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RESUMO

Metil chavicol é um fenilpropanoide encontrado em Oleos essenciais e suas atividades
antimicrobiana, anti-inflamatoria, anestésica local e inseticida tém sido destacadas. O objetivo
deste estudo foi sintetizar e avaliar o perfil de interacdo molecular do metil chavicol e
analogos, assim como investigar as atividades antioxidante, antilipidémica e anti-inflamatéria
topica usando métodos in vivo, in vitro e in silico. A sintese dos analogos foi realizada por
reacOes classicas da quimica organica. A atividade antioxidante foi determinada pelos
métodos DPPH e peroxidacdo lipidica, enquanto o efeito antilipidémico foi testado contra a
enzima lipase pancredtica. O efeito anti-inflamatorio topico foi avaliado pelo método de
edema de orelha usando 6leo de Croton, fenol e histamine como agentes irritantes. Analises
histopatoldgicas e ensaios de mieloperoxidase (MPO), N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG),
oxido nitrico, fator necrose tumoral (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e ciclooxigenase in vitro
foram realizados. Os ligantes foram gerados pelo Programa Marvin Sketch e refinado por
método PM7 presente no Programa MOPAC2012. As enzimas foram obtidas do Protein Data
Bank sob os codigos 1EQG e 5IKT (COX-1 e -2), 1R35 (iNOS) e 1LPA (lipase pancreatica).
O reconhecimento molecular foi definido usando o programa Discovery Studio v 4.5 2016. 2-
[(4-metoxifenil)metil] oxirano (2), 3-(4-metoxifenil)propan-1,2-diol (8), 2-metoxi-3-(4
metoxifenil)propan-1-ol  (10), 1-metoxi-3-(4 metoxifenil)propan-2-ol (17) e 3-(4-
metoxifenil)propanal (18) foram os analogos sintetizados. Metil chavicol reduziu
significativamente (p < 0,001) a espessura e a massa do edema de orelha induzido por 6leo de
Croton, fenol e histamina. Houve uma reducéo significativa de mieloperoxidase, N-acetil-B-
D-glicosaminidase, éxido nitrico, fator necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6). Metil
chavicol foi incapaz de inibir COX-1 e -2 em estudo in vitro e o docking molecular mostrou
auséncia de interacdo, incluindo os analogos 2, 8, 17 e 18. Além disso, os estudos in vitro e de
docking molecular revelaram que o metil chavicol e seus anélogos inibiram a enzima lipase
pancredtica. Os resultados obtidos sugerem que o metil chavicol e seus analogos séo
promissores agentes terapéuticos que podem ser utilizados em doencas associadas a processos
inflamatorios, oxidativos e metabolicos.

Palavras-chave: Metil chavicol. Sintese orgénica. Modelagem molecular. Atividade
antioxidante. Atividade antilipidémica. Atividade anti-inflamatoria.



ABSTRACT

Methyl chavicol is a phenylpropanoid found in essential oils and its antimicrobial, anti-
inflammatory, local anesthetic and insecticide activities have been highlighted. The objective
of this study was to synthesize and evaluate the molecular interaction profile of the methyl
chavicol and analogues, as well as to investigate the antioxidant, antilipidemic and topical
anti-inflammatory activities using in vivo, in vitro and in silico methods. Synthesis of the
analogues was performed by classical reactions of organic chemistry. Antioxidant activity
was determined by DPPH and lipid peroxidation methods, while the antilipidemic effect was
essayed against to pancreatic lipase. Anti-inflammatory activity was evaluated using Croton
oil-, phenol-, and histamine-induced ear edema models in mice. Histopathological analyzes
and the myeloperoxidase (MPO), N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAG), nitric oxide, tumor
necrosis tumor (TNF-a), interleukin 6 (IL-6) and cyclooxygenase assays were determined.
The bindings were generated by the Marvin Sketch Program and refined by PM7 method
present in the MOPAC2012 Program. Enzymes were obtained from protein database under
1EQG and 5IKT (COX-1 and -2), 1R35 (iNOS) and 1LPA (pancreatic lipase) codes.
Molecular recognition was determined using the program Discovery Studio v 4.5 2016. 2 -
[(4-methoxyphenyl) methyl] oxirane (2), 3-(4-methoxyphenyl) propane-1,2-diol (8), 2-
Methoxy-3-(4-methoxyphenyl) propan-1-ol), 1-methoxy-3-(4-methoxyphenyl) propan-2-ol
(17) and 3-(4-methoxyphenyl) propanal (18) were the synthesized analogues. Methyl chavicol
significantly decreased the thickness and mass of ear edema induced by irritants (p < 0.001).
A significant reduction on myeloperoxidase, N-acetyl-B-D-glucosaminidase, nitric oxide,
tumor necrosis tumor (TNF-a) and interleukin 6 (IL-6) was revealed (p < 0.05, p<0.01 orp <
0.001). Methyl chavicol was unable to inhibit COX-1 and-2 in in vitro test and the molecular
docking showed no interaction, including the analogues 2, 8, 17 and 18. In addition,
molecular docking showed an inhibitory effect of the methyl chavicol and its analogues on the
pancreatic lipase. The results indicate that methyl chavicol and its analogues are promising
therapeutic agents that can be used in diseases associated with inflammatory, oxidative and
metabolic processes.

Keywords: Methyl chavicol. Organic Synthesis. Molecular modeling. Antioxidant activity.
Antilipidemic activity. Anti-inflammatory activity.
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais para fins terapéuticos é uma préatica que data milhares
anos como citada em documentos das civilizagdes Egipcia e Chinesa (LORENZI; MATOS,
2008). Sobre este aspecto, o conhecimento oriundo dos produtos naturais deve ser
considerado um dos passos fundamentais para a descoberta de substancias bioativas ao
decorrer do tempo. O épio, por exemplo, extraido dos bulbos da espécie Papaver somniferum,
deu origem a diversos alcaloides como morfina (analgésico sedativo), codeina (antitussigeno),
tebaina (antagonista opioide), narcotina (antitussigeno) e papaverina (espasmolitico)
(VIEGAS JUNIOR et al., 2006). A descoberta dos salicilatos em 1757 a partir das cascas do
Salix alba foi outro importante marco no desenvolvimento dos farmacos, o qual resultou na
sintese do acido acetil salicilico com propriedades anti-inflamatoria, analgésica e antitérmica
por Felix Hoffmannem 1898 (ARNOUS et al., 2005; VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

No campo dos produtos naturais, os metabdlitos especiais ou secundarios
possuem papel fundamental no desenvolvimento da sintese de novos farmacos. Calixto e
colaboradores (2005) afirmaram que 25% a 30% dos farmacos utilizados efetivamente na
terapéutica sdo provenientes de metabdlitos biossintetizados por organismos vivos. Esses
metabolitos também originaram 60% dos farmacos anti-carcinogénicos e 75% dos
antimicrobianos (NEWMAN et al., 2003), principalmente quando considerado o perfil
etnofarmacoldgico (MEDEIROS et al., 2007; REZENDE et al., 2002). Sob essa 6tica, o
conhecimento da biodiversidade e a utilizacdo sustentavel dos recursos naturais constituem
uma extraordindria estratégia para a descoberta de novos medicamentos.

Por outro lado, os produtos sintéticos requerem elevados investimentos,
contribuem significativamente para acdes com relevantes pesquisas de bioprodutos e podem
ser usados como protdtipos para novas substancias. Um exemplo marcante foi o uso dos
antimalaricos naturais, quinina e artemisinina, como fontes de farmacos e de matéria-prima
para producdo de substancias ativas semissintéticas (BRAZ-FILHO, 2010). No entanto,
considerando que os farmacos sdo moléculas que tém acdo sobre alvos fisioldgicos, como
proteinas, para modular sua funcdo, os métodos computacionais constituem uma importante
ferramenta para extrair informagdes de estruturas tridimensionais de um determinado alvo
protéico e/ou complexo ligante-alvo através conhecimento das interagdes moleculares. Assim,

tais métodos tornaram-se centrais como estratégia no desenvolvimento de medicamentos a



partir do planejamento racional de farmacos (HUNG; CHEN, 2014; GUNTHER et al., 2003;
JORGENSEN, 2010; JOSEPH-McCARTHY, 1999).

O estudo in silico de estruturas e propriedades moleculares pelo uso de quimica
computacional e técnicas de visualizacdo grafica tem como objetivo fornecer uma
representacdo tridimensional do perfil de interagdo entre ligante e alvo fisioldgico
(SANT’ANNA, 2002). Nesse sentido, uma estrutura tridimensional da macromolécula alvo e
ferramentas computacionais sdo necessarias no planejamento racional de farmacos para
construir e examinar o encaixe entre pequenas moléculas e seu sitio receptor (JORGENSEN,
2010). Entre as ferramentas usadas nesses estudos, o docking molecular é de grande
relevancia neste planejamento.

Metil chavicol é um metabdlito especial pertencente a classe dos fenilpropanoides
e € um constituinte majoritario de O6leos essenciais de plantas das familias Apiaceae
(Pimpinella anisum L., “anis”; Foeniculum vulgare Mill., “funcho”), Magnoliaceae (Illicium
verum Hook f., “anis estrelado”) e Asteraceae (Artemisiadracuncullus L., “estragdo”)
(PAULA et al., 2007). Atividades biologicas, tais como antimicrobiana, anti-inflamatoria,
anestésica local e inseticida, sdo atribuidas a essa substancia (PATTNAIK et al., 1997;
PAULA et al., 2003; SILVA-ALVES et al., 2013; SILVA-COMAR et al. 2014).

Com base nos aspectos citados acima, o presente trabalho realizou uma investigagao
sobre a sintese e modelagem molecular de andlogos do metil chavicol, assim como avaliou

alguns potenciais farmacoldgicos usando ferramentas in vivo, in vitro e in silico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 METIL CHAVICOL

1-metoxi-4-prop-2-enilbenzeno, também conhecido como metil chavicol, estragol
e p-alilanisol, € um metabolito especial pertencente a classe dos fenilpropanoides. Sua
estrutura quimica é constituida por um anel benzeno com presenca de um grupo metoxi (-
OCHa) e um propenil (-CHsCHCH,) nas posicdes 1,4, respectivamente. E um liquido incolor
com odor de anis, insolivel em &gua, soluvel em etanol e cloroférmio. E constituinte
majoritario de diversos 6leos essenciais de plantas das familias Apiaceae (Pimpinella anisum
L., “anis”; Foeniculum vulgare Mill., “funcho”), Magnoliaceae (lllicium verum Hook f., “anis
estrelado”) e Asteraceae (Artemisia dracuncullus L., “estragdo”) (PAULA et al., 2007).Figura
1 mostra a estrutura em 3D (modelo bolas e varetas) otimizada em Marvin Sketch 16.7.4 e
refinada por MOPAC2012.

Figura 1 - Estrutura quimica do metil chavicol.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

2.1.1 Biossintese e sintese

Metilchavicol € biossintetizado pela rota metabolica da via do acido chiquimico.
Essa rota inicia-se pela formacéo do acido chiquimico por meio de uma condesacédo alddlica
entre o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato, dois metabdlitos da glicose. Uma vez
formado, o acido chiquimico pode ser metabolizado em acido corismico ou acido galico. O

acido corismico, resultante da transformacdo de 5-enolpiruvil-chiquimato 3-fosfato (EPSP),



por meio de eliminacdo 1,4. O EPSP é formado a partir da incorporacdo uma molécula de
fosfoenolpiruvato na cadeia lateral do &cido 3-fosfochiquimico. Para a formacgdo dos
aminoacidos aromaticos, um rearranjo intramolecular (rearranjo de Claisen) do acido
corismico produz &cido prefénico (SIMOES et al., 2003). Este sofre uma série de reacdes:
descarboxilacdo, aromatizacdo formando acido fenil-pirtvico e, em seguida, uma aminagao
redutiva, origina o aminodcido fenilalanina. Pela acdo da enzima fenilalanina amonialiase
(PAL), a fenilalanina perde uma molécula de aménia originando o &cido cinamico. Sob acao
do citocromo P450-dependente, o &cido cindmico recebe um grupamento hidroxila no anel
aromatico, formando o acido p-cumaérico. A hidroxila introduzida passa por uma reacdo de
metilacdo, catalisada pela enzima metiltransferase de especificidade ampla (SAM — specificity
methytransferase). O processo de reducdo, também enzimatico, gera dois isdmeros: atenol e
metil chavicol (DEWICK, 2009) (Esquema 1).

Esquema 1 - Biossintese do metil chavicol.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

A abordagem tipica para sintese de constituintes alilfendlicos envolve a formacéo
da ligacdo aril-alil C-C. Com isso, o metil chavicol pode ser obtido por meio de uma sintese

convergente em trés etapas realizadas a partir do fenol (Esquema 2).



Esquema 2 - Sintese do metil chavicol
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

A primeira etapa consiste na preparacdo do ariléter por meio da reacdo de
Williamson. A alquilacdo do oxigénio da hidroxila fendlica ocorre prontamente quando o ion
fenoxido reage com cloreto de metila. O ion em questdo forma-se a partir da desprotonacédo da
hidroxila fendlica na presenca de hidréxido de sédio (NaOH), uma base forte (Esquema 3A).
A préxima etapa trata-se de uma reacdo de tosilacdo do alcool. O prop-2-ene-1-ol tem a
hidroxila convertida a um grupo tosilato (excelente grupo de saida) ao reagir com cloreto de
tosila e piridina em excesso (Esquema 3B). O produto formado na presenca de acido sulfdrico
¢ protonado, com formacdo subsequente do carbocation prop-2-en-1-il. Tal espécie
eletrofilica ataca o anel aromatico, substituindo um dos atomos de hidrogénio em uma reacao
chamada substituicdo aromatica eletrofilica (Esquema 3C) (BUCHOLZ et al., 2003).
Entretanto, reacdes de alquilacdo, geralmente, sdo ineficientes ou ndo seletivas (SHIMIZU,
1997).



Esquema 3 - Mecanismo da sintese do metil chavicol
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Fonte: ADAPTADO DE BUCHOLZ et al., 2003.



Outras abordagens como acoplamento cruzado séo preferencialmente utilizadas.
Procedimentos eficientes com haletos de arila (principalmente iodetos ou brometos) por meio
de reacdo de Stille. Trata-se de uma reagdo entre substancia organoestanha com um haleto
organico catalisado por palddio. Foram relatados estudos com uso de aril Grignard e
derivados de aril zinco em catalise por niquel e /ou cobalto. Substancias arilborénicas foram
igualmente utilizados nas reagdes mediadas por paladio com acetato de alila (Esquema 4)
(BOUYSSI; GERUSZ; BALME, 2002; GOMES; GOSMINI; PERICHON, 2003; INOUE et
al., 2001; KONDO et al., 1994; LITTKE; FU, 1999; WENKERT et al., 1983;). Apesar do alto
do rendimento obtido, essas reagdes mediadas por metais tém desvantagens significativas. Em
muitos casos, estas ocorrem sob condig¢Oes estritamente anidras e/ou a uma temperatura
elevada e envolvem a utilizacdo de reagentes caros e sensiveis, aditivos adicionais ou uma
grande quantidade de catilisador. Além disso, se a molécula alvo tiver grupamento hidroxila
livres, uma sequéncia de reacdo de protecdo e desprotecdo deve ser cuidadosamente
planejada. De qualquer forma, quando s&o destinados para uso farmacéutico, as substancias
organometalicas sdo tdxicas e devem ser completamente removidas (PROTTI; FAGNONI;
ALBINI, 2005).

Esquema 4 - Reacéo de haleto organico na obtencdo de alilfenol
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Fonte: ADAPTADO DE PROTTI et al., 2005.

Alternativamente, a geragdo de cation 4-metoxifenil por fotdlise e adicionada
prontamente a olefinas (Esquema 5). A reacdo deste cation com aliltrimetilsilano conduziria
ao correspondente aromatico alilados apds eliminacdo do cation trimetilsilil (um bom grupo
abandonador) (PROTTI et al.; 2004; PROTTI; FAGNONI; ALBINI, 2005).



Esquema 5 - Sintese do metil chavicol por fotdlise.
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Fonte: ADAPTADO DE PROTTI et al., 2005.

