anti-inflamatério diclofenaco e o betabloqueador metoprolol em todas as 12
amostras testadas. O betablogueador propranolol e o antibacteriano trimetoprima foram
detectados em 92 % e 67 % das amostras, respectivamente. As concentracdes medianas de
carbamazepina, diclofenaco e trimetoprima estiveram entre 170-255 ng/L, enquanto as
concentracdes medianas de propranolol e metoprolol foram mais baixas (47 ng/L) e mais altas
(715 ng/L), respectivamente (Vuckovic et al., 2023).

3.2.7 Avaliacdo da Atividade Antifangica in vitro

Foram testados dois isolados de Botrytis cinerea, COAD 3389 e COAD 2800. O
isolado COAD 3389 se mostrou resistente ao controle positivo (Captan), e os extratos
produziram efeito estatisticamente diferente do efeito produzido pelo controle negativo, mas a

porcentagem de inibi¢do foi muito pequena. O extrato de folha inibiu o crescimento micelial
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em 14,8 %, enquanto o extrato de galhos inibiu em apenas 5,2 %. O extrato de flores produziu
efeito estatisticamente igual ao do controle negativo (Grafico 2).

Contra o isolado COAD 2800, ndo houve efeito dos extratos. Este isolado foi muito
sensivel ao controle positivo (Captan) e o controle negativo (acetona: agua 1:4 v/v) também
produziu um efeito discreto quando comparado a aplicacdo de agua destilada, estatisticamente
igual ao dos tratamentos (Gréafico 3). Todos os extratos e o controle positivo foram testados a
10 mg/mL. Esta concentragdo é cerda de 10 vezes maior que a concentracdo do captan usada
para o tratamento de Botrytis cinerea (ADAMA, 2020).

Grafico 2 - Efeito dos extratos na inibicao do crescimento do didmetro do COAD3389, in vitro.
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Fonte: Autora, 2023. Médias seguidas das mesmas letras minasculas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.
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Gréfico 3 - Efeito dos extratos na inibi¢do do crescimento do diametro do COAD2800, in vitro.
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Fonte: Autora, 2023. Médias seguidas das mesmas letras mindsculas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.

Possivelmente, o sinergismo dos compostos presentes no extrato ndo foi capaz de

atuar em nenhuma via de controle de B. cinerea, como as discutidas a seguir. Outra
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possibilidade € de o fungo j& apresentar resisténcia aos compostos majoritarios dos extratos,
pois se trata de um fungo que se apresenta resistente a muitos tratamentos, visto que sofre
variacdes genéticas frequentes (Chen et al., 2023).

Os inibidores da biossintese de ergosterol sdo amplamente registrados para
controlar o mofo cinzento causado por B. cinerea em varias plantas. Os esterdis sdo
constituintes cruciais das membranas celulares eucariéticas, contribuindo para a manutencdo
da fluidez da membrana e da estabilidade da bicamada fosfolipidica. Os inibidores da
biossintese de ergosterol tém como alvo a 14-a-desmetilase, uma enzima indispensavel para
sua biossintese. Estes inibidores comprometem a biossintese do ergosterol na membrana
citoplasmatica e levam ao acumulo de 14-a-metilesterdis. Esses metilesterdis podem
desagregar o arranjo compacto das cadeias acil dos fosfolipideos, comprometendo as funcdes
de determinados sistemas enzimaticos ligados a membrana, inibindo, assim, o crescimento dos
fungos. Os inibidores da biossintese de ergosterol incluem principalmente triazéis, imidazais,
pirimidinas, piridinas e piperazinas (Brunton; Chabner; Knollmann, 2012; Mao et al., 2024).

A Dbiossintese do ergosterol também pode ser interrompida, pela inibicdo da
esqualeno-2,3-epoxidase (ex. naftifina e terbinafina). Ha também outros farmacos que atuam
de diferentes maneiras na membrana de ergosterol. Anfotericina B e outros polienos, como a
nistatina, ligam-se ao ergosterol nas membranas celulares fangicas formando poros ou canais e
aumentam a permeabilidade da membrana permitindo o extravasamento de uma variedade de
pequenas moléculas (Brunton; Chabner; Knollmann, 2012).

Um composto de origem alimentar, ginsenosideo (presente em Ginseng) também
inibiu acentuadamente a bioatividade do esterol 14-a-desmetilase (CYP51) em B.
cinerea (ICso = 14,45 uM), aumentando assim a permeabilidade da membrana, que levou a
morte de B. cinerea (Niu et al., 2023).

O acido clorogénico também demostrou atividade antifingica contra Botrytis
cinerea (concentragbes > 2 g/L), por meio de outros mecanismos. O &cido clorogénico induziu
0 estresse no reticulo endoplasmatico (RE) em hifas de B. cinerea resultando em um efluxo de
calcio (Ca?*) do RE para o citoplasma e depois para as mitocondrias. A sobrecarga de Ca?* nas
mitocondrias desencadeou a cascata de Ca®*- calmodulina - calcineurina, resultando em uma
explosdo de superoxido nas mitocondrias. Também foi observado uma diminuicdo no contetdo
de ATP e da viabilidade celular em B. cinerea (Zhang et al., 2023).

Compostos quelantes, como 0 EDTA, também exibem atividade antifiingica contra
B. cinerea (> 200 mg/L), por meio da quelacdo de ions metélicos (Yang et al., 2023), sendo

mais um dos mecanismos envolvidos na atividade antifingica da espécie.
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3.2.8 Avaliagédo da Atividade Citotoxica

Os extratos de A. cathartica também foram avaliados em relagdo as suas
propriedades citotdxicas, tanto em células tumorais, quanto em células saudaveis, a nivel de
segurancga de uso. As concentracdes necessaria para causar mortalidade em 50 % (ICso) das
células nas diferentes linhagens celulares testadas estdo descritas na Tabela 13.

Tabela 13 - Atividade citotdxica dos extratos em diferentes linhagens celulares.

Extratos
Flores Folhas Galhos
LLZTj‘.iim 1Cs0 (ng/mL) IS ICso (ng/mL) IS ICs0 (ng/mL) IS

K-562 64.37 +1.78° 13,12 575+1.25° 150.48 192,20 + 3.17°¢ 2.65

MCF-7 16590 + 1,542 509 8573 +4.78" 10,09 172,80 + 3.03° 2.95

HelLa 70.05+1.92° 1194 2578+1.64°  33.56 >200 -
SiHa 73.65+2.88% 1146 27,25+2.74> 31,75 >200 -
Vero 844.70 + 6.50° - 865.30 + 4.52° - 510.90 + 5.17¢ -

Fonte: Autora, 2023. 1S: indice de seletividade. IS na cor vermelha indicam bons resultados. ICsy: Concentracéo
necessaria para causar a morte de 50% das células. Médias seguidas das mesmas letras mintsculas na mesma linha,
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Para os extratos das flores, o melhor resultado foi visto para a linhagem celular K-
562, seguido da linhagem HeLa e SiHa, onde foi possivel observar bons indices de seletividade.
Para as folhas, houveram bons resultados com bons indices de seletividade para todas as
linhagens testadas, especialmente em K-562, onde o indice de seletividade foi excelente, ou
seja, uma pequena concentragdo foi necessdria para causar a inviabilidade celular nesta
linhagem, enquanto em células saudaveis (Vero), a concentra¢do necessaria para causar dano
foi 150 vezes maior. Os galhos ndo apresentaram boa atividade citotoxica em nenhuma
linhagem de células tumorais, no entanto a concentracdo necessaria para inibir as células Vero
foram altas, mostrando ser um extrato com potencial toxico baixo.