2.1.2 Atividades bioldgicas

Atividade inseticida do metilchavicol tem sido associada aos 6leos essenciais de
Ocimum ssp. (ricos em metil chavicol, trans-anetol, cis-anetol e eugenol, pois foram eficazes
contra Anopheles braziliensis, mosquito transmissor da malaria, dengue, febre amarela
(PAULA et al., 2003). O dleo essencial de Ocimum selloi apresentou atividade repelente e
auséncia de risco mutagénico e de irritabilidade na pele humana. Essa substancia também
blogueia a excitabilidade neuronal pela inibicdo dos canais de sddio ativados por voltagem
através de um mecanismo semelhante aos anestésicos locais (SILVA-ALVES, 2013).

Atividade anti-inflamatdria do metil chavicol foi descrita por Silva-Comar e
colaboradores (2014), o qual inibiu a migracdo leucocitaria e estimulou a fagocitose de
macrofagos. Além disso, Pattanaik e colaboradores (1997) mostraram que o 6leo essencial
(linalol, 1,8 cineol, metil chavicol, eugenol e metil cinamato) de O. basilicum e seus
constituintes revelaram queo metil chavicol apresentou uma atividade antimicrobiana
relativamente pequena em comparagéo aos demais constituintes.

Analises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectroscopia de massas
realizada por Fitsiou e colaboradores (2016) evidenciaram que a espécie Ocimum basilicum
contétm metil chavicol como constituinte majoritario. Neste estudo, a atividade
antiproliferativa dessa espécie foi mais citotoxico contra 0 modelo in vitro de cancer de célon
humano (linhagem Caco2) seguida por cancer de hepatocelular humano (linhagens HepG2) e
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7).

Em doses elevadas, o metil chavicol tem um potencial hepatocarcinogénico em
diferentes roedores. A carcinogenicidade dessa substancia estd vinculada a conversdo
metabdlica em metabdlitos genotdxicos (DRINKWATER et al., 1976; MILLER et al., 1983;



WISEMAN et al., 1985). A bioativacdo do metil chavicol come¢ca com uma converséo
catalisada por citocromo P4501A2 e P4502A6a um metabolito carcinogénico: 1’-hidroxi-
metil chavicol (Figura 2) (JEURISSEN et al., 2007). O metabolismo de fase | incluem O-
desmetilacdo, epoxidacdo e 3’-hidroxilacdo, formando 4-alilfenol, metil chavicol-2’,3’-6xido
e 3’-hidroxianetol, respectivamente (ANTHONY et al., 1987; GUENTHNER; LUO, 2001,
LUO et al., 1992; PHILLIPS et al., 1981; SANGSTER et al., 1987; SOLHEIM;SCHELINE,
1973). A sulfonag¢ao de 1’-hidroxi-metil chavicol gera o metabdlito cancerigeno que, devido a
sua instabilidade, degrada-se em um carbocation que é capaz de ligar DNA (Figura 2)
(PHILLIPS et al., 19814, 1984b; RANDERATH et al., 1984; WISEMAN et al.,1985).

Figura 2 - Metabolismo do metil chavicol.
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2.2 PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS

Os farmacos, em sua maioria, sdo pequenas moléculas que possuem a capacidade
de ligarem a um alvo fisiolégico, como proteinas, modulando sua funcdo. Considerando-se
este conceito, os métodos computacionais tornaram-se de grande relevancia, uma vez que
podem extrair informagGes contidas na estrutura tridimensional de um alvo protéico e/ou de
complexo ligante-alvo, assim como permitem entender o perfil de interagdes moleculares
através da afinidade de ligacdo da pequena molécula a proteina. Assim, tais métodos sdo
centrais para a estratégia de desenvolvimento de medicamentos, denominada planejamento
racional de farmacos (HUNG; CHEN, 2014; GUNTHER et al., 2003; JORGENSEN, 2010;
JOSEPH-McCARTHY, 1999).

Tradicionalmente, os farmacos eram descobertos de maneira empirica, sendo um
processo trabalhoso, caro e demorado. Todavia, dado ao grande nimero de moléculas
organicas conhecidas, este processo nédo seria simplicado ao método de “sintetizar e testar”. A
transformacdo do processo de desenvolvimento de um novo farmaco de uma operacédo
empirica em um processo racional, baseando-se na estrutura tridimensional do alvo de
interacdo, reduziria significativamente tanto o tempo quanto 0s custos envolvidos na
descoberta e otimizacdo de constituintes lideres e, consequentemente, no desenvolvimento de
agentes farmacolGgicos promissores. E neste contexto em que o planejamento racional de
farmacos, baseado na estrutura do receptor, se insere, representando atualmente uma
ferramenta essencial em pesquisas pré-clinicas. As maiores industrias farmacéuticas e de
biotecnologia do mundo utilizam ferramentas computacionais nesta etapa da pesquisa
(AMZEL, 1998; DAVIS; TEAGUE; KLEYWEGT, 2003; FARBER, 1999; GRINTER; ZOU,
2014; GUNTHER et al.; 2003; HUNG; CHEN, 2014; JORGENSEN, 2010;MANDAL;
MOUDGIL; MANDAL, 2009; RICHARDS, 1994; SINGH; MALIK; SHARMA, 2006).

O planejamento racional de farmaco lanca mdo do conhecimento do alvo
bioldgico de interesse para se otimizar o processo de descoberta de novos medicamentos
(GRINTER, ZOU, 2014). Racionalizando-se o chamado “espago quimico”, ou nUmero total
de moléculas organicas pequenas possiveis, estima-se aproximadamente 10%, o que significa,
ao tentar desenvolver novas moléculas, nos deparamos com infinitas possibilidades. Portanto,
a pesquisa de novos ligantes deve se restringir aqueles os quais apresentem algumas
relevantes caracteristicas espaciais eletrénicas que Ihes permitam se ligar a uma proteina alvo
de forma favoravel (CAIN et al., 2014).
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No planejamento racional de farmacos baseado em estrutura alguns passos sdo
necessarios tais como (AMZEL, 1998; FARBER, 1999; JOSEPH-McCARTHY, 1999;
LYNE, 2002; WIEMAN et al., 2004):

e Identificar uma macromolécula alvo envolvida com o problema em questdo, baseado
no conhecimento do metabolismo do organismo em tudo,

e Determinar a estrutura tridimensional desta macromolécula, o que pode ser feito por
meio de cristalografia de Raios X, ressonancia magnética nuclear (NMR) ou
modelagem molecular por homologia;

e Simular o encaixe de ligantes a estas macromoléculas utilizando ferramentas
computacionais, possibilitando o estudo do complexo formado e a caracterizagdo dos
tipos de interacGes entre as moléculas (um destes métodos é o docking molecular);

e Estimar a afinidade destes ligantes ao alvo (uma das finalidades dos softwares de
docking);

e Identificar um possivel protétipo;

e Planejar possiveis melhorias neste composto a partir resultados obtidos nas
simulagoes.

Com base nesses aspectos, a estrutura do complexo ligante-alvo é utilizada para se
aperfeicoar o desenho de novas substancias com intuito de alcancar uma afinidade maior.
Dessa forma, o planejamento baseado na estrutura do receptor serve para otimizar a poténcia
de um dado ligante, melhorar suas propriedades e reduzir os efeitos colaterais e toxicidade.
Neste sentido, o0 método in silico permite identificar as melhores direcdes para sinteses de
novas moléculas bioativas, mais especificas para apenas um subgrupo de substancias mais
promissoras para ser sintetizada e testada experimentalmente. Além disso, permite obter
respostas mais rapidas quanto a eficacia e seguranca dos novos ligantes, uma vez que se busca
desenvolver substancias que se liguem fortemente a sitios receptores especificos, exercendo
seu efeito bioldgico em doses mais baixas e de maneira seletiva a proteina alvo (AMZEL,
1998; BHARATH; MANJULA; VIJAYCHAND, 2011; DAVIS; TEAGUE; KLEYWEGT,
2003; FARBER, 1999; HUNG; CHEN, 2014; JORGENSEN, 2010; JOSEPH-McCARTHY,
1999; LYNE, 2002;SINGH; MALIK; SHARMA, 2006; SCHLOSSER;RAREY, 2009;
SLIWOSKI et al., 2014).

A relagdo custo-beneficio de se utilizar ferramentas computacionais na nesta fase
da otimizacdo de substancias é de grande importancia. O custo de se desenvolver um novo

medicamento esta entre 400 milhGes a 2 bilhdes de ddlares, sendo que a sintese e analise dos
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analogos dos protétipos representam uma grande parcela deste valor. Utilizar os métodos in
silico nesta etapa possivelmente reduzird o nimero de substancias a serem sintetizadas e
testadas in vitro, por excluir aqueles menos promissores. Ao considerar, 0s custos das
ferramentas computacionais, comparado com a sintese quimica e caracterizacdo bioldgica de
substancias, sdo baixos, tornando este método atrativo para focar, reduzir e diversificar o
espaco quimico a ser explorado no desenvolvimento de um novo farmaco (CORREA, 2015).

O planejamento de farmacos auxiliado por métodos computacionais ja foi
utilizado no descobrimento de substancias que ultrapassaram a etapa de triagem clinica e se
tornaram novos medimentos no tratamento de diversas doengas, tais como captopril, inibidor
da enzima conversora de angiotensina, aprovado em 1981, como um medicamento anti-
hipertensivo. Outros exemplos como a dorzolamida, inibor da anidrase carbbnica, aprovada
em 1995; saquinavir aprovado em 1995, ritonavir e indinavir, ambos aprovados em 1996 e os
estes utilizados no tratamento da AIDS; tirofiban, um antagonista do fibrinogénio aprovado
em 1998 (SLIWOSKI et al., 2014).

2.2.1 Modelagem molecular

Modelagem molecular ¢ o estudo in silico de estruturas e propriedades
moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de visualizacdo grafica, com
objetivo de fornecer uma representagdo tridimensional (SANT’ANNA, 2002). Como
mencionado acima, a utilizacdo destes métodos pode reduzir significativamente o tempo e 0s
custos para o desenvolvimento de novos farmacos (GELDENHUYS et al., 2006).Suas
aplicabilidades vao desde a criacdo, edicdo e visualizacdo de moléculas, até otimizacdo de
geometrias e interacBes entre alvos bioldgicos e seus potenciais ligantes, como é o caso do
docking molecular (MDL ISISDraw, 2016; XDrawChem, 2016; DELANO, 2004; SAYLE;
MILNERWHITE, 1995; PURANEN; VAINIO; JOHNSON, 2010; HESS et al., 2008;
GOODSELL; MORRIS; OLSON, 1996; MORRIS et al., 2009;TROTT; OLSON, 2010)

2.2.2 Docking molecular

No planejamento racional de farmacos se faz necessario a uma estrutura
tridimensional da macromolécula alvo e ferramentas computacionais a qual permitam
construir e examinar como pequenas moléculas se encaixam ao sitio receptor deste alvo
(JORGENSEN, 2010). Uma destas ferramentas é o docking molecular de grande valia neste

tipo de planejamento.
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Docking é um termo utilizado para designar métodos computacionais, 0s quais
procuram o melhor “encaixe” entre duas moléculas, um receptor e um ligante dadas as
coordenadas atdmicas destas moléculas, tenta-se prever a interacdo entre elas. De maneira
simplificada, tem por objetivo a identificacdo do modo de ligacdo, ou seja, orientacdo e
conformacdo de uma pequena molécula (ligante) em um sitio de ligacdo de uma
macromolécula (receptor), podendo formar um complexo estrutural estdvel (EWING;
KUNTZ, 1997; EWING et al., 2001; GRINTER; ZOU, 2014; HUNG, CHEN, 2014; KUNTZ
etal., 1982; MOUSTAKAS et al., 2006).

Sabe-se que a capacidade de uma molécula de interagir com uma proteina
especifica e exercer seu efeito bioldgico depende de sua habilidade de interagir favoralmente
com um sitio de ligacdo. Portanto, moléculas as quais compartilham destas interacdes
favoraveis possivelmente exercem efeitos bioldgicos similares (SLIWOSKI et al., 2014).
Sendo assim, 0os mecanismos de interacdo receptor-ligante podem ser utilizados para propor
novos ligantes de maneira a otimizar a interacdo com sitio estudado da macromolécula alvo
(KONTOYIANNI; McCLELLAN; SOKOL, 2004). Com conhecimento prévio do complexo
proteina-ligante, a estrutura quimica inicial de um ligante poderd ser modificada para
melhorar a afinidade pelo mesmo sitio. Os métodos de docking permitem estimar a afinidade
e modo de interacdo de um complexo ligante-receptor, fornecendo informagbes sobre
substancias promissoras a serem investigadas (GRINTER; ZOU, 2014; RESTER, 2006).

O docking molecular tem um histérico bem-sucedido de aplica¢bes praticas,
incluindo a descoberta de novos inibidores enzimaticos, antagonista e agonistas de receptores,
bloqueadores de canais ibnicos, bem como novos farmacos aprovados que foram
desenvolvidos com o auxilio do planejamento de farmacos baseado na estrutura (GRINTER,;
ZOU, 2014). Além do docking proteina-ligante, esta técnica permite a interacdo proteina-
DNA, proteina-proteina (HUNG; CHEN, 2014).

Nos programas de docking molecular, os quais utilizam uma funcéo de pontuacao
(score) baseada em campos de forca (force field) (programas AutoDock e AutoDock Vina), a
estabilidade da ligag&o receptor-ligante € medida pela intensidade de energia de interacdo das
forcas intermoleculares envolvidas na ligagdo entre os &tomos do ligante e dos atomos do sitio
ativo do receptor. Estas forcas intermoleculares sdo fracas comparadas com as forcgas
intramoleculares e séo, em geral, reversiveis. Quanto menor for a energia de interacdo, maior
é a estabilidade do complexo. Assim, o nimero de interacBes intermoleculares, os tipos e
intensidades das mesmas exercem profunda influéncia sobre a estabilidade de interacdo

calculada entre o ligante e o receptor de interesse. Como € observado nos resultados de
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calculos, uma interacdo de ligacdo de hidrogénio é, tipicamente, cerca de dez vezes mais
estavel do que uma interacdo do tipo Van der Waals.

2.2.2.1 AutoDock Vina

O programa AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010) é uma versdo adaptada do
programa AutoDock (GOODSELL; MORRIS; OLSON, 1996; MORRIS et al., 2009) com
suporte a execucdo multicore, ou seja, pode ocorrer em diversos nucleos de processamento
existentes na maquina para paralelizar a carga ou demanda computacional dos célculos
envolvidos no procedimento. O paralelismo utilizado pelo AutoDock Vina consiste em dividir
a superficie de busca de seus algoritmos genéticos em diversas subareas de célculos para
distribui-las nos diversos nucleos de processamento da maquina.Portanto, cada nucleo
promove a evolucdo das populacdes em uma determinada regido especifica do dominio de
buscas. No final, os complexos proteina alvo-ligante mais estaveis, encontrados durante
calculos, sdo reunidos e organizados de forma crescente em relacdo aos valores de energias de
interacdo calculados (TROTT, OLSON, 2010).

E oportuno lembrar que AutoDock Vina é uma ferramenta open-source, que se faz
necessario converter o formato dos arquivos das moléculas para o formato PDBQT, um
formato estendido do PDB (PDB DATABASE, 2016) no qual contera as informacdes
estruturais da molécula, as cargas elétricas de cada 4&tomo que constitui a molécula (Q) e os

tipos e nimeros de torcdes (T).