Para as flores, as linhagens que apresentaram resultados dose dependentes foram
SiHa, MCF-7 e K-562. Para as folhas, apenas as células Vero nao foram dose dependentes. Para

os galhos, as linhagens que apresentaram resultados dose dependentes foram MCF-7 e K-562.
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Os graficos com os testes de diferentes doses dos extratos estdo presentes a seguir (Grafico 4,

5¢6).
Grafico 4 - Efeito dos extratos das flores em diferentes linhagens celulares.
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Fonte: Autora, 2023.

Grafico 5 - Efeito dos extratos das folhas em diferentes linhagens celulares.
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Fonte: Autora, 2023.

Gréfico 6 - Efeito dos extratos dos galhos em diferentes linhagens celulares.
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Fonte: Autora, 2023.
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Os resultados apresentados tanto dos extratos como de compostos isolados
despertam interesse na pesquisa com A. cathartica, em especial por propriedades citotdxicas
para células tumorais, tornando uma espécie de grande interesse para a futura producdo de
fitofarmacos ou como fonte de proto6tipos para o estabelecimento de novos agentes antitumorais
(Simdes et al., 2017).

Na familia Apocynaceae, uma grande variedade de alcaloides foram relatados.
Exemplos notaveis sdo alcaloides inddlicos vinblastina e vincristina, presentes em
Catharanthus roseus, que sd@o comercializados como produtos farmacéuticos para tratar
leucemia, linfoma, cancer de mama, pulméo e colo do Gtero. A atividade anticancerigena dos
alcaloides é atribuida a sua capacidade de romper microtubulos, causando dissolucdo dos fusos
mitéticos e metéafase parada em células em divisdo (Chan; Wong; Chan, 2016). As atividades
biologicas dos alcaloides da vinca podem ser explicadas pela sua capacidade de ligar-se
especificamente a B-tubulina e bloquear a sua polimerizagdo com a tubulina em microtubulos.
Quando as células sdo incubadas com vimblastina, os microtibulos se dissolvem, e ocorre
formacdo de cristais altamente regulares, que contém 1 mol de vimblastina ligada por mol de
tubulina. A divisao celular é interrompida na metafase. Na auséncia de um fuso mitético intacto,
os cromossomas duplicados ndo podem alinhar-se ao longo da placa equatorial. Sofrem
disperséo por todo o citoplasma, ou podem aglomerar-se em grupos inusitados, formando bolas
ou estrelas. As células bloqueadas durante a mitose sofrem alteracGes caracteristicas do
processo de apoptose (Brunton; Chabner; Knollmann, 2012).

Outros géneros da familia Apocynaceae com propriedades antiproliferativas contra
linhagens celulares de cancer humano, incluem o género Allamanda, Alstonia, Calotropis,
Cerbera, Kopsia, Nerium, Plumeria e Vallaris (Chan; Wong; Chan, 2016).

Em Allamanda, um extrato etandlico de Allamanda cathartica mostrou atividade in
vitro contra células derivadas de carcinoma humano da nasofaringe (KB) (Dose efetiva - DEsg
4.6 png/mL) (Kupchan et al., 1974). O extrato etandlico das flores de A. cathartica e o
plumieride isolado da planta, apresentaram reducdo significativa da viabilidade celular em
células HepG2 (células de cancer de figado humano) nas doses de 0,1 a 100 pg/mL, contudo,

esse efeito ndo foi dependente da dose (Bonomini et al., 2017).
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4 SINTESE DE ALCALOIDES DO TIPO Allamanda
4.1 METODOLOGIA
4.1.1 Sintese de Alcaloide do tipo Allamanda e de analogos

Os alcaloides encontrados em A. cathartica foram identificados por Prabhadevi e
colaboradores (2012) em seus galhos. Esses compostos sdo encontrados em pequenas
quantidades na planta, o que justifica a obtencdo por via sintética, que pode proporcionar
maiores quantidades destes compostos. Uma vez a sintese validada e com bons rendimentos,
aliada a resultados positivos sobre a atividade biol6gica, abre-se a possibilidade de explorarmos
essas moléculas como protdtipos para possiveis produtos biopesticidas e farmacos. Sendo
assim, em seguida, sera apresentado uma proposta para obtencao do alcaloide [17] derivado de
A. cathartica e uma proposta para a obtencéo de dois analogos do alcaloide [17].

4.1.1.1 Materiais e Reagentes

Os reagentes utilizados foram adquiridos na Sigma-Aldrich Corporation (San Luis,
EUA) e os solventes adquiridos da empresa Quimica Moderna (Barueri, S&o Paulo) e Exodo
Cientifica (Sumaré, S&o Paulo). O acompanhamento das reacdes foi realizado por
cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de aluminio revestidas com silica gel 60
F254 (Merck KGaA®) e para a visualizacdo das placas cromatograficas foi utilizada uma
camara de radiacdo ultravioleta com lampadas de 365 e 254 nm ou iodo metalico. Os produtos
sintetizados foram purificados por cromatografia em coluna com silica gel 60 (70-230 mesh)
ou por recristalizacéo.

As andlises espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
hidrogénio foram obtidas no equipamento Bruker 300 e 400 MHz. Os espectros foram
analisados pelo software Topspin. As analises de Espectrometria de Massa de Alta Resolucéo

foram realizadas com lonizacéo por Electrospray (ESI).

4.1.1.2 Procedimento Geral de Sintese do Alcaloide [17]

Para alcancar o objetivo proposto, desenhou-se uma rota sintética composta de trés
etapas: 1) O-Benzoilagdo de hidroxilamina N-protegida, I1) Desprotecdo N-Boc da

hidroxilamina e I11) Formacéo de amida de Weinreb.
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A etapa |, parte do reagente comercial carbamato de terc-butila (Boc-amida). A
reacdo ocorreu a 0 °C na presenca de cloreto de benzoila e trietilamina (TEA) em diclorometano
(DCM), por 1 h (Jeon et al., 2020).

A etapa Il, trata-se da desprotecdo N-Boc da hidroxilamina, utilizando &cido triflico
(TfOH) em éter etilico a 0 °C por 4 h (Liu et al., 2017).

A Ultima etapa (I11), trata-se da formacdo da amida de Weinreb. A reacdo ocorreu
na presenca de O-benzoil-hidroxilamina, &cido triflico, tetrafluoroborato de 2-(1H-
Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminio (TBTU), e N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) em
DMF, por aproximadamente 12 h (overnight) em temperatura ambiente (Gouault et al., 2009),

proporcionando a sintese do alcaloide [17].
4.1.1.3 Procedimento Geral de Sintese dos Analogos de Alcaloide

Para alcancar o objetivo proposto, desenhou-se uma rota sintética composta de duas
etapas: 1) Formagéo de amida de Weinreb e 11) Hidrogenodlise.

A etapa de formacdo de amida de Weinreb (I), parte do reagente comercial &cido
pimélico. A reacdo ocorreu na presenca de cloridrato de O-benzilhidroxilamina (NH.OBnN.
HCI), Tetrafluoroborato de 2-(1H-Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminio (TBTU), e N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) em DMF, por aproximadamente 12 h (overnight) em temperatura
ambiente (Gouault et al., 2009), proporcionando a sintese de um analogo do alcaloide [17].

A etapa (1), parte do intermediario sintetizado na etapa anterior. O meio reacional
foi composto por Paladio sobre carbono (Pd/C) em metanol sob atmosfera de hidrogénio. A
suspensdo ficou em agitacdo por 4 h (Apfel et al., 2000), proporcionando a sintese de outro

analogo do alcaloide [17].

4.1.2 Avaliacéo in silico dos Compostos Sintetizados

Os compostos obtidos foram analisados in silico pelo software Molinspiration em
relacdo as suas propriedades fisico-quimicas e predicdo de bioatividade. O software Osiris

Property Explorer foi utilizado para avaliar a predicdo de toxicidade dos compostos.
4.1.3 Avaliacdo da atividade citotoxica

Os analogos de alcaloides sintetizados foram avaliados in vitro em relacdo as suas

atividades citotoxicas, conforme descrito a seguir:
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4.1.3.1 Cultura de células

As células utilizadas neste trabalho foram: HelLa (adenocarcinoma cervical
humano), SiHa (adenocarcinoma cervical humano — HPV-16), MCF-7 (Carcinoma de mama),
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC - Rockville, MD, EUA) e Linhagens
celulares Vero (célula renal de macaco verde africano) e K-562 (leucemia mieloide cronica),
obtidas no Banco de Celulares do Rio de Janeiro. As linhagens celulares foram mantidas em
meio de cultura suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY,
EUA), a 37 °C e em atmosfera umidificada (5 % CO>). As linhagens celulares de SiHa e HelLa
foram cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium — Sigma-Aldrich, St Louis,
EUA) de baixa glicose, linhagem celular K-562 e MCF-7 em RPMI 1640 Sigma-Aldrich, St
Louis, EUA) e células Vero em DMEM de alto teor de glicose (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA).

4.1.3.2 Determinacdo da Viabilidade Celular

O efeito citotoxico dos compostos nas linhagens celulares (MCF-7, HeLa, SiHa e
Vero) foi realizado utilizando o ensaio MTT. Cada linha celular foi semeada em placas de 96
pocos (5 x 103 células por poco) e incubadas a 37 °C e 5 % de CO.. Apos atingir a
semiconfluéncia, as células foram tratadas com as concentraces dos compostos variando de
0,1 a200 ug/mL e a célula Vero de 0,1 a 1000 pg/mL. Apds 48 h, 0 meio contendo o tratamento
foi retirado e as células foram incubadas com solugdo de MTT (0,5 mg/mL) por 3 ha 37 °C, na
auséncia de luz. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em DMSO e quantificados
por absorbancia em 570 e 630 nm, medidos em um espectrofotdmetro de placa (Spectramax
M2e, SoftMax Pro Software Interface 5.4.1, EUA). Curvas dose-resposta foram construidas e
os valores de 1Csp foram determinados pelo software Graphpad Prism (versdo 8.0) (Garcia et
al., 2003).

4.1.3.3 Contagem de células

A linhagem celular K-562 foi semeada em microplaca de 96 pocos (8 x 103/poco)
e incubada a 37 °C em CO2 a 5 % durante 24 h. Posteriormente, as células foram tratadas com
0s compostos de 0,1 a 200 pg/mL por mais 48 h. A contagem celular foi realizada em um
citbmetro FACSVerse equipado com laser azul de 488 nm e sensor de fluxo (BD Biosciences,
San Jose, CA, EUA). Curvas dose-resposta foram construidas e os valores de ICso foram

determinados pelo software Graphpad Prism (verséo 8.0) (Yurttas et al., 2022).
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4.1.3.4 Andlise do indice de Seletividade

Células Vero foram tratadas para avaliar o indice de seletividade (IS), a fim de
avaliar o qudo seletivo o composto é para matar/danificar células cancerigenas em vez de
células normais. O grau de seletividade dos compostos foram expresso para cada linhagem
celular tumoral, conforme equacéo IS = CCso/ICso (Quispe et al., 2006).

4.1.3.5 Anédlise estatistica
As medias de cada molécula foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade, utilizando o software
Statistica 7.0.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.2.1 Sintese de Alcaloide do tipo Allamanda

Anteriormente a rota discutida neste trabalho, houve a proposta de outra rota
sintética para a sintese do alcaloide [17], também composta de trés etapas, sendo elas: 1)
Esterificacdo; 1) Formagdo do &cido hidroxamico e 111) Benzoilagdo (Esquema 2).

Esquema 2 - Primeira proposta de rota sintética para a sintese do alcaloide [17]

NH,OH . HCI

M 2504 j\/\/\/?]\ N HO j\/\/\/l?\ OH

HO oH — = Yo o —— N N

MeOH, 4-8 h
(31] refluxo 321 MeOH, 24 h, [33]

refluxo CgH5COCI, EtgN
DCM, 0 °C- t.a.

overnight

0 0
O\ku/o
o o

[17]

Fonte: Autora, 2023.

No entanto, esta rota ndo foi eficiente para a obtencdo do alcaloide desejado. A
etapa I, por se tratar da formagdo de uma molécula muito polar [33] (&cido hidroxamico), ndo
foi possivel extrair o produto do meio reacional por fracionamento liquido/liquido,
impossibilitando sua purificacdo, analise e seguimento da rota sintética.

Sendo assim, foi necessario uma nova proposta de rota sintética, onde conseguiu-

se manter trés etapas reacionais (Esquema 3).

Esquema 3 - Esquema de sintese do alcaloide N*,N’-bis(benzoiloxi)heptanodiamida [17]

- . (o)
CgH5COCI, Acido triflico (TfOH)
HO i 6 'I§EA o i k o,NH2 . OTf
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[34] [35] [36]
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_NH, - OTf
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0 o o} 0
HOWOH - O\HWH,O
TBTU, DIPEA @) (0]

[31] DMF, 0 °C - t.a., overnight [7]

Fonte: Autora, 2023.
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A primeira etapa da rota sintética tratou-se de uma O-Benzoilagdo da hidroxilamina
N-protegida. Esta reagdo trata-se de uma substitui¢do nucleofilica no grupo carbonila. A maioria
dos materiais de partida dessas substituicdes sdo derivados de &cido carboxilico, com a formula
geral RCOX, neste caso utilizou-se o cloreto de benzoila. Como o grupo carbonila desta
molécula é um eletr6filo muito bom, ele reage com uma ampla gama de nucledfilos diferentes,
como as hidroxilas, presente na hidroxilamina (Clayden; Greeves; Warren, 2012). Nas
condicdes testadas, o rendimento desta reagéo foi de 98%.