2.3 ASPECTOS GERAIS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Com a producdo energética em células eucarioticas, moléculas com elétrons
desemparelhados, derivados do metabolismo oxidativo, altamente reativas e instaveis sdo
geradas e, comumente, denominadas de radicais livres (RL) ou espécies reativas de oxigénio
(EROS) (SOSA et al., 2013; VALKO et al., 2007). A producdo enddégena de RL esta
associadaas atividades de enzimas, tais como oxidases, ciclo-oxigenases, lipoxigenases,
desidrogenases e peroxidases, reducdo de flavinas e tiois, presenca de metais de transi¢cdo no
interior da célula e de sistemas de transporte de elétrons. Além disso, RL podem ser gerados
por fontes exdgenas, incluindo uso de tabaco, polui¢do do ar, solventes organicos, anestésicos,

pesticidas e radiacdes (DROGE, 2002; LI; ISHDORJ; GIBSON, 2012; SOSA et al., 2013).
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RL classificam-se em quatro grupos, de acordo com o principal &tomo envolvido:
espécies reativas de oxigénio (ERO), nitrogénio (ERN), enxofre (ERS) e cloreto (ERC). As
ERO sdo as mais abundantes e podem ser do tipo radicalar, como hidroxila (OH®),
superoxido (0,*), peroxila (ROO®) e alcoxila (RO®); e néo-radicalar como peréxido de
hidrogénio (H,O;) e oxigénio (O,). O estresse oxidativo (dano causado pelos radicais livres)
depende de suas concentragdes intramoleculares, o que determina o equilibrio redox, ou seja,
0 balanco entre suas taxas de producéo e eliminacdo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005;
LI; ISHDORJ; GIBSON, 2012; SOSA et al., 2013).

O desequilibrio entre as espécies quimicas “pré-oxidantes” e ‘“‘antioxidantes”
provoca o estresse oxidativo, o qual causa danos diversos, como peroxidagdo das membranas
lipidicas, agressdo as proteinas teciduais, danos ao DNA e RNA (Figura 3), levando a
patologias, como doencas inflamatdrias, cardiovasculares, neuro-degenerativas, alergias,
envelhecimento acelerado, hemorragias, catarata, disfungdes imunologicas e cancer
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; DROGE, 2002; SOSA et al., 2013; VALKO et al.,
2007).

Figura 3 - Imagem ilustrativa do dano causado pelo radical hidroxila ao DNA
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Fonte: ADAPTADO DE PERRON et al., 2009.

Em decorréncia ao estresse oxidativo, 0s organismos Vvivos se adaptaram tanto a
presenca quanto a acdo de RL, desenvolvendo complexos mecanismos, como de prevencéo,
reparo dos danos, defesa fisica e antioxidante. Este Ultimo mecanismo, sdo substancias sao
capazes de retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis, mesmo em baixa
concentracdo comparada ao substrato (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; LI; ISHDORJ;
GIBSON, 2012; SOSA et al., 2013). O mecanismo de acdo dos antioxidantes consiste em
neutralizar RL, seja por meio de doacdo de elétrons ou por prevencdo da formacéo destes e
das cadeias autooxidativa, poder redutor, capacidade de complexar com metais, inibicdo de
enzimas pro-oxidantes e reparo dos danos causados (LI; ISHDORJ; GIBSON, 2012;
MAGALHAES et al., 2008; VALKO et al., 2007).
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Os antioxidantes podem ser enzimaticos ou ndo-enzimaticos. Dos enzimaticos
podem ser citados glutationa peroxidase/GPX ou micromoléculas como &cido urico e diversos
aminoacidos. Os ndo-enzimaticos tem como exemplos produtos encontrados em espécies
vegetais, destacando os flavonoides, carotenoides, tocoferois, acido ascorbico e outras
substancias fendlicas e/ ou antioxidantes sintéticos como N-acetilcisteina e selénio
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; SOSA et al.,, 2013; VALKO et al., 2007). As
substancias fenolicas tém papel fundamental como antioxidante devido as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
neutralizacdo ou no sequestro de RL e na quelacdo de metais de transi¢cédo, agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo (LIMA et al., 2006; PERRON
et al., 2009).

Os métodos para avaliar a atividade antioxidante podem ser divididos em
quimicos (in vitro) e bioldgicos (cultura de célula e in vivo). Como os mais utilizados na
pesquisa, 0s ensaios quimicos constituem quatro tipos principais, de acordo com 0 mecanismo
antioxidante avaliado: sequestro de radicais livres estaveis; poder de reducdo de ions
metalicos; métodos competitivos e inibi¢do da oxidacéo lipidica.

O sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH®*) ou método do DPPH
tem sido utilizado preliminarmente na pesquisa por ser um ensaio simples e altamente
sensivel. E um método colorimétrico no qual, na presenca de antioxidante, o DPPH®, cuja
coloracdo purpura € devido a sua capacidade de deslocalizacdo eletrbnica, € reduzido e gera
sua forma estavel DPPH-H (2,2-difenilpicril-hidrazina) cuja coloracdo € amarela. O
mecanismo reacional consiste na transferéncia de elétrons do antioxidante para o radical,
acompanhada pela abstracdo de um atomo de hidrogénio (Figura 4) (OLIVEIRA et al., 2009).
O DPPH® absorve proximo a 520 nm e sua reducdo pelo antioxidante ¢ monitorada por
espectrofotometria pelo decaimento da absorbancia (ALVES et al., 2010; CAROCHO;
FERREIRA, 2013; MOON; SHIBAMOTO, 2009).
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Figura 4 - Estrutura quimica do radical DPPH e reag&o de estabilizacdo com um antioxidante
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Fonte: ADAPTADO DE OLIVEIRA et al., 2009.

O sistema de co-oxidagao P-caroteno/acido linoleico avalia a atividade
antioxidante por meio da capacidade de determinada substancia em inibir a formagéo e/ou
sequestrar os radicais livres gerados na peroxidacdo lipidica (oxidacdo do acido linoleico).
Mediante a presenca de ERO e O, o &cido linoleico forma radicais peroxila (LOO®), os quais
reagem com o [-caroteno, oxidando-o e diminuindo a sua quantidade no meio.
Consequentemente, a perda da coloracdo alaranjada do sistema e queda da absorbéncia.
Moléculas antioxidantes frente as solu¢Bes atuam inibindo a peroxidacdo lipidica, assim como
competindo pela reducdo dos radicais peroxila, o que reduz ou inibe o clareamento da solucao
(ALVES et al., 2010; MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Outro método que permite avaliar a peroxidacdo lipidica é a determinacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA). O ensaio permite a quantificacdo do
malonaldeido (MDA), um dialdeido formado como produto secundario durante a oxidacgéo de
acidos graxos poli-insaturados (AGPI) por cisdo beta dos AGPI peroxidados (LIMA;
ABDALLA, 2001). Em condicOes apropriadas (hidrolise &cida), reage eficientemente com
uma variedade de agentes nucleofilicos, os quais produzem cromégenos com alta
absortividade molar no espectro visivel. A condensacdo do MDA com TBA (Figura 5) forma
produtos que podem ser determinados por espectrofotometria com absor¢do proximo em 532

nm.

Figura 5 - Reacdo de formacao do complexo cromogénico a partir do &cido tiobarbitarico com

malonaldeido
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Fonte: ADAPTADO DE OSAWA, FELICIO e GONCALVES, 2005.
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Embora o método seja sensivel e simples, ndo possui especificidade para 0 MDA,
visto que outras substancias podem reagir com o TBA. Esta inespecificidade &
particularmente importante contendo AGPI autoxidados como produtos de decomposicéo
secundaria, o que inclui mistura de substancias saturadas de cadeia curta (alcano), insaturados
(alcenos e alcadienos) e aldeidos, alem de MDA. E estes, em condi¢Ges apropriadas de
incubacdo, também sdo reativos ao TBA, formando produtos com um espectro no visivel
similar ao do complexo MDA-TBA. O teste espectrofotométrico com TBA pode medir uma
variedade de espécies que absorve em 532 nm. Outra interferéncia neste método deve-se a
presenca de metais de transi¢do, o que possibilita a geracdo de MDA durante analise (LIMA;
ABDALLA, 2001).

Os resultados obtidos por meio de ensaio in vitro ndo podem ser extrapolados para
condi¢cdes em in vivo, uma vez que o mecanismo de acdo dos antioxidantes ndo se limita a
sequestro de radicais livres e/ou inibicdo da formacdo destes. Os mecanismos também
envolvem a suprarregulacdo enzimética e sinalizacdo celular, o que leva a necessidade de
teste in vivo e celulares (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

2.4 ASPECTOS GERAIS DA ATIVIDADE DO METABOLISMO LIPIDICO

A Sindrome Metabolica (SM) caracteriza-se por uma situacao clinica a qual inclui
fatores de risco para doenca cardiovascular como obesidade visceral, disfuncdo endotelial,
dislipidemia e hipertenséo arterial. Além disso, esta associada ao desenvolvimento de diabetes
melito tipo 2, devido a presenca de resisténcia a acdo da insulina (PICON et al., 2005). A
concomitancia entre a SM e as afecces cardiovasculares aumenta o risco de mortalidade
geral em cerca de 1,5 vezes e a cardiovasculares em aproximadamente 2,5 vezes (BRANDAO
et al., 2005).

A diagnose da SM tem tido divergéncia na definicdo, parametros e politicas de
salde entre a Organizagdo Mundial de Sadde (considera a resisténcia a insulina ou disturbio
do metabolismo da glicose) (ALBERTI; ZIMMET, 1998) e o National Cholesterol Education
Program’s Adult Treatment Panel 11l (NCEP-ATP Ill), desenvolvida para uso clinico, ndo
exige a comprovacao de resisténcia de a insulina (NCEP-ATP Il1, 2002). Este define a SM

como a combinacdo de no minimo trés componentes demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Componentes da SM definida pela NCEP-ATP IlI

Componentes Niveis

Obesidade abdominal por meio da Homens > 102 cm

circunferéncia abdominal Mulheres >88cm

Triglicerideos <150 mg/dL

HDL Colesterol Homens <40 mg/dL
Mulheres <50 mg/dL

Presséo arterial <130 mmHg ou > 885 mmHg

Glicemia de jejum <110 mg/dL

Fonte: ADAPTADO DE NCEP-ATP IlI, 2002.

Além de ser um componente da SM, a obesidade se tornou um grave problema de
satde mundial e dados epidemiolégicos da OMS indicam que 1,9 bilhGes de adultos acima de
18 anos estdo com excesso de peso e 600 milhdes sdo obesos (GANESH et al., 2015). O
desequilibrio do metabolismo lipidico pode desenvolver um quadro de hiperlipidemia ou de
obesidade e medidas, como a reducdo da ingestdo caldrica e préatica de exercicios, devem ser
adotadas. A utilizacdo de agentes antiobesidade é um coadjuvante indispensavel na
existénciade risco para a saude (WADDEN, 1998).

A obesidade e a resisténcia a insulina promovem o aumento de doenca por dano
oxidativo a proteinas, lipidios, DNA e processo inflamatério devido a geracdo de RL e
deficiéncia na desintoxicacédo celular e reparos de moléculas danificadas (MATTSON, 2009).
Nessas vias do metabolismo, a peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO) é um dos
processos desencadeados, pois forma hidroperoxido lipidico pela incorporacdo de oxigénio
molecular a um dos acidos graxos poliinsaturados (AGPI). No meio biolégico, LPO pode
ocorrer pela vias enzimatica, envolvendo as ciclooxigenases e lipoxigenases na oxigenagdo do
AGPI, e ndo enzimatica, comparticipacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
metais de transi¢do. Portanto, a avaliacdo do processo de LPO pode ser utilizada como um

indicador do estresse oxidativo celular da obesidade.

24.1 Trigliceridios e sua digestdo
Os lipidios sdo um grupo heterogéneo de substancias, caracterizados pela
hidrofobia e alta solubilidade em solventes organicos. Uma das mais abundantes classes de

lipidios séo os triacilglicerdis ou trigliceridios. As gorduras existem, sobretudo, no tecido
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adiposo, sdo os componentes lipidicos da dieta e sdo misturas de diferentes tipos de
trigliceridios. Por definicdo os trigliceridios sdo esteres de acidos graxos e glicerol (SILVA et
al., 1999).

O processo de digestdo dos trigliceridios inicia-se em no estbmago, em pequenas
quantidades, catalisada por uma lipase estavel em meio acido, que se origina de glandulas na
base da lingua (lipase lingual). Em seguida, os trigliceridios progridem praticamente intactos
até o intestino delgado pela acdo da lipase gastrica pela hidrélise estomacal, cuja atividade
enzimatica é lenta e pouco eficiente. No duodeno, ocorre a liberacdo de agentes
emulsificantes, promovendo dois mecanismos: 0 uso das propriedades detergentes dos sais
biliares e a mistura mecanica devido ao peristaltismo. Tais mecanismos aumentam a area da
superficie das goticulas de lipidios, propiciando que a lipase pancredtica atue
(LOTTERNBERG, 2009).

A lipase pancreatica remove acidos graxos preferencialmente dos carbonos 1 e 3,
liberando &cidos graxos livres e 2-monoacilglicerol,que formam micelas mistas e sdo
absorvidos pelos enterdcitos. Os &cidos graxos sao unidos novamente em trigliceridios. Apds
sua absorcdo, os trigliceridios ligam-se a proteinas, devido a baixa solubilidade, para serem
transportados pelo organismo. As principais lipoproteinas sdo os quilomicra, as lipoproteinas
LDL-colesterol (low density lipoprotein) e as HDL-colesterol (high density lipoprotein). Vale
ressaltar que o LDL transporta colesterol do figado até os tecidos periféricos, enquanto o HDL
captura colesterol dos tecidos e o transporta até o figado, onde sdo convertidos a acidos
biliares (ALVIM, 2002; GUYTON et al., 2006).

Agentes antilipase (orlistate, por exemplo) séo inibidores de lipases digestivas,
atuam por meio da redugdo ou bloqueio da digestdo de gordura, impendindo absorcdo da
mesma e, portanto, imitam o efeito da reducdo da ingestdo de alimentos (SILVA et al., 2009;
FORTES et al., 2006).

2.5 INFLAMACAO TOPICA

A pele relaciona-se diretamente com meio externo como barreira fisica sujeita a
lesbes causadas por agentes quimicos, mecanicos, patdgenos e resposta autoimune. Esses
estimulos podem desencadear reacGes imediatas de prote¢cdo ao organismo, denominada
resposta inflamatdria (FIRESTEIN, 2004). A inflamacdo descreve as respostas dos tecidos

vascularizados, envolta de manifestacbes hemodinamicas, interacdes celulares e atividade de
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fatores sollveis, constituindo uma resposta protetora imediata do sistema imune a algum tipo
de agresséo ao organismo (LARSEN, HENSON, 1983).

O primeiro passo na cadeia integrada de reacdes mediadas pelo sistema imune
envolve o reconhecimento do estimulo agressor o qual induz a producdo e liberacdo de
mediadores quimicos como histamina, prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, fator de
ativagdo plaquetéria, bradicinina, 6xido nitrico, neuropeptidios e citocininas (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009). Entretanto, cada tipo de estimulo resulta em um padrdo
caracteristico de resposta por parte do sistema imunolégico, dependente dos componentes de
reconhecimento e mediadores produzidos (ALI et al., 1997; SILVA; CARVALHO, 2004).

O processo inflamatdrio tem base em trés fases distintas: transitoria aguda
(vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular), subaguda (infiltracdo dos
leucdcitos e células fagocitarias) e proliferativa cronica (degeneracdo tecidual e fibrose)
(SILVA; CARVALHO, 2004). Os sinais cardinais da inflamag&o — calor, rubor, dor, edema e
perda de funcdo — sdo consequéncia dos efeitos sobre a circulagcdo sanguinea no local,
permeabilidade vascular, infiltracdo de leucdcitos, liberacdo de agentes indutores de dor. Tais
efeitos podem levar ao processo de necrose o que depende do tipo de tecido envolvido e o
processo inflamatdrio em si (ALI et al., 1997; LARSEN; HENSON, 1983).Neste sentido, a
resposta inflamatoria é benéfica e fisiologica pela qual o organismo se defende e repara danos
teciduais ou perda de fun¢des (LAWRENCE et al., 2002).