A primeira etapa desta reacdo consiste na adicdo do grupamento hidroxila da
hidroxilamina [34] ao grupo carbonila eletrofilico. A base é importante porque remove o préton
da hidroxila ao atacar o grupo carbonila. Utilizando um cloreto de acila, nesta reacéo ocorre a
formacdo de um intermediario, no qual é instavel. O intermediario entra em colapso por uma
reacdo de eliminacéo, e perde o ion cloreto, formando o produto [35]. O cloreto € o grupo de
saida e sai com sua carga negativa, que posteriormente formara ligacdo com o préton capturado
pela base, formando HCI (Clayden; Greeves; Warren, 2012). O mecanismo reacional desta
etapa esta demostrado no Esquema 4.

Esquema 4 - Mecanismo reacional da O-Benzoilacdo da hidroxilamina N-protegida.

e
o)
0

Cloreto de benzoila
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i, Rl — &F
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j\
0. J<
HCI + base + H (0]

0]

[34]

[35]

Fonte: Autora, 2023.

A hidroxilamina utilizada nesta reacdo, estava protegida por um grupo protetor
carbamato, chamado Boc, que significa t-butiloxicarbonil. O grupo Boc é utilizado em aminas
para protegé-las de compostos eletrofilicos e formacdo de produtos secundérios. E um dos
grupos protetores mais utilizados na quimica organica sintética quando é necessario para

proteger aminas primarias ou secundarias. Esta utilidade deve-se claramente a facilidade de
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introducdo e remocado de Boc, que pode ser removido simplesmente com &cido aquoso diluido
(Agami; Couty, 2002; Clayden; Greeves; Warren, 2012).

A desprotecdo N-Boc da hidroxilamina com &cido, tratou-se da etapa Il, com
rendimento de 92 %. O mecanismo reacional da desprotecdo da molécula estd demostrado no
Esquema 5.

Esquema 5 - Mecanismo reacional da desprotecdo N-Boc da hidroxilamina
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Fonte: Autora, 2023.
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A etapa Ill, tratou-se da formacdo da amida de Weinreb (Esquema 6). Nas
condicdes reacionais testadas, o rendimento obtido foi de 84 %. A preparacdo deste alcaloide,
cujo grupo funcional é uma N-metoxi-N-metilamida, foi realizada pelo acoplamento do acido
carboxilico [31] (acido pimélico) com ativadores (reagentes de acoplamento), neste caso o
TBTU, e O-benzoil-hidroxilamina-OTf, na presenca de uma base (DIPEA). As amidas de
Weinreb sdo compostos estaveis; ndo requerem manuseio especial, e sao facilmente purificados
por cromatografia ou cristalizacdo e podem ser armazenados indefinidamente (Kurti; Czakad,
2005). Neste trabalho, a purificacdo se deu por recristalizacdo em etanol.

Este tipo de reacdo ja foi utilizado na sintese de outro alcaloide. A primeira sintese
total do alcaldéide da familia Stemona, (-)-tuberostemonina, foi realizada por Wipf e
colaboradores. A instala¢do da porc¢do butirolactona comegou com a preparacao de uma amida

de Weinreb a partir de um éster metilico (Kdrti; Czako, 2005).



Esquema 6 - Mecanismo reacional da formacdo de amida de Weinreb
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Fonte: Autora, 2023.

4.2.2 Sintese dos Analogos de Alcaloide

Os anélogos do alcaloide [17], foram sintetizados a partir da rota proposta no

Esquema 7, tratando-se de duas etapas.

A etapa |, também se tratou da formacdo da amida de Weinreb. Nas condicGes

reacionais testadas, o rendimento obtido foi de 65 % para o andlogo [37]. A preparacdo desta

molécula, foi realizada pela conversdo do acido carboxilico (&4cido pimelico) com ativadores

(reagentes de acoplamento), neste caso o TBTU, e cloridrato de O-benzilhidroxilamina na

presenca de uma base (DIPEA).
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Esquema 7 - Rota sintética proposta para a sintese de analogos de alcaloide do tipo
Allamanda.

o) o} NH,OBn . HCI
w > Q Q
HO OH L~ ~_N
TBTU, DIPEA 0. 0

DMF, t.a., overnight
[31] [37]

H2 (1 atm) Pd/C, MeOH

rt, 4 h
(0] (0]
Ho. L~ ~
N N OH
H H

Fonte: Autora, 2023.

A segunda etapa tratou-se de uma desbenzilagcdo, remoc¢do do grupo benzilo, via
hidrogenolise. A desbenzilagao por clivagem redutiva sobre catalisadores metalicos de paladio
(Pd) com hidrogénio molecular tem sido amplamente utilizada por muitas décadas (Entwistle;
Wood, 1991). O paladio é amplamente utilizado para desbenzilacdo. Possui alta atividade para
hidrogenolise, com baixa atividade para saturacdo de anéis aromaticos (Smith; Notheisz, 1999).
A reacdo pode ocorrer sob condicdes de hidrogenacdo catalitica sempre que um heteroatomo
(em particular O ou N) se encontra ligado a um atomo de carbono adjacente a um anel benzeno,
e envolve a quebra de uma ligagdo o entre C — O ou C — N (Clayden; Greeves; Warren, 2012).

A estrutura do substrato influencia as taxas de hidrogenolise. Sobre o Pd, as taxas
de hidrogendlise dos derivados benzilicos aumentam na ordem OH < O-R < O-Ar < OCOR, de
acordo com a sua capacidade de grupo de saida. Portanto, por a molécula conter um bom grupo
de saida, o rendimento da reacdo utilizando Pd/C e hidrogénio molecular foi quantitativa para

o0 analogo [33].
4.2.3 Avaliacéo in silico dos compostos sintetizados
4.2.3.1 Propriedades fisico-quimicas e predicdo de bioatividade

Os compostos obtidos [37, 33 e 17] foram analisados in silico pelo software
Molinspiration em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas e predicdo de bioatividade.
Através do software Molinspiration é possivel calcular as propriedades fisico-

quimicas para solubilidade e permeabilidade do farmaco, sendo elas: coeficiente de particao
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agua/octanol (logP), area e superficie polar molecular (ASPM), nimero de atomos (N atomos),
massa molecular (MM), aceptores de ligacdes de hidrogénio (nALH), doadores de ligagdes de
hidrogénio (nDLH) e nimero de ligacBes rotativas (NLRot). Com estes parametros € possivel
verificar se 0s compostos se enquadram nas regras dos cinco de Lipinski. A regra dos cinco foi
derivada de uma analise de compostos do banco de dados do World Drugs Index com o objetivo
de identificar caracteristicas que eram importantes para tornar um medicamento oralmente
ativo. Verificou-se que os fatores em questdo envolviam nimeros maltiplos de cinco: logP <5,
peso molecular < 500, numero de aceptores de ligagdes de hidrogénio < 10 e numero de
doadores de ligagdes de hidrogénio < 5. Moléculas que violam mais de uma dessas regras
podem ter problemas de biodisponibilidade e absorcédo por via oral (Lipinski et al., 2001;
Patrick, 2013).

A analise da area de superficie polar molecular € um descritor muito bom que
caracteriza a absor¢cdo do medicamento, incluindo absorcdo intestinal, biodisponibilidade,
permeabilidade e penetracdo da barreira hematoencefalica. O nimero de ligacGes rotativas é
uma medida de flexibilidade molecular. Foi demonstrado que € um descritor muito bom da
biodisponibilidade oral de medicamentos (Molinspiration, 2023).

Veber e colaboradores em 2002, demonstraram uma descoberta bastante
surpreendente de que a flexibilidade molecular desempenha um papel importante na
biodisponibilidade oral; quanto mais flexivel for a molécula, menor sera a probabilidade de ela
ser oralmente ativa. Para medir a flexibilidade, pode-se contar o nimero de ligacdes livremente
rotativas que resultam em conformacdes significativamente diferentes. Ligacdes a substituintes
simples, como grupos metilicos ou alcool, ndo estdo incluidas nesta analise porque sua rotacao
ndo resulta em conformacBes significativamente diferentes. O estudo de Veber também
demonstrou que a area da superficie polar da molécula poderia ser usada como um fator. Essas
descobertas levaram aos seguintes parametros para prever a atividade oral aceitavel: uma area
de superficie polar < 140 A e < 10 ligagGes rotativas ou < 12 doadores e aceptores de ligacéo
de H no total e < 10 ligag0es rotativas (Patrick, 2013).

Medicamentos polares que violam as regras acima sdo geralmente mal absorvidos
e devem ser administrados via injetavel. No entanto, alguns medicamentos altamente polares
sdo absorvidos pelo sistema digestivo, pois sdo capazes de serem transportados por proteinas
de transporte presentes nas membranas das células que revestem a parede intestinal, devido a
semelhancas estruturais com moléculas que fazem parte de processos bioguimicos nos tecidos.

Também podem ser absorvidos pelo suprimento sanguineo se tiverem baixo peso molecular
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(menos de 200), pois podem passar através de pequenos poros entre as células que revestem a
parede intestinal (Patrick, 2013).

As andlises das propriedades fisico-quimica dos compostos analisados estdo
demonstradas na Tabela 14. E possivel observar que nenhuma das moléculas violaram as regras
de Lipinski, ou seja, ndo é provavel que estas moléculas terdo ma absor¢cdo ou permeacdo por
via oral. No entanto, em relacdo ao estudo de Veber, apenas os compostos [33] e [17] seguiram
os dois parametros, com uma area de superficie polar < 140 A e tiveram < 10 ligac@es rotativas
ou < 12 doadores e aceptores de ligacdo de H no total ¢ < 10 ligac¢des rotativas. O composto
[37] violou apenas o parametro de numero de ligacBes rotativas, o que nao inviabiliza

totalmente sua absorcéo por via oral.

Tabela 14 - Propriedades fisico-quimicas estimadas pelo software Molinspiration.

Propriedades avaliadas Compostos
37 33 17
LogP 3,69 -0,05 3,89
ASPM (A) 76,66 98,65 76,66
N atomos 27 13 25
MM (g/mol) 370,45 190,20 342,39
nALH 6 6 6
nDLH 2 4 2
nLRot 12 6 10
Violacdes das Regras de Lipinski 0 0 0
ViolagGes aos parametros de 1 0 0
Veber

Fonte: Autora, 2023. Legenda: coeficiente de particdo &gua/octanol (logP), area e superficie polar molecular
(ASPM), nimero de 4tomos (N atomos), massa molecular (MM), aceptores de ligagfes de hidrogénio (nALH),
doadores de ligacdes de hidrogénio (nDLH) e numero de ligagdes rotativas (nLRot).

A triagem em relacdo a bioatividade fornece um conjunto de dados tedricos que
podem indicar alguns alvos farmacoloégicos dos compostos quimicos em estudo. Os software
Molinspiration fornece uma pontuacéo de atividade variando entre -3 e 3, para os alvos: Ligante
de Receptor acoplado a proteina G, Modulador de canal idnico, Inibidor de quinase, Ligante do
receptor nuclear, Inibidor de protease e Inibidor enziméatico. Um “score” calculado acima de
0,00 sugere uma consideravel atividade biolégica para aquele alvo especifico, enquanto que

valores de “score” entre -0,50 e 0,00 indicam moderada atividade biologica para o alvo e, um
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“score” abaixo de -0,50 sugere inatividade frente ao alvo farmacoldgico (Husain et al., 2016).
Os resultados de bioatividade dos compostos estdo demostrados na Tabela 15.

E possivel observar que para a molécula [37], houveram quatro alvos
farmacol6gicos com consideravel atividade bioldgica, sendo o melhor deles como inibidor de
protease. Para a molécula [33], apenas dois alvos se mostraram com consideravel atividade
bioldgica, sendo o melhor deles inibidor enzimatico, seguido do inibidor de protease. Para a
molécula [17], houveram quatro alvos farmacolégicos com consideravel atividade biolégica,

sendo o melhor deles como inibidor de protease.

Tabela 15 - Bioatividade dos compostos estimadas pelo software Molinspiration.
Bioatividade

37 33 17

Alvo Farmacologico

Ligante de Receptor acoplado a
proteina G
Modulador de canal idnico
Inibidor de quinase
Ligante de receptor nuclear - 0,86
Inibidor de protease

Inibidor enzimatico

Fonte: Autora, 2023. As cores representam: . consideravel atividade bioldgica; : moderada atividade
bioldgica, vermelho: inatividade.

Os inibidores de proteases (IP) atuam como inibidores de enzimas proteoliticas,
interagindo com os sitios ativos das proteases, formando complexos estaveis. Os IPs séo
aplicados em diagndstico e terapéutica, para tratar diversas doengas como hepatite, herpes, HIV,
artrite, distrofia muscular, malaria, cancer, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares. Os
IPs também podem ser utilizados para controlar pragas herbivoras e infec¢cdes microbianas. O
controle bioldgico dos IPs contra patdgenos de plantas e pragas herbivoras pode ajudar a reduzir
0 uso extensivo de pesticidas quimicos, reduzir grandes perdas na producao agricola e melhorar
a qualidade dos produtos (Marathe et al., 2019).

A maioria dos inibidores de proteases provem de plantas e alguns tém origem
animal ou microbiana. Eles exibem especificidade, inibem apenas proteases pertencentes a uma
Unica classe mecanistica (serina, cisteina, aspartil ou metaloproteases de matriz), ligam-se e

bloqueiam o acesso ao sitio ativo de proteases alvo e exibem inibi¢cdo competitiva. Os IPs das
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plantas constituem uma parte importante do sistema de defesa da planta contra insetos fit6fagos
e fitopatdgenos. Essa propriedade evita a protedlise das proteases presentes no intestino dos
insetos ou secretadas pelos microrganismos patogénicos, o que leva a escassez de aminoacidos
Ou outros nutrientes essenciais para o crescimento de insetos e fitopatdgenos (Marathe et al.,
2019).