Como previamente mencionado, a pele tem funcdo de proteger o organismo de
estimulos nocivos, exercendo inclusive protecdo imunoldgica associada a imunidade inata,
também conhecida como natural ou nativa (ALI et al., 1997; LARSEN; HENSON, 1983).0s
queratindcitos sdo os principais constituintes da epiderme e desempenhamum papel ativo
naresposta imune inataporsecretaruma variedade decitocinas e quimiocinas. Estes armazenam
grande quantidade de interleucina 1 (IL-1) em seu citoplasma, podendo libera-la quando
danificados, iniciando uma cascata inflamatoria. A liberacdo de citoquinas pré-inflamatoriasé
necessaria para ativara resposta imune (DONNARUMMA, 2011). Em resposta, 0s
queratinocitos adjacentes liberam mais IL-1a, assim como IL-1B, fator de necrose tumoral
(TNF- ) e IL-6, amplificando o sinal inicial. Simultaneamente, os queratindcitos produzem
quimiocinas, incluindo IL-8 e fatores de crescimento, como IL-7 e IL-15, que facilitam sua
sobrevivéncia e induzem a ativacéo de leucocitos em resposta as quimiocinas (SPELLBERG,
2000). Entretanto, entre todas as citocinas produzidas pelos queratindcitos, somente as
primarias (IL-1a, IL-1-p e TNF-a) ativam um ntmero suficiente de mecanismos efetores

capazes de desencadear uma resposta inflamatoria cutanea (KUPPER, 1990).
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Além dos queratindcitos, outras células residentes na epiderme e derme, como
fibroblastos, células endoteliais, melandcitos e macréfagos também produzem diversas
citocinas mediante um estimulo (BURBACH et al., 2000). Em resposta a invasdo microbiana,
0s queratindcitos montam eficazes defesas da imunidade inata atraves da ativacdo de uma
grande variedade de receptores detipo Toll (TLR) (MCINTURFF et al., 2005;
POTAPOVICH, 2011).

Os mastdcitos sdo células derivadas da medula 0ssea, residem na maioria dos
tecidos adjacentes aos vasos sanguineos, efetora das reacdes de hipersensibilidade e
autoimunes participando das respostas imunes inata e adquirida. Expressam um receptor Fc de
alta afinidade para imunoglobulina do tipo E (IgE) dependentes de reacOes
dehipersensibilidade imediatapor meio de sua capacidade de resposta aos alérgenos com
liberacdo de mediadores inflamatoérios via de liberacdo de granulos, producdo de lipidios
inflamatorios e sintese de citocinas. E evidente que as respostas dos mastocitos aos alérgenos
sdo reguladas por uma variedade de fatores enddgenos e exdgenos (ANDRADE et al., 2011).

A exposicdo da pelea uma variedade de estimulos, tais como citoquinas
(interferon-c, fator de necrose tumoral-alfa), radiacdo UV e 12-O-tetradecanoilforbol-acetato
(TPA) leva a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS), direta ou
indiretamente, as quais desempenham um papel critico no desenvolvimento de varias doencas
inflamatorias da pele, tais como a dermatite atopica (OTUKI et al., 2011).

O oxido nitrico (NO) é uma molécula de sinalizacdo envolvida em varios
processos fisioldgicos e patoldgicos. NO € sintetizado por trés tipos de NOsintase (NOS):
NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzivel (iNOS) que sdo expressas
napele (CALS-GRIERSON; ORMEROD, 2004; MENDES, et al., 2012). Na pele, o NO tem
numerosasfun¢fes homeostaticas, incluindo a proliferacdo de queratindcitos, melanogénese, a
angiogénese, a cura de feridas, o fluxo de sangue, a regulacdo do tdnus vascular,
neurotransmissdo, a agregacdo plaquetaria, 0 aquecimento e outros mecanismos
homeostaticos. NO também esta envolvido em condic¢des patoldgicas, como doengas imuno-
mediadas, pele e outras doengas inflamatorias, incluindo as queimaduras solares, necrose,
psoriase e lupus eritematoso cutaneo (MENDES, et al., 2012).

Citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, liberadas localmente
durante a inflamacdo pelos queratinocitos (NIU; RO, 2011). Algumas citocinas podem ter
acdes pré como IL-1, 2, 6, e 7 e TNF ou anti-inflamatéria como I1L-4, 10, 13 e transformador
de crescimento B (FTC-pB), de acordo com o microambiente no qual estdo localizadas. Nao é

possivel classificar as citocinas quanto a célula de origem ou quanto a funcéo bioldgica, elas
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foram agrupadas em interleucinas 1 a interleucina 35 sequencialmente (IL-1 a IL-35), TNF,
quimiocinas (citocinas quimiotaticas), interferons (IFN) e fatores de crescimento
mesenquimal (OLIVEIRA et al., 2011).

As citocinas também podem diretamente sensibilizar nociceptores e aumentar a
sensibilidade neuronal ao calor, estimulos mecénicos e quimicos. As citocinas inflamatorias,
tais como IL-1B e TNF-a, contribuem para a dore hiperalgesia indiretamente por meio da
inducdoda producéo de agentes inflamatdrios que sensibilizamos nociceptores. Além disso, as
citocinas inflamatdrias sdo potentes moduladores da expressdo dos receptores envolvidos na
doreanalgesia (NIU; RO, 2011). As respostas imune e inflamatéria sédo reguladas pelas
citocinas, de forma autdcrina e paracrina, por meio da interacdo com receptores especificos
presentes nos queratindcitos, fibroblastos, células de Langerhans, células endoteliais e
linfocitos T infiltrados, acarretando a mobilidade de leucdcitos a partir do sangue e a ativacao
de outras células do tecido cutdneo (RANG et al., 2007; UCHI et al., 2000).

A ativacdo da proteina quinase C (PKC), proteina quinase A (PKA), fator de
transcricdo nuclear — Kappa B (NF-kB) e proteina ativadora-1 (AP-1) podem ocorrer pela
exposicao celular pelas citocinas primarias (IL-1 e TNF- a), por meio de receptores proprios.
Estes fatores de transcricdo, quando ativados, induzem a transcricdo génica de diversas
citocinas (TNF- a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF, TGFBL1 - fator de crescimento tumoral),
quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas responsaveis pela producdo de mediadores
inflamatdrios secundarios 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS) e cicloxigenase-2 (COX-2)
(PASCUAL,; GLASS, 2006; LAWRENCE; GILROY, 2007). Essas citocinas difundem pela
vasculatura cutanea, informando as células endoteliais que uma resposta inflamatdria estd em
andamento. Ocorre também a ativacdo de linfdcitos T locais e células de Langerhans que se
encontram adjacentes as células T, desenvolvendo agdo como apresentadoras de antigenos a
estes linfocitos. Apds ativagdo das células T, o meio de citocinas da epiderme torna-se
significativamente mais complexo, uma vez que estas células irdo produzir mais citocinas,
interferon (IFN)-a, IFN-y e mais TNF-a, além de outras citocinas pré-inflamatorias como IL-
17, a qual promove aumento na secrecdo de IL-6 e IL-8 pelos queratindcitos, que sdo, entao,
estimulados a expressar moléculas de adesdo como ICAM (molécula de adeséo intercelular).
Simultaneamente, as defesas locais sdo rapidamente ativadas pelo recrutamento de
macrofagos, que estimulados por citocinas oriundas da epiderme e por estimulos antigénicos,
mobilizam seu citoesqueleto para tornarem-se maveis, acabando por secretar
metaloproteinases e outras enzimas de degradacdo, que lhes permite romper o colageno e

outros componentes estruturais e assim atravessar em direcdo a epiderme. Enguanto isto, as
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células de Langerhans ativadas irdo fazer o caminho contrario aos macrofagos, deixando a
epiderme em direcdo aos linfonodos, onde irdo encontrar células T conservadas e apresentar o
antigeno, voltando, posteriormente, ao compartimento dérmico. Ao mesmo tempo, a
vasculatura dérmica iniciara um processo chamado de defesas sistémicas (SPELLBERG,
2000).

O 4acido araquiddnico (AA) é liberado pelos fosfolipidios das membranas
celulares através de alguns estimulos (quimicos, inflamatérios, traumaticos e miogénicos)
e/ou por mediadores, a partir da ativacdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2), sendo esta
precursora de varios eicosandides. AA é liberado na inflamacdo a partir da membrana dos
glébulos brancos ativados, sendo fundamental para a inflamacédo, pois a sua metabolizacao
gera varios mediadores inflamatdrios como prostaglandinas e tromboxanos (PGE2, PGD2,
PGF2a, PGI2, TXA2). Existem duas vias que AA pode seguir simultaneamente apds ser
sintetizado: via ciclooxigenases 1, 2 e 3 (COX-1, COX-2 e COX-3) e via das lipoxigenase
(HILARIO; TERRERI; LEN, 2006, YEDGAR et al., 2007). Na pele normal, a COX-1 esta
distribuida em toda a epiderme, enquanto a COX-2 se localiza principalmente nos
queratindcitos supra-basais, sendo rapidamente induzida frente a um estimulo inflamatério
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; LEE et al., 2003).

As lipoxigenases que estdo presentes principalmente no citosol sdo encontradas
nos pulmdes, plaquetas, mastocitos e leucécitos. A principal enzima do grupo é a 5-
lipoxigenase (5-LOX) que atua sobre o &cido araquiddnico, produzindo o acido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5 HPETE) e € convertido em leucotrieno A4 (LTA4). O LTA4
pode ser convertido em leucotrieno B4 (LTB4) ou em uma série de cisteinilleucotrienos
(LTC4, LTD4 e LTE4). LTB4 € produzido principalmente por neutrofilos e macrdéfagos
(MURI; SPOSITO; METSAVAH, 2009), enquanto os cisteinil leucotrienos, principalmente
por eosinéfilos, mastécitos, baséfilos e macréfagos (BELCH; HILL, 2000).

As prostaglandinas E2 (PGE2) sdo as principais prostaglandinas presente no
tecido cutaneo e sdo responsaveis pela modulacdo de varios eventos inflamatérios, como o
aumento da permeabilidade vascular e vasodilata¢do, contribuindo para formagéo do edema e
na adesdao e diapedese dos neutrdfilos e mondcitos. No entanto, o trafego dos linfocitos a
partir do lumen pos-capilar para o espaco intersticial ja € um processo mediado em parte pelo
LTB4 (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; LEE et al., 2003).

A histamina e a serotonina, sdo especificamente importantes porque estdo
disponiveis em reservas pré-formadas e estdo entre os primeiros mediadores a serem liberados
durante a inflamacdo (MACGLASHAN, 2003). A histamina desempenha uma acao
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importante durante o processo inflamatorio cutaneo, pois atua em muitos processos
fisiologicos celulares, mas também intervém nas reagdes alérgicas e na inflamacdo, sendo
esse um dos principais motivos dos mastocitos estarem estrategicamente localizados na
microvasculatura dos tecidos que estdo em contato com o meio externo, como a pele, pulmdes
e intestinos. A liberacdo da histamina ocorre pelo processo de exocitose durante as reagoes
inflamatorias ou alérgicas, através da interagdo de fatores do sistema complemento (C3a e
Cbha) e de antigenos com anticorpos IgE fixados nos mastdcitos. Apos a degranulacdo dos
mastocitos, a histamina atua em receptores especificos (receptores histaminérgicos),
promovendo a constricdo do mdasculo liso, vasodilatagdo e aumento da permeablidade
vascular (SCHARAMM; THORLACIUS, 2004; SILVA; CARVALHO, 2004; SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004).

A funcdo coordenada da populacdo celular presente na derme e epiderme permite
que ocorra uma resposta rapida e efetiva frente a variedade de estimulos que ocorrem na
interface entre o organismo e o meio externo (WILLIAMS; KUPPER, 1996). Todo esse
evento € dinamico, culminando na resolucdo o que caracteriza o processo agudo. Entretanto,
em certas ocasides, 0 processo se perpetua passando a inflamacédo a deixar de ser um processo
de protecdo, mudando para agressdo ao organismo como acontece com doencas inflamatorias
autoimunes (SHIRASAKI et al., 2009).

2.6 ASPECTOS GERAIS DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Os modelos de inflamacéo in vivo, como edema de pata e de orelha induzido por
agentes flogisticos e pleurisia sdo frequentemente utilizados nos estudos de atividade anti-
inflamatdria de substancias e produtos naturais (WILLOUGHBY, 2003). O modelo de edema
de orelha é extremamente Util na avaliagdo da atividade anti-inflamatoria topica, por ser uma
metodologia bastante simples e rapida, requer pequena quantidade de amostra, apresenta boa
reprodutibilidade, fornece resultados rapidos e com elevado grau de confianga, aléem de
identificar substancias que tenham a capacidade de penetrar na pele (GABOR, 2003). O 6leo
de croton € um potente agente irritante obtido da espécie Croton tiglium L. (Euphorbiaceae)
conhecida por sua agdo flogistica. E constituido por uma mistura de lipideos, onde o 13-
acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA), agente irritante, € um dos principais ésteres de
forbol presente no 6leo. A aplicacdo tOpica desse agente estda associada & resposta

inflamatdria, estresse oxidativo, proliferacéo e ativacdo de oncogenes nucleares (GARG et al.,
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2008). A aplicacdo Unica de Oleo de croton gera resposta inflamatdria aguda, apresentando
vasodilatacdo, infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares e edema (SARAIVA et al., 2010).

O acido araquidonico, um acido graxo também utilizado como agente flogistico, é
0 substrato das enzimas cicloxigenases (COX) e lipoxigenase (LOX), que origina mediadores
da inflamagdo como prostaglandinas (PG) e leucotrienos (LT), respectivamente, promovendo
a formacdo do edema. Nesse modelo, é possivel identificar substancias que inibem esse
metabolismo (CRUMMEY et al., 1987; YOUNG et al., 1984).

Outro modelo de edema de orelha é a dermatite induzida por fenol é um dos
modelos animais de dermatite de contato utilizado para produzir irritacio imediata. E um
modelo de inflamacdo cutanea aguda que mimetiza a dermatite de contato que ocorre em
humanos (LIM; PARK; KIM, 2004). Diversos mecanismos estdo envolvidos na inflamacéo
causada pelo fenol decorrente principalmente da sua acdo sobre os queratindcitos, como a
liberacdo de mediadores pro- inflamatérios como IL-1a, metabdlitos do AA e espécies
reativas de oxigénio (ERO) (MURRAY et al., 2007; WILMER et al., 1994).

Com base nos métodos de estudo de atividade anti-inflamatdria, especialmente
nos testes de edema de orelha, o desenvolvimento de terapias anti-inflamatorias e 0s novos
agentes terapéuticos podem contribuir significativamente no tratamento de doencas associadas
a processos inflamatérios (SKINNER, 2005). Portanto, a pesquisa de novas opcles
terapéuticas continua sendo uma das grandes linhas entre os pesquisadores nacionais e

internacionais.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Neste estudo, a sintese e a modelagem molecular de andlogos do metil chavicol e
avaliacdo das atividades antioxidante, anti-inflamatoria e inibicdo da lipase pancreatica foram
realizadas com intuito de buscar novas op¢oes terapéuticas através do entendimento de seus

mecanismos moleculares.

Objetivos Especificos:

e Sintetizar andlogos do metil chavicol;

e Caracterizar a estrutura de substancias sintetizadas por métodos espectroscopicos e
cromatograficos;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro do metil chavicol;

e Avaliar o efeito do metilchavicol frente a atividade enzimatica da lipase pancreatica;

e Auvaliar a atividade anti-inflamatdria topica do metil chavicol em modelos de edema de
orelha;

e Auvaliar o efeito do metil chavicol na inibicdo da atividade enzimética da
ciclooxigenase-1 e -2 in vitro;

e Propor um mecanismo de molecular envolvido na acdo dessas substancias por meio de

estudo de docking.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS ANALOGOS

Os reagentes utilizados para a sintese dos compostos bem como os solventes P.A.
utilizados na purificacdo sdo: metil chavicol (> 93,63%), acido meta-cloroperbenzdico (>
77%), cloroférmio deuteraudo (CDCl; 99,8%) (Sigma Aldrich®), hexano (> 99%) (Neon®),
diclorometano (> 98%), acetato de etila (> 98,5%), éter etilico (> 98%), cloroférmio (> 99%),
acido cloridrico (> 37%), metanol (> 98%), &cido sulfurico (> 95%), cloreto de sodio (>
99,5%), hidroxido de sddio em micropérolas (> 99%),piridina (> 98%), anidrido acético(>
99,5%) (Vetec®), etanol (> 99%) (Biotec®), iodo (> 95%) (Synth®), permanganato de potéssio
(> 98%) (Merck®), biocarbonato de sodio (> 95%) (Isofar®), sulfito de sodio (> 98%),
tiossulfato de sodio (> 98%) (Reagen®)e sulfato de sédio anidro (> 99%) (Quimex®).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13 foram
realizados no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora com a
colaboracdo da Professora Dra. Mara Rubia Costa Couri e obtidos a 500 MHz e 150 MHz,
respectivamente, em um espectrometro BRUKER AVANCE DRX/500 Como referéncia
interna foi utilizado o tetrametilsilano (TMS) ou o hidrogénio residual do solvente deuterado.
Os valores de deslocamento quimico (6) foram referidos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos picos foram obtidas por integracdo
eletronica e suas multiplicidades descritas como: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; tdd =
tripleto de dupleto duplo; dd = dupleto duplo; ddd = duplo dupleto duplo; m = multipleto.