A producdo e isolamento destes IPs de plantas requer tempo e um alto investimento
para a obtencdo de grandes quantidade e de forma pura, porque é necessario um longo periodo
para o cultivo/crescimento de plantas e para realizar técnicas de isolamento (Marathe et al.,
2019). O desenvolvimento de rotas sintéticas para a sintese destas moléculas pode favorecer
este processo. O andlogo [37] e [33] e o alcaloide [17] sintetizados apresentaram consideravel
atividade bioldgica para inibir proteases in silico, e podem se mostrar futuros biopesticidas.

4.2.3.2 Predicéo de toxicidade

O software Osiris Property Explorer foi utilizado para avaliar a predicao de toxicidade
dos compostos sintetizados. O programa Osiris prediz o risco da toxicidade aos efeitos
mutagénico, tumorigénico, irritante e efeitos sobre o sistema reprodutor. O preditor de risco de
toxicidade localiza fragmentos dentro de uma molécula, o que indica um risco potencial de
toxicidade. Os alertas de risco de toxicidade sdo uma indicacao de que a estrutura desenhada
pode ser prejudicial a categoria de risco especificada (Tariqg et al., 2016). Os resultados dos

compostos avaliados sdo mostrados na Tabela 16.

Tabela 16 - Predicdo de toxicidade dos compostos sintetizados.

A ) Compostos
Parametros avaliados
37 33 17
Mutagénico * *
Tumorigénico *
Irritante
Efeito no sistema reprodutivo
Fonte: Autora, 2023. A cor representa risco baixo e cor vermelha representa alto risco para os parametros

avaliados.

O intermediario de sintese [33], ndo demostrou possuir risco de toxicidade nos
parametros avaliados. No entanto, o intermediario [37], apresentou alto risco de ser mutagénico,

por apresentar um fragmento [38] de alto risco de mutagenicidade. O alcaloide [17], apresentou
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risco de mutagenicidade com os fragmentos [38], [39] e [40], e tumorigénico com os fragmentos

[41] e [42], demonstrados na Figura 6.

Figura 6 - Fragmentos com alto risco de toxicidade dos compostos [37] e [17].
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Fonte: Autora, 2023.

4.2.4 Avaliacdo da Atividade citotoxica

Os analogos de alcaloide [37] e [33] foram avaliados em celulas K-562, MCF-7,

HelLa, SiHa e Vero. Para a linhagem celular K-562, ambas as moléculas apresentaram bons

resultados. Apesar de as moléculas serem relativamente toxicas para células Vero,

especialmente [33], foi necessaria uma concentracdo muito baixa dos compostos para exercer

atividade citotdxica para células tumorais, proporcionando um bom indice de seletividade. Para

as linhagens MCF-7 e HelLa, apesar da atividade demonstrada, a concentracdo necessaria dos

compostos para gerar atividade foi alta, ocasionado um indice de seletividade ruim. Em células

SiHa, o composto [34] se mostrou melhor, pois seu indice de seletividade foi 6 vezes maior que

0 do composto [33], se mostrando promissor. No geral, as melhores atividades foram

observadas na linhagem K-562 com o composto [33] e para a linhagem SiHa para 0 composto

[34]. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 17.
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Tabela 17 - Atividade citotoxica dos compostos em diferentes linhagens celulares.

Composto

. 37 33
Linhagem

celular ug/mL uM 1S ug/mL uM IS

K-562 1.49+£0.22 4,02 +0,59° 113.69 0.46 +0.25 2,42 +1,31° 150.25

MCF-7 65.59 £1.87 177,06 = 5,05 2.58 19.59 +3.88 103,00 + 20,40° 3.57
HelLa 80.59+2.07 217,55+ 5,59 2.10 9.19+0.64 48,32 + 3,36 7.62
SiHa 1.27 £0.58 3,43 +1,57° 133.38 3.20+0.77 16,82 + 4,05° 21.89

Vero 169,40+ 2,5 457,29 + 6,75° - 70.05+2.47 368,30 + 12,99° -

Fonte: Autora, 2023. IS: indice de seletividade. IS na cor vermelha indicam bons resultados. ICso: Concentracao
necessaria para causar a morte de 50% das células. Médias seguidas das mesmas letras mindsculas na mesma linha,
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Para a molécula [37], as linhagens que apresentaram resultados dose-dependente

foram SiHa, e K-562. Para [33], todas as linhagens celulares foram dose dependentes. OS

gréficos com os testes de diferentes doses dos compostos sdo demostrados nos Graficos 7 ¢ 8.

Gréfico 7 - Efeito do composto [37] em diferentes linhagens celulares.

- Hl Vero
Molécula 37 B Hela
B SiHa
1201 mm MCF-7

_ . . . K-562
90
- . -
. ] i L
0
) ~, LY *P ‘:"Q- *\@ r-EP

t& S
t:.-"& 4“"‘69

% Viable Cells
g

Concentration (pg/mL)

Fonte: Autora, 2023.
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Gréfico 8 - Efeito do composto [33] em diferentes linhagens celulares.
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Fonte: Autora, 2023.

Relacionando os resultados encontrados na avaliacdo in silico dos compostos e a
avaliagdo bioldgica, um dos possiveis alvos biologicos das moléculas sdo como inibidores de
proteases. As proteases tém um papel central em varias vias de sinalizacdo; portanto,
representam alvos potenciais de medicamentos para um grande conjunto de doencas, inclusive
cancer.

Uma das principais caracteristicas das células tumorais é a sua capacidade de atacar
tecidos normais. Varios metodos estdo envolvidos em processos de invasdo e migracédo, por
exemplo, a perda de adesao célula-célula e matriz celular ou a degradacdo de componentes da
matriz extracelular (MEC). Apos se libertarem do tumor primario, as células malignas comegam
a migrar para a MEC, uma rede densa composta por laminina, fibronectina e outras
glicoproteinas, colagenos e proteoglicanos. As células malignas apresentam atividade
proteolitica aumentada, que os ajuda a digerir a MEC. Tais células podem aderir a algumas
moléculas de substancia intercelular e ativar células para a sintese de diferentes enzimas
degradantes, a fim de auxiliar a entrada das células tumorais no vaso sanguineo através da MEC.
Essa digestdo é necessaria para que as células cancerigenas invadam e migrem através da lamina
basal, que pode levar ao desenvolvimento de metastases em locais distantes. As proteases que
degradam a MEC também desempenham um papel critico na angiogénese, onde podem atuar
como reguladores positivos e negativos da proliferacdo de células endoteliais e da morfogénese
vascular. Novos vasos sanguineos sdo vitais para a proliferacdo do tumor primario e para a
formacdo de uma colbnia metastatica. As metastases sdo a principal causa de morte em

pacientes com cancer. Portanto, a reducdo da progressdo metastatica € o maior desafio no
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desenvolvimento de terapias anticancerigenas eficazes. VVarios tumores demonstraram ter niveis
aumentados de proteases em um estagio inicial que agora sdo indicados como envolvidos em
muitos aspectos do cancer, como proliferacdo, respostas imunes, recrutamento de células
inflamatorias, invasdo tumoral, angiogénese, metastase, apoptose, transicdo epitelial para
mesenquimal e mobilizagdo de células normais de seus compartimentos teciduais para
metastase (Trezza et al., 2020). Sendo assim, inibidores de proteases podem ter a capacidade
de reduzir a progressédo da doenca.