O metil chavicol e seus andlogos foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectroscopia de massas na Centralbio da Faculdade de Farmécia. As substancias
foram diluidas em acetato de etila a 1% (v/v) e, em seguida, 1,0 pL da solucdo obtida foi
injetada, com divisdo de fluxo (1:20) em um cromatdgrafo a gas, modelo SHIMADZU
GCMS-QP2010 Plus, coluna capilar tipo Rtx-5 (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano). O hélio
foi usado como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/minuto. A temperatura do forno foi
programada de 60 a 240° C em uma taxa de aquecimento de 8° C/minuto. O detector de
massa foi operado no modo de ionizacdo de elétrons (70 eV). A composi¢do percetual dos
produtos sintetizados foi obtida por normalizacdo, integracdo das areas dos picos

cromatograficos.
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Para cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G 0,063-0,200 mm
(70-230 mesh ASTM) Sigma Aldrich® e para cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando placas de alumina F,s; em folhas pré-revestidas da Sigma-Aldrich®e sistemas
solventes contendo hexano/acetato de etila (9:1; 8:2; 7:3; 6:4 e 1:1). Como reveladores foram

utilizados lampada ultravioleta (UV) em 254 nm e vapores de iodo.

4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.2.1 Método do sequestro do radical DPPH

A atividade antioxidante do metil chavicol e seus analogos foi determinada pelo
método espectrofotométrico utilizando o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)
como descrito por Mensor e colaboradores (2001). Solugdes estoques a 750mg/mL em etanol
P.A. das amostras (metil chavicol e seus analogos) foram preparadas e 3,5-di-terc-butil-4-
hidroxi tolueno (BHT) em 1mg/mL (controle positivo). A partir das solucBes estoques,
diluicdes foram realizadas em etanol, obtendo-se diferentes concentracdes.

Aliquotas de 2,5 mL das amostras foram transferidas, em triplicata, para tubos de
ensaio seguida de adicdo de 1 mL da solucdo de DPPH a 0,03 mM. A capacidade antioxidante
do metil chavicol e anélogos foi determinada pela cinética de reacdo do DPPH com
antioxidante, nas categorias: cinética rapida (tempo de reacdo menor que 30 minutos), média
(tempo de reacdo entre e 1 hora) e lenta (tempo de reacdo maior que 1 hora). As absorbancias
foram daterminadas por dez vezes em intervalos de 15 minutos: to, ts, tso, ts, teo, t7s, too, tizo,
tis0, tiso € tz0 (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012). Apds tempo de incubacdo,
verificou-se a capacidade das amostras em reduzir o 2,2-difenil-1-picril hidrazila em 2,2-
difenil-1-picril hidrazina através mudanca da cor purpura para amarela que foidetectada em
espectrofotémetro (SHIMADZU®, UV-1800) sob comprimento de onda de 518 nm
(MENSOR et al., 2001). O branco (amostras e BHT) foi constituido por 2,5 mL das solugdes
e 1,0 mL de etanol. O controle negativo foi composto por 2,5 mL de etanol e 1,0 mL da
solugdo de DPPH, cujo “auto-zero” foi realizado somente com metanol.

A partir das leituras em absorbancia, foi determinada a porcentagem de atividade
antioxidante (%AA) que corresponde a quantidade de DPPH reduzida pelas amostras,

utilizando a seguinte férmula:
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Abz amostra — Abs branco da amostro
0gAA =100 — [( J] x 100

Abz controle — Abs branco do controle

Onde, Abs amostra: absorbancia das amostras para uma concentracdo; Abs branco
da amostra: absorbancia do branco das amostras e BHT para uma concentracdo; Abs
controle: absorbancia do controle negativo; Abs branco do controle: absorbancia do branco
do controle negativo.

Apos obtengdo das porcentagens da atividade antioxidante, os valores foram
utilizados para a elaboracdo dos graficos, cuja abscissa corresponde a concentracdo da
amostra e a ordenada a %AA. Por meio de analise de regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados, foram determinadas as equacgdes da reta, as quais foram utilizadas para

calcular a concentragdo efetiva 50% (CEsy).

4.2.2 Método de co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante do metil chavicol e seus analogos foi determinada pelo
metodo de co-oxidagdo do PB-caroteno/acido linoléico descrito por Koleva e colaboradores
(2002). O ensaio consiste na preparacdo de uma solucdo de B-caroteno a 0,2 mg/mL em
cloroférmio P.A. Um mL dessa solucdo foiacondicionado a um baldo de rotaevaporacédo,
junto a 25 pL de acido linoleico e 200 mg de Tween 40. Em seguida, o baldo foi submetido a
rotaevaporacdo em banho de agua 40°C, para a remocéao do cloroféormio. A este sistema foi
adicionado lentamente e sob agitacdo constante 50 mL de agua destilada, oxigenada por
borbulhamento por meio de bomba de ar, para formagdo de uma emulsdo. Paralelamente,
foram preparadas as solucdes das amostras e BHT (controle positivo) a 25 pg/mL. Em uma
microplaca, aliquotas de 30 pL dessas solugdes foram adicionadas, em triplicata, seguido de
250 pL da emulséo. O controle negativo foi composto, em triplicata,por 30 pL de etanol e 250
pL da emulsdo. O branco do teste correspondeu a 280 pL de etanol.

O ensaio consistituipor leituras da microplaca a cada 15 minutos ap0s incubacgéo
em estufa a 50°C, sendo a primeira leitura (tp), feita imediatamente apds a adicdo das
aliquotas da emulsdo nos pogos da microplaca. Este procedimento repetiu-se por sete vezes,
obtendo no final, oito leituras: to, tis, tso, tas, teo, t75, tgo € tigs. Neste sentido, houve
monitoramento do processo da oxidagdo do [-caroteno, ou seja, o clareamento do sistema e
consequentemente, a reducdo gradual das medidas de absorbancias das solu¢es nos pogos da

microplaca. As absorbancias foram medidas em leitor de microplaca (THERMOPLATE®,
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TP-READER) em comprimento de onda de 492 nm. Com a obtencdo das leituras, montou-seo
gréafico de decaimento das absorbancias em funcdo do tempo e foi determinada a porcentagem

de inibicdo da peroxidacdo lipidica (%l), calculada a partir da seguinte formula:

% (Hc'uﬂtrufe — Aamostro

100
Acontrole ]_r

Onde, A controle = Abs to - Abs tig5 € A amostra = Abs to - Abs ti0s, Sendo que A
controle: controle negativo e A amostra: metil chavicol e seus analogos e controle positivo
(BHT).

4.2.3 Método de peroxidacdo lipidica pelo &cido tiobarbiturico

A atividade antioxidante do metil chavicol e seus analogos foi determinada pelo
método de peroxidacdo lipidica por meio da determinacdo das substancias reativa ao &cido
tiobarbiturico descrito por Wong et al. (1995), com modificacdes. O ensaio consiste em
determinar a presenca de malonaldeido e substancias provenientes de peroxidacdo lipidica
(BUEGE; AUST, 1978), por meio da deteccdo do complexo cromogénico por
espectrofotometria.

Homogenatos foram preparados com 25g de carne moida de baixo teor de
gordura, 17 mL de &gua destilada e 200 pL do metil chavicol e analogos em metanol nas
concentracdes 7,5; 15 e 30 mg/200 pL. Em seguida, os homogenatos foram aquecidos até o
cozimento inicial da carne. Apds esse procedimento, adicionou-se agua destilada até
completar o volume para 100 mL, e procedeu-se a homogeneizacdo e transferéncia do
homogenato obtido para frascos @ambar, armazenando-os sob refrigeracéo.

No dia do preparo das amostras e nos quatro dias consecutivos foi realizado o
teste o qual consiste na transferéncia em triplicata de 500 mg de cada homogenato e
acrescidos de 50 pL de solucéo etandlica de BHT a 4% (p/v), 2,5 mL de acido fosforico a 1%
(v/v) e 1,25 mL de acido tiobarbiturico a 1% (p/v) em hidréxido de sodio 0,05 M para um
tubo de ensaio. Na sequéncia, os tubos foram submetidos a aquecimento por meio de banho
fervente por 15 minutos e, em seguida, resfriados em banho de gelo por 10 minutos. Depois
de arrefecidos, adicionou-se 3,0 mL de butanol em cada tubo e submetido vagarosamente a
agitacdo sob inversdo. Os tubos foram centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos e retirou-se o

sobrenadante de cada amostra. A leitura foi realizada em espectrofotometro (SHIMADZU,
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1800) em comprimento de onda de 535 nm e calculou-se a concentragdo do complexo éacido
tiobarbiturico-malonaldeido a partir da curva padrdo de malonaldeido (MDA). Butanol foi

usado como branco, o BHT e metanol como controles positivo e negativo, respectivamente.

43 AVALIAGAO DO EFEITO DO METIL CHAVICOL NA INIBIGAO DA
ATIVIDADE ENZIMATICA DA LIPASE PANCREATICA

O ensaio para determinagdo da inibicdo da atividade enzimética da lipase
pancredtica foi realizado em triplicata, utilizando-se método espectrofotométrico com
algumas modificacdes (PEREIRA et al., 2010; SOUZA et al., 2011; SIMAO et al., 2012;
SOUZA et al.,, 2012). Metil chavicol foi preparado na concentracdo de 10 mg/mL em
dimetilsulfoxido (DMSO). A partir da solugdo de trabalho obtida, o ensaio de inibicdo da
lipase pancreética foi realizado. Foi preparada uma solucdo de lipase pancreética suina na
concentracdo de 10 g/L em tampdo Tris-HCI 0,05 mol/L, pH 8,0, contendo CaCl, 0,010
mol/L e NaCl 0,025 mol/L. O substrato p-nitrofenolpalmitato, 8 mmol/L, foi dissolvido em
Triton-X 100, 0,5% (p/v). Em triplicata, foi adicionado em microtubos, 50 pL da solugéo de
amostras, 100 pL da enzima e 50 pL do substrato e incubada em banho-maria a 37 °C por
quatro periodos de tempo (10, 20, 30, 40 minutos). Apds esse periodo, a reacdo é
interrompida com banho de gelo e 1,0 mL de tampéo Tris-HCI 0,05 mol/L. Para cada tempo
foram feitos os controles sem enzima (branco do substrato) e sem substrato (branco da
enzima). Todos foram preparados e incubados do mesmo modo que os microtubos de
experimentais. Como controle positivo foi utilizado orlistate 1 mg/mL. As absorbancias dos
produtos da acdo da lipase (p-nitrofenol) foram determinadas em espectrofotdmetro
(SHIMADZU® UV-1800) a 410 nm. Posteriormente os valores obtidos nas leituras foram
utilizados para montagem dos gréaficos, cuja abscissa corresponde ao tempo de incubacéo e a
ordenada as absorbancias. Por meio de anélise de regresséo linear pelo método dos minimos
quadrados, foram determinadas as equacdes de reta. A partir dos valores dos coeficientes
angular (inclinacdo da reta) obtidos foram utilizados como referéncia para o célculo da
inibicdo da lipase pancreatica. A porcentagem de inibicdo (I %) da lipase pancreéatica foi
determinada de acordo com a equacao:

(A—a)— (B —h)

% =100
" T a—a
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Onde: A: na auséncia do possivel inibidor, que corresponde ao ensaio enzima
controle; a: na auséncia do extrato e da enzima (branco substrato); B: na presenca do
possivel inibidor com a enzima e substrato; b: na auséncia da enzima.

O coeficiente angular da reta é decorrente da velocidade de formacdo de produto
(p-nitrofenol) por minuto de reacdo e a presenga do inibidor ocasiona uma diminui¢cdo na

inclinacao.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

44.1 Animais

Camundongos Swiss albinos machos (Mus musculus, 45-55 dias e pesando 25-30
g) foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e
os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Farmacologia de Produtos Naturais da
Faculdade de Farmécia da UFJF. Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico (47 x 34
x 18 cm) (temperatura 24 + 2 ° C e ciclos 12:12 claro/escuridao) e receberam agua ad libitum
e alimentacdo balanceada (Nuvilab Roedores - Nuvital Nutrients, Colombo, Brasil). O
cuidado ea experimentagdo animal foram de acordo com as Diretrizes para Cuidados e Uso de
Animais de Laboratério em Pesquisa Biomédica do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional
(protocolo nimero 038/2015).

4.4.2 Método do edema da orelha induzido por 6leo de Créton

O edema de orelha induzido por 6leo de Créton em camundongos foi realizado
como descrito por Schiantarelli et al. (1982) com pequenas modificacdes. O edema de orelha
foi induzido em grupos com seis camundongos cada (n = 6) usando 20 pul de 6leo de Croton
2,5% (v/v, diluido em acetona) na superficie interna da orelha direita. Foi determinada uma
linha de base na orelha esquerda aplicando 20 pl de acetona (veiculo). Apds 60 minutos, o
tratamento foi realizado na orelha direita com metil chavicol (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha) e
dexametasona (0,1 mg/orelha, controle positivo), enquanto o controle negativo (néo tratado)
recebeu 20 pul de solugdo salina. A espessura da orelha (mm) foi medida apo6s 6 e 24 horas
para acompanhar a evolugdo do edema, enquanto que o peso foi quantificado apds eutanasia

com fragmentos de orelha (discos de 6mm). Uma parte destas amostras foi conservada em
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formaldeido 10% (v/v) para analise histopatoldgica e outra foi utilizada para determinar os
marcadores inflamatérios (mieloperoxidase, N-acetil-B-D-glucosaminidase, 6xido nitrico,

interleucina 6 e fator de necrose tumoral).

4.4.3 Método do edema de orelha induzido por fenol

Com base na descricdo de Lim et al. (2004) com leves alteracdes, o fenol (10%
v/v em 20 pl de acetona) foi aplicado topicamente na superficie interna da orelha direita,
induzindo o edema da orelha em camundongos (n = 6), enquanto 20 pl de acetona Veiculo)
foram administrados na orelha esquerda. Ap6s 15 minutos, o tratamento topico foi realizado
com metil chavivol (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha em 20 pl de acetona) ¢ dexametasona (0,1
mg/orelha em 20 ul de acetona, controle positivo). A acetona (20 pl/orelha, controle negativo)
foi aplicada topicamente na orelha esquerda. O edema da orelha foi avaliado 2 horas ap6s a
aplicacdo do fenol por meio do aumento da espessura e peso da orelha.

4.4.4 Método do edema de orelha induzido por histamina

O efeito do metil chavicol sobre a reagéo de hipersensibilidade de tipo imediato
foi avaliado utilizando o modelo de edema de orelha induzido por histamina. Para iniciar este
procedimento, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com cetamina (80 mg/kg)
e xilazina (15 mg/kg) e entdo a espessura da orelha foi medida no tempo zero (medida basal).
Doses de metil chavicol (0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha em 20 pl de acetona) e dexametasona (0,1
mg/orelha em 20 pl de acetona) foram aplicadas topicamente na regido dorsal da orelha
direita (Brand et al, 2002). O grupo de controle negativo recebeu 20 pl de solucdo salina.
Apos 30 minutos de tratamento, foram administrados por via intradérmica 5 pl de histamina
(100 mg/ml em solucdo salina) na regido ventral das orelhas direitas. Noventa minutos apos a
aplicagdo de histamina, a espessura da orelha foi medida novamente. A diferenga entre as
medicgOes da espessura da orelha nos tempos zero e 90 minutos foi considerada como o valor

de edema avaliado neste ensaio. Além disso, foram realizadas medicGes de pesos das orelhas.

445 Avaliagéo do edema de orelha
Para todos os modelos utilizados neste estudo, cada animal foi eutanizado com

uma sobredosagem de cetamina (240 mg/kg) e xilazina (45 mg/kg) e um disco (6 mm de
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didmetro) das orelhas direita e esquerda foi removido com a ajuda de um punch metélico
(Richter). Esses fragmentos foram pesados em balanca analitica (AY220, Shimadzu) ea
diferenca de peso (mg) entre as orelhas direita e esquerda (ndo inflamada) foi a medida do

edema.

4.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

As amostras de tecido das orelhas dos camundongos (discos de 6 mm) do modelo
de edema de orelha induzido por 6leo de Croéton foram conservadas em formol 10%. Para o
preparo das laminas histolégicas, as amostras foram fixadas em solucdo ALFAC (85 mL de
alcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de &cido acético glacial) em um periodo de 16
horas e conservadas em alcool 70% até inicio do processo de desidratacdo. Em seguida, o
material foi desidratado, emblocado em parafina, seccionado em cortes de 5 um em
micrétomo e coradas com hematoxilina e eosina. O edema (espessura do corte histologico),
infiltracdo de leucdcitos e vasodilatacdo foram os parametros da inflamacdo avaliados em
areas representativas com aumento de 100x. Nesses mesmos aumentos, foram realizadas
fotografias dos cortes histolégicos utilizando microscépio acoplado a camera fotogréfica
digital (OLYMPUS®, BX-41) (CHIBLI et al., 2014).

4.6 DETERMINACAO DA MIELOPEROXIDASE

A metodologia de Bradley et al. (1982) modificada por De Young et al. (1989) foi
utilizada para avaliar a atividade da mieloperoxidase (MPO), um indicativo da presenca de
leucocitos polimorfonucleares nos tecidos. Fragmentos de tecidos retirados no modelo de
edema de orelha induzida por 6leo de croton foram adicionadas a 750pl de tampéo fosfato de
sodio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5% de hexadeciltrimetilaménio (HTBA) e triturados por
cerca de 45s a 0°C. O homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a 750ul do
tampé&o anteriormente descrito. A amostra (1,5ml) foi colocada em microtubos e centrifugada
a 12000 x g a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado, armazenado em microtubos e
determinada a concentracéo de proteinas por meio do método de Lowry (1951).

A avaliacdo de atividade enzimatica de MPO foi realizada em triplicata em

microplaca de 96 pogos. Em cada poco foi adicionado 25 pL 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina
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(TMB) cuja concentragéo final é de 1,6 mM em DMSO, 100 pL de peroxido de hidrogénio na
concentragdo de 0,003% v/v em tampao fosfato de sodio pH 5,4 e 25 pL do homogenato
obtido dos fragmentos como descrito anteriormente. A microplaca sera incubada a 37°C por 5
minutos. Em seguida, cada pogo foi adicionado 100 uL de acido sulfarico (H,SO4) a 4 M a
4°C, interromper a reacdo. As medidas das absorbancias foram feitas em leitor de microplaca
(THERMOPLATE®, TP-READER) em comprimento de onda de 450 nm e resultados

expressos mDO/mg de proteina.

4.7 DETERMINACAO DA N-ACETIL-B-D-GLICOSAMINIDASE

A enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) é usada como indicativo da
presenca de presenca de leucocitos mononucleares no tecido no tecido e foi avaliada de
acordo com a metodologia de Sanchez e Moreno (1999). Os fragmentos de tecidos retirados
no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton foram adicionados a 750 uL de
tampdo fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamoénio (HTBA)
e triturados por cerca de 45s a 0°C. O homogenato foi decantado em microtubos e adicionado
a 750 pL do tampéo citado. Amostra (1,5 ml) foi colocada em microtubos e centrifugada a
12000 x g a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado, armazenado em microtubos e
determinada a concentracdo de proteinas por meio do método de Lowry (1951).

A determinacdo de NAG foi realizada em triplicata em microplaca de 96 pocos.
Em cada poco foi adicionado 100 pl do homogenato e 100 ul de p-nitrofenil-acetamida-p-D-
glicopiranosideo (2,24 mM) dissolvido em tampéo de citrato 0,1 M (pH 4,5). A microplaca
foi incubada durante 10 minutos a 37° C, e a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 100 pl
de tampéo de glicina 0,2 M (pH 10,6). As medidas das absorbancias foram feitas em leitor de
microplaca (THERMOPLATE®, TP-READER) em comprimento de onda de 405 nm e
resultados expressos mDO/mg de proteina.

4.8 DETERMINACAO DO OXIDO NITRICO

A concentragdo de 6xido nitrico (NO) foi analisa indiretamente por meio da
mensuracdo das concentracdes de nitrito (NO;") pelo método de colorimétrico de Griess

(GREEN et al, 1982). O reagente de Griess consiste de uma mistura 1:1 da solucdo de
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sulfanilamida a 1% (m/v) com a solucdo de a-naftil-etilenodiamina a 0,1% (m/v) ambas em
acido fosforico a 5%. O homogenato foi preparado com os fragmentos de orelhas obtidos no
modelo de edema induzido por 6leo de Crdton pela adicdo de 3000 pl de salina tamponada
(PBS — pH 7,2) e triturados por cerca de 60 s. O homogenato foi coletado, armazenado em
microtubos a -80° C.

A concentracgdo de nitrito foi realizada em triplicata em microplaca de 96 pogos.
Em cada poco foi adicionado 100 puL do homogenato e 100 puL do reagente de Griess. A
microplaca foi incubada durante 20 minutos em temperatura ambiente. As medidas das
absorbancias foram feitas em leitor de microplaca (THERMOPLATE®, TP-READER) em
comprimento de onda de 540 nm. As concentracdes de nitrito foram calculadas a partir de
uma curva padrao realizada com uma solucéo de nitrito de soédio (NaNO,) nas concentracGes
3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 uM. As absorbancias das diferentes amostras foram
comparadas com a curva padréo, e os resultados obtidos expressos UM.

4.9 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS

A dosagem das citocinas foi realizada pelo método de ensaio imunossorvente
ligado a enzima (ELISA) usando kits comerciais (PeProtech Inc., Rocky Hill, NJ, EUA). As
concentragdes de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) foram medidas
no homogenato preparado com os fragmentos de orelhas obtidos no modelo de edema
induzido por éleo de Créton. Apds 24 horas de incubacdo do homogenato (recomendagdo do
frabicante), 100 pL de 3-etilbenztiazolina-6-sulfonico (ABTS Sigma Chemical Co.)
dissolvido em tampao citrato (0,05 M, pH 4,0 com 0,01% H,0,) foi aplicada para visualizar a
ligagdo com anticorpo. As medidas das absorbancias foram feitas em leitor de microplaca
(THERMOPLATE®, TP-READER) em comprimento de onda de 405 nm. Os niveis de
sensibilidade para os kits TNF-a e IL-6 foram de 16 pg/mL (de acordo com as especificacdes

do fabricante).

4.10 EFEITO DO METILCHAVICOL SOBRE CICLOOXIGENASE-1 E -2

A avaliacdo in vitro da atividade do metil chavicol sobre as enzimas COX-1 e

COX-2 foi realizada usando o kit para ensaio imunoenzimatico COX (ovine/human) Inhibitor
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Screening Assay Kit (n° 560131, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA). Estes ensaios
foram realizados pelo Professor Doutor Alberto Carlos Dias Pires, na Universidade Minho,
Campus de Gualtar, Portugal. Diclofenaco e resveratrol (controles) e metil chavicol foram
dissolvidos em dimetilssulféxido (DMSO) e testados nas concentracfes de 2 a 5 uM e 0,01a
150 uM, respectivamente. 970 pl de solugdo tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo 5 mM
de EDTA e 2 mM de fenol, 10 ul das enzimas COX-1 ou COX-2, 10 pL de heme e 10 pl das
moléculas (diclofenaco, resveratrol e metil chavicol) foi preparada. A reacao foi incubada por
5 minutos a 37° C seguida da adicdo de 10 ul de acido araquiddnico (AA) a 100 mM. A
reacdo foi interrompida apds 2 minutos com 10 pl de &cido cloridrico (HCI) 1 M. Os tubos
foram retirados do banho-maria e adicionado 20 pl de cloreto de estanho (SnCly).

Neste ensaio, a COX catalisa a primeira etapa da biossintese de acido
araquidénico para prostaglandina H, (PGH;) para produzir prostaglandina F,, (PGF,,) por
reducdo com cloreto de estanho que é medida pelo ensaio imunoenzimatico (Tabela 2). Este
método fundamenta-se na competicdo entre as prostaglandinas (PG) e um conjugado PG-
acetilcolinesterase (PG-marcado) em uma quantidade limitada de anti-soro PG. A quantidade
de um conjugado PG-acetilcolinesterase, que é capaz de se ligar ao anti-soro PG, ¢é
inversamente proporcional a concentracdo aos PGs nos pogos. Como se sabe a concentracdo
do conjugado PG-acetilcolinesterase é mantida constante, enquanto a concentracdo das PGs
testadas varia conforme a capacidade de inibigc&o de cada substancia.

Tabela 2 - Reagentes utilizados para a reacao do ensaio imunoenzimatico (EIA) da COX.

Poco Tampdo EIA Amostra/Controle  Marcador (Trago) Antisoro
Branco - - - -
Atividade total (AT) - - S5ul -
LigacOes néo 100 pl - 50 pl -
especificas (LNE)

Ligacdo maxima (Bo) 50 wl 50 ul 50 ul
Amostra/controle - 50 wl 50 ul 50 ul

Fonte: ADAPTADO DE COX (ovine/human) Inhibitor Screening Assay Kit (n° 560131,
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA), 2016.

A placa (Figura 6) foi elaborada com base nas instru¢des do fabricante, e incubada

por 18 horas protegidas da luz, a temperatura ambiente e com agitacdo constante.
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Figura 6 - Imagem ilustrativa da composicao da placa utilizada no ensaio.

9 10 11 12
Blk = Branco TA = Atividade Inicial
NSB = Atividade Ndo Especifica BO = Ligagio Méxima
$1-58 = Padrdo1-8 BC1 = Branco COX-1
BC2 = Branco COX-2 += Atividade 100%
H = Amostra a ser testada

Fonte: ADAPTADO DE COX (ovine/human) Inhibitor Screening Assay Kit (n° 560131, Cayman
Chemical, Ann Arbor, Ml, EUA), 2016.

Durante a incubacdo, o conjugado PG-acetilcolinesterase se liga ao anticorpo
monoclonal previamente ligado ao pogo. A placa foi lavada e em seguida 200 pL do Reagente
de Ellman, que contém o substrato para a acetilcolinesterase, foram adicionados ao poco. A
leitura da reacéo foi realizada por ELISA a 405 nm apds 1 hora de incubacdo no escuro sob
agitacdo (Figura 7).

A densidade odptica produzida é diretamente proporcional a quantidade de
prostaglandinas presente nas amostras ou controles. A porcentagem de inibic¢&o foi calculada
pela comparagdo dos pocgos tratados, seja com metil chavicol ou com diclofenaco e/ou
resveratrol, com a ligagdo méxima para COX-1 ou COX-2. A concentragdo a qual provoca
50% de inibicdo (Clsp pM/mL) foi calculada para cada substancia a partir da curva de

resposta (concentracdo-inibicao). Os ensaios foram realizados em triplicata.



Figura 7 - Imagem ilustrativa da reacédo de EIA.
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Fonte: ADAPTADO DE COX (ovine/human) Inhibitor Screening Assay Kit (n°® 560131,
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA), 2016.

411 MODELAGEM MOLECULAR

4.11.1 Modelagem molecular dos ligantes

A estrutura bidimensional dos ligantes foi desenhada no programa MarvinSketch
16.7.4 (CHEMAXON, s.d.), enquanto a tridimensional foi gerada utilizando-se a fungéo
Clean in 3D. Esta funcéo calcula novas coordenadas tridimensionais para asmoléculas atraves
da construgdo de conférmeros, dentres eles, o de menor energia é mantido. A qualidade das
estruturas € medida por uma funcdo de energia simples, baseada no campo de forga
DREIDING (CHEMAXON, s.d.). Todos os atomos que compdem os ligantes estudados (C,
H, e O) estdo parametrizados neste campo de forga, o qual é capaz de fornecer geometrias
precisas de moléculas organicas e bioldgicas (MAYO; OLAFSON; GOSSARD, 1990). Uma
vez gerada a estrutura tridimensional dos ligantes, a geometria inicial foi refinada por meio de
calculos semi-empiricos com o0 MOPAC2012 (STEWART, 2013), utilizando 0 método PM?7.
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4.11.2 Obtenc&o das estruturas tridimensionais das proteinas

As coordenadas cristalograficas das estruturas tridimensionais das protéinas foram
obtidas do Protein Data Bank (PDB), banco de dados publicos. As enzimas utilizadas foram a
ciclooxigenase 1 (COX-1) com codigo 1IEQG (SELINSKY et al., 2001, PDB), ciclooxigenase
2 (COX-2) com cadigo 5IKT (ORLANDO; MALKOWSKI, 2016, PDB), éxido nitrico
sintase induzivel com cddigo 1R35 (HALLINAN et al., 2003, PDB) e lipase pancreatica com
cddigo 1LPA (VAN TILBEURGH et al., 1993, PDB).

4113 Docking

Uma vez obtidas as coordenadas tridimensionais dos atomos dos ligantes (por
modelagem molecular) e das enzimas alvos, o proximo passo foi realizar o docking molecular.
Para esta simulacdo da formagdo dos complexos tedricos ligante-protéina alvo, foi utilizado o
programa AutoDock Vina 1.1.2.Antes da execucdo deste programa, foi necessario converter o
formato dos arquivos das moléculas para PDBQT, as informacGes estruturais contidas no
formato PDB (formato prévio), as cargas elétricas de cada atomo que constitui a molécula (Q)
e os tipos e numeros de torgdes (T). A geracdo do arquivo PDBQT foi obtida por meio da
utilizacdo do programa AutoDock Tools 1.5.6 (ADT 2016), o qual faz parte do pacote de
ferramentas computacionais compativeis com o programa AutoDock Vina. Esta ferramenta
permite 0 processamento dos arquivos e ajustes para execucdo dos calculos de docking
molecular. O procedimento de acoplamento envolveu a preparacdo do ligante e
macromoléculas usando caixas de simulacdo, as quais acomodem toda a regido de interacdo
entre o ligante e receptor (TROTT, OLSON, 2010). Para explorar o sitio ativo das enzimas

foram construidas caixas como um cubo com o centro geométrico entre:

e Ciclooxigenase-1: 1IEQG
Ligante cristalografico: ibuprofeno.
Dimens6es: 20x20x28, pontos espacados de 1 A.
DirecOes: X 28.185
Y 38.74
Z 192.606
e Ciclooxigenase-2: 5IKT
Ligante cristalografico: acido tolfenamico.

Dimens6es: 26x14x20, pontos espacados de 1 A.
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Diregdes: X 158.398
Y 184.145
Z197.63

e Oxido nitrico sintase induzivel: 1R35
Ligante cristalografico: 4R-flior-N-6-etaniminoil-L-lisina.
Dimens6es: 16x16x16, pontos espacados de 1 A.
Diregdes: X 123.563
Y 114.767
Z 34.215

e Lipase pancredtica: 1LPA
Ligante cristalografico: diundecilfosfatidilcolina.
Dimens6es: 30x30x30, pontos espacados de 1 A.
Diregdes: X 6.309
Y 27.567
Z 48.586

Estes arquivos de configuracdo contém informacdo importante sobre como seréo
efetuadas as buscas pela melhor solucdo estrutural e energética de docking. Os célculos de
docking foram feitos e considerados os parametros evolucionarios automaticos baseados nas
caracteristicas dos ligantes cristalograficos e validados por redocking. As analisesdas
interacdes de reconhecimento molecular foram realizadas por meio do programa Discovery
Studio v. 4.5 2016 (DE OLIVEIRA et al., 2013; TARANTO, 2013). Os ligantes que

apresentaram orientacdes e melhor score foram analisados em tela gréfica.