No entanto, o projeto da terapia com inibidores de protease é complicado, uma vez
que diferentes tipos de cancer usam diferentes proteases nos estagios flutuantes do
desenvolvimento do cancer e nenhum inibidor Unico pode ser usado em todas as classes de
proteases. Por exemplo, ha os inibidores de cisteina protease, que desempenham um papel
importante no cancer. As cistatinas (inibidores de cisteina proteases) bloqueiam metastases ou
invasédo de diversos tipos de cancer. O papel principal das cistatinas como inibidores de protease
é limitar a atividade extra da cisteina protease liberada pelos lisossomos ou gerada durante a
inflamacdo. Como as cisteinas proteases desempenham papéis importantes no crescimento,
desenvolvimento e metastase do tumor, as cistatinas devem mediar o controle desses processos
(Eatemadi et al., 2017).

Contudo, existem diversos mecanismos que podem exercer efeitos tumorais, e
necessitam de estudos mais especificos para o descobrimento destes mecanismos. Inclusive, a
uma mesma molécula pode apresentar mecanismos diferentes em diferentes linhagens de
celulas tumorais.

Neste trabalho, os melhores resultados dos analogos de alcaloide testados foram em
células K-562. Anteriormente estudou-se 0 mecanismo de a¢do da matrina, um alcaloide, em
células K-562. O tratamento com matrina resultou numa forte regulacdo negativa do fosforo-
STATS3 tanto nos locais Tyr705 como Ser727 ou na expressao das proteinas fosforo-JAK2 sem
efeitos significativos nas proteinas totais STAT3 e JAK2. Além disso, verificou-se que a
expressao de Bcl-xL, Cyclin D1, c-Myc estava diminuida tanto ao nivel da transcricdo como ao
nivel da proteina nas células K-562 ap6s o tratamento com matrina. O tratamento com matrina
também resultou em uma diminuicdo significativa no nivel de expressao de IL-6 em células
K562. Observou-se que o tratamento com matrina poderia diminuir a regulacdo positiva das
proteinas STAT3, JAK2, fosforo-STAT3 e fosforo-JAK2 apds pré-tratamento com IL-6 em
células K-562 (Ma et al., 2015).
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4.2.5 Dados Experimentais da Sintese

A uma solucdo de N-Boc-hidroxilamina (1,2 eq.) em DCM foi

o)
@(o\N )J\o J< adicionado TEA (2,0 eg.) a temperatura ambiente sob atmosfera de

o H argonio. Depois de resfriado a 0 °C, cloreto de benzoila (1,0 eq.) foi

[35] adicionado & mistura reacional e agitado & 0 °C por 1 h. Apés o
consumo do material de partida, adicionou-se a mistura reacional, uma solucdo aquosa de
NaHCO3 e extraiu-se com DCM (3 vezes). A fase organica combinada foi seca com NaxSOa.
Apobs a remocdo do solvente, o residuo foi purificado por cromatografia (AcOEt: hexano 1:9)
para obter o composto desejado como um sélido branco. Rendimento: 98%. Os dados
espectroscopicos encontrados estdo de acordo com os valores da literatura. Dados relatados: *H
NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 8.16 (s, 1H), 8.13 — 8.04 (m, 2H), 7.66 — 7.58 (m, 1H), 7.52
~7.39 (m, 2H), 1.52 (s, 9H). *C NMR (100 MHz, Chloroform-d) & 166.3, 155.7, 134.3, 130.1,
128.8, 127.1, 83.5, 28.2. HRMS (ESI*) m/z calculado para [Ci2HisNNaO.]™: 260.0893,
encontrado: 260.0891. PF: 84-86 °C (Jeon et al., 2020).

0 O composto [35] foi dissolvido em éter etilico e, em seguida, o &cido

©)J\O’NH2 ot triflico (1,1 eq.) foi adicionado gota a gota para acidificar e precipitar

0 produto a 0 °C. A mistura reacional continuou em agitacao por 4 h.

[36] A mistura foi filtrada e lavada com éter de petréleo (3x) para obter 0

produto desejado. Rendimento: 92%. Os dados espectroscopicos encontrados estdo de acordo

com os valores da literatura. Dados relatados: *H NMR (DMSO-dgs, 400 MHz): & = 10.41 (s,

3H), 8.04 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.81 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.64 (t, J = 8.0 Hz, 2H). 3C NMR

(DMSO-ds, 100 MHz): & = 163.88, 135.13, 129.62, 129.50, 125.67, 120.87 (q, J = 319.6 Hz).
F NMR (DMSO-d®, 377 MHz): § = -77.73 ppm (Liu et al., 2017).

o o A uma suspensdo de acido pimélico (800 mg, 5,0
%QMWM/‘)@@ mmol), O-benzoil-hidroxilamina - TfOH [36] (3,5
[17] g, 12,0 mmol, 2,4 eq.), tetrafluoroborato de O-(1H-
benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametilurénio (TBTU) (3. 9 g, 12,0 mmol, 2,4 eq.) em DMF (12
mL) a 0 °C foi adicionado lentamente diisopropiletilamina (DIEA) (3,85 mL, 22,0 mmol, 4,4
eq.). A mistura resultante foi agitada em temperatura ambiente durante a noite. A mistura

reacional foi entdo vertida em HCI 1 M (100 mL) e o produto foi extraido com DCM (4 x 20

mL). O extrato foi lavado consecutivamente com HCI (2 x 50 mL) e solugdo de NaCl (50 mL).
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Apos a secagem (Na2S04) e a evaporacdo do solvente sob pressao reduzida, a amida Weinreb
desejada foi obtida como um sélido branco. O composto foi recristalizado em EtOH. Cristais
brancos. PF: 176-178 °C. Massa = 1,68 g. Rendimento = 84 %. *H NMR (300 MHz, DMSO-
de): & 11.91 (bs, 2H), 8.02 (d, J = 7.4 Hz, 4H), 7.74 (t, J = 7.4 Hz, 4H), 7.59 (t, J = 7.4 Hz, 4H),
2.22 (t,J = 7.2 Hz, 4H), 1.67-1.53 (m, 4H), 1.44-1.31 (m, 2H). **C NMR (75 MHz, DMSO-ds):
6 170.1, 164.3, 134.4, 129.5, 129.2, 127.0, 31.8, 28.0, 24.6.