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos testes foram demonstrados através da média + desvio padrdo ou
erro padrdo médio (E.P.M.). Teste t e andlise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey ou Student-Newman—Keuls como post-hocforam utilizadas para medir o grau de
significancia para p< 0,05. Para as analises estatisticas, foi utilizado o programa GraphPad

Prism®.
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S. RESULTADOS

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO

A partir do metil chavicol foi possivel produzir modificagdes estruturais em
grupos reativos com intuito produzir derivados farmacologicamente distintos ou com
atividades bioldgicas aprimoradas.

A proposta inicial foi sintetizar analogos do metil chavicol, mostrado no Esquema
6, baseado no conceito de isosterismo classico, onde 0s grupamentos possuem a mesma
configuracdo eletronica e propriedades quimicas semelhantes. Portanto a substituicdo
isostérica € a troca de um elemento ou grupamento por outro com configuracdo estéricas e
eletronicas semelhantes, geralmente possuem volume molecular, nimero de atomos ou

disposicdo eletronica semelhantes.

Esquema 6 - Plano de sintese (A): obtencéo de andlogos do metil chavicol por meio do

conceito de Isoterismo classico.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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No entanto, apos estudo preliminar de docking molecular, verificou-se que néo
houve ganho na estabilidade do complexo ligante-receptor quando comparado com o material
de partida (Secéo 5.6.3). Assim, os analogos foram reavaliados e um novo plano de pesquisa
foi delineado a fim de conferir diminuicdo da hidrofobicidade das substancias. Além disso,
desenharam-se moléculas que continham grupos farmacéforicos (cetona, éter, alcoois e acidos
carboxilicos) com atividade biologica conhecida para enquadrar no conceito de
Bioisosterismo. Sob este aspecto, a substitui¢do bioisostérica € a troca de elementos ou grupos
gue possuem similaridades quimicas ou fisico-quimicas que apresentam propriedades
bioldgicas similares (Esquema 7). Os bioisosteros sdo ferramentas estratégicas de geragdo de
novas moléculas biologicamente ativas que afetam o mesmo sistema bioldgico, como agonista
ou antagonistas. Além disso, sua aplicabilidade tem sido fundamental como tatica para a

otimizacdo de propriedades e desenvolvimento de candidatos a farmacos mais qualificados.

Esquema 7 - Plano de sintese (B): obtencdo de analogos do metil chavicol por meio do

conceito de Bioisoterismo.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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Iniciou-se a rota sintética do plano de sintese B a partir do metil chavicol (1)
usando o perdxido de hidrogénio em solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) a 4M
(HENBEST; JACKSON, 1967). O epoxido desejado (2) foi obtido, entretanto, o rendimento
foi insatisfatorio (4,4%). Alternativamente, o metil chavicol (1) foi tratado com acido meta-
cloroperbenzbico (MCPBA).

A epoxidacdo do composto (1) forneceu o produto desejado (2), liquido oleoso
castanho, o qual foi purificado por cromatografia em coluna eluida em hexano/acetato de etila
(8:2). O rendimento desta reacdo foi de 75% e 99% de pureza.

O esquema 8 mostra 0 mecanismo ciclico em uma Unica etapa de transferéncia um
atomo de oxigénio do MCPBA ao alceno. O resultado é uma adicdo sin do oxigénio a ligacdo

dupla com a formacdo do epdxido 2 e &cido 3-clorobenzéico.

Esquema 8 - Mecanismo da reacéo de epoxidagdo do metil chavicol.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

A combinacdo da tensdo anelar com a polarizacdo das ligacbes C-heteroatomo
confere aos epoxidos uma grande reatividade frente a eletrofilos e nucledfilos, gerando
produtos de expansdo do anel ou de cadeia aberta de forma regio- e diastereosseletiva. Tais
caracteristicas 0os tornam ferramentas de construgdo muito versateis em sintese organica. As
reacOes de abertura de epoxidos ocorrer por ataque nucleofilico utilizacdo um nucledéfilo forte
(meio béasico) ou por meio de ativacdo do anel via catélise com &cido de Br¢nsted ou de
Lewis. Nesta proposta, foi planejado a abertura do epoxido 2 de trés maneiras diferentes: por
meio de esterificacdo com anidrido acético em agua; por metoxilcdo em meio &cido e por

aminolise (Esquema 9).
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Esquema 9 - ReacGes de abertura do epoxido 2
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

A reacdo de esterificacdo foi realizada a fim de promover abertura do oxirano (2)
visando a sintese do analogo (11) (Esquema 9). O tratamento do epoxido (2) com solugéo
anidrido acético a 0,1% (v/v) a 140° C a vacuo por 2,5 horas resultou na formagéo do diol (8)
(COLCLOUGH; CUNNEEN; MOORE, 1961) por uma provavel hidrélise catalisado por
acido. Nesse processo, obteve-se um produto 3-(4-metoxifenil)propano-1,2-diol (8), liquido
oleoso incolor, com rendimento de 68% e pureza de 98%.

Anteriormente, tentou-se sintetizar o diol (8) por meio da oxidagéo da olefina do
metil chavicol com permangato de potassio (WIBERG; SAEGEBARTH, 1957). Entretanto,
foi obtido como produto o para-metoxibenzaldeido devido a clivagem oxidativa na porcéo

propanoide.
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A reagéo seguinte foi a abertura do anel que ocorreu por meio de uma substituicdo
nucleofilica biomolecular (SNy) do epdxido (2) tratado com solucdo de &cido sulfurico
(H2S04) a 5% (v/v) em metanol (Equema 9). Os produtos (10) e (17) foram obtidos nesta
reacao que foram purificados por cromatografia em coluna eluida em hexano/acetato de etila
(1:1) com rendimento de 77%, aspecto fisico liquido oleoso incolor e pureza 49,08%.

Outra alternativa para abertura do epdxido (2) abordada neste trabralho foi a via
amindlise. O tratamento do oxirano (2) com piridina catalisada por fenol (sob vacuo a 140° C
por 5h) ndo resultou no sal desejado (COLCLOUGH; CUNNEEN; MOORE, 1961) (Esquema
9).

No entanto, na caracterizacdo estrutural do produto formado evidenciou a sintese
de 3-(4-metoxifenil)propanal (18), possivelmente, em decorréncia de um rearranjo do epoxido
em compostos carbonilicos. O aldeido (18) € um liquido oleoso incolor, foi purificado por
cromatografia em coluna eluida em hexano/acetato 8:2 e obtido em rendimento de 52,30%
com pureza de 97%.

Outras reacdes planejadas para obtencdo de analogos, tais como halogenacao do
anel aromatico, oxidacdo da olefina e adicdo de haleto de hidrogénio ao alceno foram
efetuadas utilizando-se diferentes metodologias, no entanto ndo se obteve 0s produtos

desejados em rendimentos e pureza aceitaveis.

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

521 Atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH

O estudo cinético da reacdo do metil chavicol com radical DPPH mostrou que este
constituinte apresenta capacidade antioxidante de cinética lenta com tempo de reacdo maior
que uma hora. Neste estudo, a porcentagem de radicais DPPH existentes no meio reacional
que ainda ndo reagiram com o metil chavicol ao longo do tempo é mostrada na Figura 8. Ao
atingir o estado estacionario, tempo de 90 minutos, a reacdo entre o antioxidante e o radical
DPPH cessa. Assim, é possivel calcular a quantidade real de radicais DPPH que foram
reduzidos pela amostra em estudo, evitando a selecdo de um intervalo de tempo inadequado

em que a reagdo ainda ocorre.
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Figura 8 - Comportamento cinético do metil chavicol
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Os valores correspondem a média + E.P.M. As médias diferem entre si apds analise de variancia
seguiada do teste de Turkey para p < 0,001.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

O potencial antioxidante frente ao DPPH do metil chavicol, andlogo 2 e BHT
(controle positivo) estdo apresentados na Tabela 3 na forma de CEsp. Os valores de CEsg das
amostras variaram entre 0,01 £ 0,0001 a 312,50 + 2,28 mg/mL e foram significativamente

diferentes entre si (p < 0,001).

Tabela 3 - Atividade antioxidante do metilchavicol e analégo pelo método do DPPH

Amostra CEsp (mg/ml)
Metil chavicol 312,50 + 2,28
Analogo 2 8,29 £ 0,80

BHT 0,01 +0,0001

Os valores correspondem a média + E.P.M (n = 3). As médias diferem entre si ap6s analise de
variancia seguida do teste de Turkey para p < 0,001.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

Na Figura 9, os valores da porcentagem de atividade (%AA) na concentragdo de
50 mg/mL sdo mostrados. E observado que o analogo 2 foi capaz de inibir o DPPH em

aproximadante 80%, demostrando um melhor efeito antioxidante do que o metil chavicol.
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Figura 9 - Atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH.
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Os valores correspondem a média + E.P.M (n = 3). As médias diferem entre si ap6s aplicagdo do teste
T parap <0,05.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

5.2.2 Atividade antioxidante pelo método da co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico

Na Figura 10 sdo mostradas as leituras obtidas das absorvancias nos tempos
(minutos) to, t1s, tso, ts, teo, t7s, teo, € tios do metil chavicol, analogo e controle positivo (BHT).
E observado o decaimento das absorvéancias em funcéo do tempo em decorréncia da oxidacao
do B-caroteno. Quanto menor o decaimento, maior a inibicdo da peroxidacdo lipidica e
consequentemente da oxidagdo do B-caroteno. O BHT, como esperado foi mais ativo,
produzindo um menor decaimento das absorvancia. Entre as amostras, o metilchavicol

apresentou menor varia¢do, demonstrando maior inibi¢do da peroxidacéo lipidica.

Figura 10 - Decaimento da absorvancia em funcao do tempo pelo método da cooxidagio do [3-

caroteno/acido linoleico.
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Os valores correspondem a média + E.P.M. As médias diferem em rela¢do ao controle negativo apés

analise de variancia seguida do teste de Turkey para p < 0,001.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.



-50-

Considerando a porcentagem de inibicdo da peroxidacdo lipidica (%l), as
amostras e o BHT (25 pg/mL) produziram valores entre 36,16 e 73,08% (Tabela 4). Nesta
Tabela, fica evidenciado que o metil chavicol, com inibicdo igual a 73,08%, foi mais ativo do

que o BHT (controle positivo) com 59,66% de inibicao.

Tabela 4 - Atividade antioxidante do metil chavicol e analogo pelo método de co-oxidagdo do

[-caroteno/acido linoleico

Amostras Inibicdo da peroxidacao lipidica (%)

Metil chavicol 73,08 £ 4,79

Analogo 2 36,16 + 4,11

BHT 59,66 + 0,52

Os valores correspondem a média £ E.P.M. As mgd(iJ%sldiferem entre si apds aplicagdo do teste T para
p<0,00L

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

5.2.3 Atividade antioxidante pelo método do acido tiobarbitdrico

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de peroxidacao lipidica usando
0 4&cido tiobarbitarico (TBARS) com leituras do padrdo de malonaldeido (MDA) em
diferentes concentracGes para obtencdo da curva padrdo (Figura 11). Apés analise de
regressdo linear obteve-se a equacdo da reta y = 0,1233x + 0,105, com coefiente de
determinacdo R? = 0,9789. As absorvancias das amostras foram substituidas no y, obtendo

uma concentragéo inicial com a obtencéo do valor de x.

Figura 11 - Curva padrdo de malonaldeido
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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A concentracdo de MDA formado ao longo dos cinco dias de experimento
diminuiu no homogenato tratato com metilchavicol, analogo 2 (concentra¢des de 7,5, 15, e 30
mg/ml) e BHT (controle positivo) quando comparado ao controle negativo (Tabela 5).
Considerando a concentracdo de 7,5 mg/mL no 5° dia de experimento, o metil chavicol foi

mais ativo em inibir a formagao da MDA.

Tabela 5 - Concentracdo de malonaldeido (MDA) em uM obtida pelo método do acido

tiobarbitarico (TBARS) frente metil chavicol e andlogo

Amostras  Dose Concentragéo de MDA (uM)
Dia 0 Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4

Controle  Salina 0,42+0,02 0,59+0,04 0,67+0,06 0,64+0,03 0,91+0,08

75mg  0,08+0,02°  0,16+0,02°  0,12+0,03° 0,06£0,00  0,22+0,05
BHT 15 mg 0,10+0,02"" 0,11+0,03" 0,08+0,01° 0,17+0,06  0,16+0,00"
30 mg 0,20+0,01""  0,20+0,03"" 0,23+0,06  0,12+0,08"  0,22+0,08"

Metil 7,5 mg 0,41+0,01  0,18+0,02" 0,22+0,06°  0,22+0,06  0,16+0,02
chavicol  15mg 0,39+0,06  0,29+0,04™" 0,53+0,06°  0,32+0,07  0,21+0,08""
30 mg 0,35£0,02”" 0,20£0,01”" 0,40+0,06" 0,48+0,03" 0,62+0,02""

Andlogo2 75mg  0,24+0,02”" 0,39+0,07  0,46x0,01"" 0,35+0,03" 0,54+0,04
15 mg 0,20+0,01"" 0,25+0,007 0,37+0,05  0,19+0,01  0,38+0,01
30 mg 0,18+0,06°  0,26+0,02” 0,32+0,000  0,57+0,01  0,34+0,05

EZT3

Os valores correspondem a média+ E. P. M. (n =3).  p < 0,001, diferente do grupo controle
negativo ap6s analise de variancia seguida do teste de Turkey.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

5.3 EFEITO DO METIL CHAVICOL SOBRE A LIPASE PANCREATICA

A inibicdo da enzima lipase pancreética pelo metil chavicol foi realizada por
método espectrofotométrico usando como controle positivo o orlistate, um inibidor
enzimatico da lipase pancreatica, liberado pelo FDA e ANVISA para o tratamento da
obesidade. A atividade de inibicdo do metil chavicol foi de 58,12% e do controle positivo de
76,80% (Tabela 6).
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Tabela 6 - Atividade da lipase pancreética na presenca do metil chavicol

Amostras testadas Inibicéo (%)

Metil chavicol 58,12 + 2,66

Orlistate 76,80 £ 2,22

Os valores correspondem a média £ E.P.M. As mégig; diferem entre si ap6s aplicacdo do teste T para
p <0,00.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

5.4 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA TOPICA

54.1 Efeito do metilchavicol sobre o edema de orelha induzido por éleo de Croton

Apbs 6 horas da aplicacao tépica do 6leo de Croton, observa-se na Tabela 7 que
houve formagéo efetiva de edema, demostrado pelo aumento da espessura da orelha do grupo
controle (solucdo salina). Nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, o metil chavicol inibiu
significativamente (p < 0,001) a formacdo do edema em 58,02, 57,98 e 67,75%,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle. A dexametasona foi utilizada como
controle positivo, produziu 53,23% de inibicdo do edema (Tabela 7).

O efeito do metil chavicol sobre o processo inflamatério foi também avaliado
apos 24 horas por aplicacdo do 6leo de Créton. Observou-se uma reducdo significativa (p <
0,001) da espessura do edema frente as doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha de metil chavicol, as
quais inibiram 68,65, 69,09 e 81,95% respectivamente, quando comparado ao grupo controle.
A inibicdo do edema produzida pela dexametasona foi de 78,61% (Tabela 7). Considerando a
massa do edema nesse tempo, os resultados corroboram a reducdo significativa (p < 0,001) do
edema nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha de metil chavicol, diminuindo por 56,26, 60,25 e
70,55%, respectivamente, em comparacdo ao controle negativo. Dexametasona reduziu em
82,92% a massa do edema (Tabela 7).
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Tabela 7 - Efeito do metil chavicol sobre o edema de orelha induzido por 6leo de Croton.