Em uma suspensdo de acido pimélico (2,67 g, 16,7

@ o] 0 (© mmol), cloridrato de O-benzililhidroxilamina, (6,4 g,
O‘Hw”’o 40,2 mmol, 2,4 eq), O-(1H -benzotriazol-1-il)-

[37] N,N,N',N'-tetrametilurénio tetrafluoroborato (TBTU)

(12,9 g, 40,2 mmol, 2,4 eq.) em DMF (40 mL) a 0 °C foi lentamente adicionado
diisopropiletilamina (DIEA) (12,8 mL, 73,7 mmol, 4,4 eq.). A mistura resultante foi agitada a
temperatura ambiente durante a noite. A mistura de reacdo foi entdo vertida em HCI 1 M (150
mL) e o produto foi extraido com AcOEt (4 x 50 mL). A fase orgéanica foi lavada
consecutivamente com HCI (2 x 150 mL), solucdo aquosa de NaHCO3 (150 mL) e solucao
saturada de NaCl. Apos secagem (Na2SO4) e evaporagdo do solvente sob presséo reduzida, a
amida de Weinreb desejada foi obtida como um sélido branco. O composto foi recristalizado
em EtOH. Massa = 4 g, rendimento= 65 %. *H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.40-7.30 (m, 10H),
4.90 (bs, 4H), 2.12-2.00 (m, 4H), 1.67-1.52 (m, 4H), 1.36-1.26 (m, 2H); *3C NMR (75 MHz,
CDClz): 6 171.0, 135.5, 129.3, 128.8, 128.7, 78.2, 32.7, 28.2, 24.7; HRMS (ESI, m/z):
Calculado para Ca1H26N204Na: 393.1785, encontrado [M+Na]*: 393.1786.

0 o) Em um baldo equipado com agitador magnético adicionou-se

HO\N)K/\/\/MN’OH 0 substrato [37] (1,0 g, 2,7 mmol) em metanol (50 mL). Foi

H H

[33] adicionado Pd/C a 10 % (125 mg, 0,117 mmol, 0,05 eq) e a

suspenséo foi agitada sob H> (1 atm) a temperatura ambiente
durante 4 h. A mistura reacional foi filtrada através de um tampéo de Celite e o filtrado foi
concentrado sob pressao reduzida. Obteve-se guantitativamente um sélido branco (m = 530
mg): p.f. = 170-172 °C. *H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 10.32 (bs, 2H), 8.65 (bs, 2H), 1.95-
1.90 (m, 4H), 1.50-1.40 (m, 4H), 1.24-1.16 (m, 2H); *C NMR (75 MHz, DMSO-ds): § 169.3,
32.2, 28.2, 25.0; HRMS (ESI, m/z): Calculado para C7H14N20sK: 229.0585, encontrado
[MTK]": 229.0584.
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5 CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho contou com dois principais objetivos acerca do estudo da
espécie Allamanda cathartica: avaliar o perfil fitoquimico, a atividade biopesticida e bioldgica
dos extratos etandlicos e sintetizar derivados de alcaloides da espécie.

Enquanto anélise fitoquimica, os extratos de A. cathartica apresentam ser ricos em
compostos fendlicos e flavonoides, assim como apresentam quantidade representativa de
alcaloides totais e uma pequena quantidade de taninos. Os compostos mais representativos
identificados por CLAE foram o kaempferol, a quercetina-3-4-glicosideo e a rutina. Novos
compostos em menores quantidades também foram identificados, como a apigenina e a
pinocembrina. Por CG/MS, os compostos mais identificados foram os acidos graxos e 0s ésteres
etilicos de acido graxo. A capacidade antioxidante dos extratos é alta, principalmente das folhas
e flores, que esta relacionada com a quantidade de compostos fenolicos presentes.

Em altas concentragBes (> 500 mg/L), os extratos podem ser tOxicos para o
microcustraceo Daphnia magna. Em nivel citotdxico, os extratos se apresentam seguros, com
necessidade de altas concentracbes (> 800 pg/mL para flores e folhas e > 500 pg/mL para
galhos) para causar dano a células saudaveis (Vero). Em células tumorais, os extratos das flores
(em K-562, Hela, SiHa) e folhas (em K-562, MCF-7, HelLa, SiHa), apresentaram bons
resultados. Em relacéo a atividade biopesticida, os extratos na concentracdo de 10 mg/mL nédo
foram capazes de gerar resultados antifungicos em Botrytis cinerea.

A rota proposta para a sintese do alcaloide do tipo Allamanda foi eficiente e com
bons rendimentos, proporcionando a sintese da molécula [17] de forma inédita. A rota proposta
para a sintese dos analogos de alcaloide também foi eficiente para produzir dois analogos, com
bons rendimentos. A avaliacéo in silico das propriedades fisico-quimicas sugere que todos 0s
compostos sintetizados apresentam boa predicdo de perfil de biodisponibilidade oral. Os
compostos [37] e [17], apresentaram fragmentos potencialmente mutagénicos e tumorogénicos
na avaliacao in silico. O composto [33] ndo apresentou fragmentos toxicoldgicos in silico. Na
avalicdo citotoxica, os analogos de alcaloide [37] e [33], se apresentaram toxicos em células
saudaveis, mais em células tumorais K-562 e SiHa, apresentaram boa atividade citotoxica com
bons indices de seletividade, devido a baixa concentracdo necessaria para atuar nas células
tumorais. Como perspectiva futura, estes andlogos e o alcaloide sintetizado serdo testados frente

a atividade pesticida contra B. cinerea.
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APENDICE A - CROMATOGRAMA DO PADRAO ACIDO CAFEICO
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APENDICE B - CROMATOGRAMA DOS EXTRATOS (ACIDO CAFEICO)
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APENDICE C - CROMATOGRAMA DO PADRAO ACIDO P-CUMARICO

Acido p-cumarico 90 ug/mL
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APENDICE D - CROMATOGRAMA DOS EXTRATOS (ACIDO P-CUMARICO)
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APENDICE E - CROMATOGRAMA DO PADRAO APIGENINA

Apigenina 120 ug/mL
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APENDICE F - CROMATOGRAMA DOS EXTRATOS (APIGENINA)

Flor - Apigenina (1)
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Kaempferol 90 ug/mL

APENDICE G - CROMATOGRAMA DO PADRAO KAEMPFEROL
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APENDICE H - CROMATOGRAMA DOS EXTRATOS (KAEMPFEROL)

Flor - Kaempferol (1)
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APENDICE | - CROMATOGRAMA DO PADRAO PINOCEMBRINA

Pinocembrina 80 ug/mL
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APENDICE J - CROMATOGRAMA DOS EXTRATOS (PINOCEMBRINA)
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APENDICE K - CROMATOGRAMA PADRAO QUERCETINA-3-B-GLICOSIDEO

Quercetina 3-B-glicosideo 90 ug/mL
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APENDICE L - CROMATOGRAMA EXTRATOS (QUERCETINA-3-B-GLICOSIDEO)
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APENDICE M - CROMATOGRAMA DO PADRAO RUTINA

Rutina 120 ug/mL
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APENDICE N - CROMATOGRAMA DOS EXTRATOS (RUTINA)

Flor - Rutina (1)
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APENDICE O - CROMATOGRAMA CG FLORES E MS DOS COMPOSTOS
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APENDICE Q - CROMATOGRAMA CG FOLHAS E MS DOS COMPOSTOS
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ANEXO A — EXSICATA DE Allamanda cathartica

Hervaro Pe, Dr, Raulno Reitz - UNESC - Crclma - SC

Q // CRI 16035

APOCYNACEAE
ANamanda cathartica L.

CAMIYS 2aronasan I LI

Eanta Catarna. Cricioma. Universidede do Extremo Sul Cataninense
C). 28"42'5" S, 49°24'30" W

Luana Budny Nen,
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