Grupo Dose Espessura (um) Massa (mg)
6h Inibicdo 24 h Inibicéo 24 h Inibicéo
(%) (%) (%)
Controle (salina) 20 pL/orelha 217,20+5,00 - 224,55+4 56 - 1,46+0,07 -
0,1 mg/orelha  91,17+#39" 58,02 70,40+3,16 68,65  0,64+0,042 56,16
Metil-chavicol 0,5 mglorelha 91,263,817 57,98 69,41%5,73 69,09  0,58+0,03 60,27

1,0 mg/orelna  70,05+7,317 67,75 40,53+2,89 81,95 0,43+0,04 70,55

Dexametasona 0,1 mg/orelha  102,33+3,95 52,89 46,45+1,57 79,31 0,25+0,03 82,88

Basal - 8,31+0,66 - 9,01+0,19 - 0,02+0,01 -

Veiculo (acetona) 20 pL/orelha  12,25+0,95 - 11,31+0,19 - 0,02+0,01 -

EZT3

Os valores correspondem a média+ E. P. M. (n=6). p < 0,001 diferente do grupo controle ap6s
analise de variancia seguida do teste Student-Newman-Keuls.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

54.2 Efeito do metil chavicol sobre o edema de orelha induzido por fenol

A aplicagdo topica de fenol induziu, apds 2 horas, a formacdo do edema que foi
evidenciado pelo aumento da espessura e da massa do edema (Tabela 8). O metil chavicol
administrado topicamente foi capaz de inibir significativamente em 65,71, 67,68 e 67,96% (p
< 0,001) a espessura do edema nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, respectivamente, em
relacdo ao grupo controle (Tabela 8). Nessas doses, em ordem crescente, metil chavicol
também reduziu a massa do edema em 21,96, 21,75 e 23,45%, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle (Tabela 8). Dexametasona foi efetiva em ambas as medidas do

edema.

Tabela 8 - Efeito do metil chavicol sobre o edema de orelha induzido por fenol.

Grupo Dose Espessura (um)  Inibicdo (%)  Massa (mg)  Inibig&o (%)
Controle (salina) 20 pL/orelha 355,34+19,57 - 7,82+0,69 -

0,1 mg/orelha  121,83+8,42" 65,71 6,10+0,73" 21,96
Metil chavicol 0,5 mg/orelha  114,83+3,92" 67,68 6,12+0,30 21,75

1,0 mg/orelna  113,84+12,15" 67,96 5,98+0,68" 23,45
Dexametasona 0,1 mg/orelna 96,84 + 9,24 72,75 4,83+0,42" 38,17
Basal - 3,17+1,837 - 0,35+0,01" -
Veiculo (acetona) 20 pL/orelha  14,83+2,31" - 0,40+0,03™" -

Os valores correspondem @ média = E. P. M. (n = 6). ~ p < 0,001 diferente do grupo controle apds
analise de variancia seguida do teste Student-Newman-Keuls.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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543 Efeito do metil chavicol sobre o edema de orelha induzido por histamina

A aplicacdo intradérmica de histamina na orelha de camundongos resultou no
aumento significativo da espessura e massa da orelha como observado no grupo controle. A
aplicacdo topica prévia do metil chavicol nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha promoveu uma
inibicdo de 15,28, 64,07 e 72,65% respectivamente, evidenciando um possivel efeito anti-
edematogénico desse fenilpropanoide (Tabela 9). As doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha de
metil chavicol também diminuiram a massa do edema em 23,09, 72,16 e 86,08%,
respectivamente (Tabela 9). Neste ensaio, a dexametasona foi ativa nas duas medidas do

edema.

Tabela 9 - Efeito do metil chavicol sobre o edema de orelha induzido por histamina.

Grupo Dose Espessura (um)  Inibicdo (%) Massa (mg)  Inibigéo (%)
Controle (salina) 20 pL/orelha 62,17+3,43 - 1,44+0,20 -

0,1 mg/orelha  52,67+1,21" 15,28 1,11+0,16 " 23,09
Metil chavicol 0,5 mglorelha  22,34+2,07 " 64,07 0,40+0,17" 72,16

1,0 mglorelna  17,00+4,86 72,65 0,20+0,06 86,08
Dexametasona 0,1 mg/orelna  42,84+3,19" 31,10 0,39+0,10"" 72,97
Basal - 7,00+2,10 - 0,03+0,00" -
Veiculo 20 pL/orelha  16,50+2,43" - 0,04+0,00”" -

FHEE

Os valores correspondem a média+ E. P. M. (n =6). p < 0,001, diferente do grupo controle ap6s
analise de variancia seguida do teste Student-Newman-Keuls.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

5.4.4 Anadlise histopatoldgica

Com intuito de confirmar e compreender o efeito do anti-inflamatério do metil
chavicol apds indugdo do edema por oOleo de Croton, analise histoldgica de parametros de
inflamacéofoi realizado. Na Figura 12 s@o apresentadas fotos representativas dos cortes
histoldgicos (100x, escala 100 um) de orelhas de camundongos de cada grupo experimental.
Ao comparar o grupo controle negativo (Figura 12B) com o grupo basal (Figura 12A), o 6leo
de Croton produziu um aumento acentuado da espessura da derme, tecido conjuntivo,
infiltracdo leucocitaria e desorganizacdo da matrix extracelular. O tratamento com metil
chavicol, nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, reduziu o processo inflamatério, como a

formacdo de edema com diminuiu a espessura do edema, vasodilatagdo e redugdo no nimero
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de leucécitos (Figuras 12D, 12E e 12F). Como esperado, dexametasona (0,1 mg/orelha) foi
também capaz de reduzir esses parametros da inflamac&o (Figura 12C).

Figura 12 - Fotomicrografia de sec¢Ges transversais de tecidos da orelha de camundongos ap6s
inducéo do edema por 6leo de Croton.
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Cortes histoldgicos de orelhas dos camundongos corados com hematoxilina-eosina (100X, escala de
100 pm). (A) Basal (sem inflamag&o); (B) Controle (solucéo salina); (C) dexametasona 0,1 mg/orelha;
(D) metil chavicol 0,1 mg/orelha; (E) metil chavicol 0,5 mg/orelha; (F) metil chavicol 1,0
mg/orelha.NUmeros: 1 (derme), 2 (epiderme), 3 (vasodilatacdo) and 4 (leucécitos).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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545 Efeito do metil chavicol sobre as enzimas mieloperoxidase e N-acetil-B-D-
glicosaminidase

A acdo do o6leo de Croton promoveu um aumento expressivo na mieloperoxidase
(MPO) quando comparado aos grupos basal e veiculo (Figura 13A). Nos grupos submetidos
ao tratamento com metil chavicol, doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha reduziram a MPO em
12,66, 63,62 e 69,23% respectivamente (p < 0,01 ou p < 0,001) em relacdo ao grupo controle.
Dexametasona produziu 78,94% de inibicdo da referida enzima.

A Figura 13B mostra que o 6leo de Crdéton aumentou significativamente a
presenca de N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) no grupo controle negativo. Nas doses de
0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha de metil chavicol ocorreu uma reducdo da NAG em 63,34, 34,13 e
54,88%, respectivamente, quando comparado com grupo controle. A dexametasona, como

esperado, foi efetiva em reduzir a NAG.

Figura 13 - Efeito do metil chavicol sobre a enzima mieloperoxidase e N-acetil-p-D-

glicosaminidase.
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Os valores correspondem a média £ E. P. M. (n = 6). (A) Mieloperoxidase; (B) N-acetil-p-D-
glicosaminidase. ~p < 0,01 ou ""p < 0,001, diferente do grupo controle aps anélise de variancia
seguida do teste Student-Newman-Keuls. Cont = Controle; Dexa = Dexametasona.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

5.4.6 Efeito do metil chavicol sobre a producéo de 6xido nitrico e citocinas

A dosagem de oOxido nitrico (NO) foi realizada de maneira indireta pela reacdo de
Griess que detecta a presenca de nitrito (NO3), um dos produtos estaveis da sintese de NO. A
Figura 14A representa os niveis de nitrito nos grupos submetidos ao edema de orelha induzido
por 6leo de Créton. O grupo controle promoveu um aumento significativo nos niveis de NO,

guando comparado aos grupos basal e veiculo (Figura 14A). Metil chavicol, nas doses de 0,1,
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0,5 e 1,0 mg/orelha inibiu a produgdo de NO em 34,11, 45,17 e 60,39%, respectivamente, em
relagcdo ao grupo controle. A dexametasona reduziu em 47,59% esse mediador.

Niveis elevados de TNF-a e IL-6 foram observados no grupo controle quando
comparado com os grupos basal e veiculo (Figura 14B e C). Metil chavicol, na dose de 1,0
mg/orelha, inibiu a producdo de TNF-a em 11,83% and IL-6 em 14,92% em relag&o ao grupo
controle (p < 0,01 and p < 0,05, respectivamente). Dexametasona reduziu ambos marcadores

do processo inflamatério.

Figura 14 - Efeito do metil chavicol sobre a producdo de 6xido nitrico e citocinas.
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0,01; “"p < 0,001 diferente do grupo controle apés andlise de variancia seguida do teste Student-
Newman-Keuls.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

55 EFEITO IN VITRO DO METIL CHAVICOL SOBRE AS ENZIMAS
CICLOOXIGENASES

Na Tabela 10 é mostrado que o metil chavicol foi inativo frente as enzimas
ciclooxigenase-1 ovina e ciclooxigenase-2 humana (COX-1 e -2). Como controles positivos,

diclofenaco e resveratrol inibiram as respectivas enzimas.
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Tabela 10 - Efeito in vitro do metil chavicol sobre as enzimas ciclooxigenases.

Amostra Concentragéo COX-1 COX-2

ICso (uM)? Inibicdo (%) ICs (LM)? Inibicdo (%)
Metil chavicol 0,01a 150 uM - 0 - 0
Diclofenaco 2 uM 0,06 100 0,4 100
Resveratrol 5uM 0,90 100 3,1 70

%Concentracédo necessaria para produzir 50% de inibicdo de COX-1 ovina ou COX-2 humana. O
resultado (ICso, UM) € média de trés determinagdes. - valor ndo determinado.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017

5.6 ESTUDOS DE DOCKING

5.6.1 Redocking

Com base nos resultados do efeito do anti-inflamatorio do metilchavicol e e para
uma melhor compreensdo das interacbes moleculares entre essa substancia e enzimas
inflamatorias foi realizado estudo de Docking. Os parametros utilizados foram validados por
meio de redocking que consiste em reproduzir um complexo cristalografico proteina-ligante
com um root-mean-square deviation (RMSD) menor do que 2 A. Na Figura 15 sdo
representados os resultados do redocking dos ligantes cristalograficos ibuprofeno (IBU), acido
tolfendmico (TLF), 158 e diundecilfosfatidilcolina (PLC) nos sitios de ligacdo da COX-1,
COX-2, 6xido nitrico sintase induzivel (i-NOS) e lipase pancreatica, respectivamente.
Observa-se que houve uma expressiva reconstrucdo dos complexos cristalograficos, o que

validou a metodologia para dar continuidade na sequéncia dos testes que foram realizados.

Figura 15 - Estruturas dos ligantes cristalograficosap6s validacao por redocking.

. 158
Ibuprofeno 4 tolfendmico

Em amarelo, ligantes iniciais obtidos do PDB.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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5.6.2 Docking do metil chavicol

Utilizando os mesmos parametros do redocking nas COX-1 (PDB 1EQG), COX-2
(PDB 5IKT), i-NOS (PDB 1R35) e lipase pancreatica (PDB 1LPA), realizou-se o docking do
metil chavicol. A primeira etapa do estudo de docking molecular consistiu em descrever o
modo de ligacdo dos inibidores ibuprofeno, TLF, 158 e PLC com suas respectivas enzimas. A
orientacdo obtida para cada ligante no sitio de ligacdo das COX-1, COX-2, i-NOS e lipase
pancreaticaesta apresentada na Figura 16. As interacdes moleculares relevantes para COX-1 e
COX-2 sdo ligacdo de hidrogénio com residuo Arg 120, dipolo-dipolo com Tyr 385 e forca de
Van der Waals com Ser 530. Tais interagfes sdo perfeitamente observadas com ibuprofeno
(Figura 16A). Considerando a i-NOS, as interacdes relevantes sdo ligagdo de hidrogénio,
eletrostatica e van der Waals (Figura 16C). Os residuos Ser 153, Asp 177 e His 264, os quais
formam a triade catalitica, foram as interacGes moleculares mais importantes entre os ligantes
e a lipase pancredtica. Entre esses tré residuos, Ser 153 € fundamental para realizar a lipdlise.
Na Figura 16D, esta representada interacfes de Van der Waals e ligacdo de hidrogénio com os

respectivos residuos Ser 153 e His 264, o que possivelmente inibe a atividade enzimatica.
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Figura 16 - Orientagdes moleculares dos ligantes cristalograficos no sitio de ligagdo das
enzimas COX-1, COX-2, i-NOS e lipase pancredtica.
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interagcdes moleculares entre 158 e i-NOS. (D) Principais interagdes moleculares entre PLC e lipase
pancreatica.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017
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As orientagOes obtidas do metil chavicol nas enzimas COX-1, COX-2, i-NOS e
lipase pancredtica estdo representadas na Figura 17 enquanto os valores de energia livre
(afinidade) associados a essas enzimas sdo mostrados na Tabela 11. A interacdo molecular por
ligacdo de hidrogénio é fundamental para inibir a COX-1 e -2. Como o metil chavicol foi
incapaz de inibir COX-1 e -2 no estudo in vitro, o docking molecular mostrou auséncia deste
tipo de interacdo com este ligante. Além disso, o valor da afinidade de ligac&o foi maior para
ambas as enzimas (-6,3 e -6,2 kcal.mol™, COX-1 e -2, respectivamente) quando comparados
com seus respectivos inibidores IBU e TLF (Tabela 11). Esse achado corrobora a falta da
acdo anti-inflamatoria sobre a via da ciclooxigenase. No entanto, o estudo de docking e o
efeito sobre o Oxido nitrico sugerem que a agdoanti-inflamatdria do metilchavicol pode estar
relacionada a inibicdo da i-NOS.

O estudo do docking molecular também mostrou o efeito do metil chavicol sobre
a lipase pancredtica, onde a afinidade de ligacdo foi menor para esta enzima quando
comparado com seus respectivos inibidor PLC (-6,1 e -5,6 kcal.mol™). O perfil de interacéo
molecular esta representadana Figura 17D, onde foram destacadas as interacdes de ligacdo de
hidrogénio com os respectivos residuos Ser 153 e His 264, o que sugere o possivel

mecanismo do efeito do metil chavicol sobre a lipase pancreética.
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Figura 17 - Orientacdes moleculares do metil chavicol no sitio de ligacdo das enzimas COX-

1, COX-2, i-NOS e lipase pancreatica.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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Tabela 11 - Afinidade de ligacdo entre ligantes e as enzimas COX-1, COX-2, i-NOS e lipase
pancredtica.

Ligantes Afinidade de ligacdo (kcal.mol™)

COX-1 COX-2 i-NOS Lipase
Ibuprofeno -7,6 -7,4 - -
Acido tolfenamico -9,5 -9,0 - -
158 - - -4,9 -
PLC - - - -5,6
Metil chavicol -6,3 -6,2 -6,0 -6,1

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

5.6.3 Docking dos analogos do metil chavicol

As orientacdes obtidas para os anélogos 2, 8, 17 e 18 frente as enzimas COX-1,
COX-2, i-NOS e lipase pancreatica sdo representadas nas Figuras 18 a 21 e os valores de
energia livre (afinidade de ligacdo) foram associados a cada substancia representada na
Tabela 12. Como descrito acima, a presenca de interacdo por ligacdo de hidrogénio é
fundamental para inibir a COX-1 e -2. Aplicando o estudo de docking molecular, foi
constatado que os analogos 2, 8, 17 e 18 ndo apresentaram este tipo de interacdo. Além disso,
os valores de afinidade de ligacdo foram maiores do que os farmacos controle (IBU e TFA), o
que corrobora a falha da acdo anti-inflamatdria sobre a via COX (Tabela 12). No entanto,
nossos dados sugerem que todos andlogos tem a capacidade de inibir a enzima i-NOS,
destacando-se 0 analogo 18 que forma um complexo com maior (-6,2 kcal.mol™).
Considerando a acdo sobre a lipase, o valor de energia de afinidade é bem proximo ao do
inibidor PLC e o analogo 18 foi mais efetiva, pois produziu um valor de afinidade de -6,2
kcal.mol™. As interagdes moleculares entreos analogos e a lipase pancreética sdo do tipo
ligagdo de hidrogénio que apresenta residuos de Ser 153 e His 264 parecido com o efeito do

metil chavicol.
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Figura 18 - OrientagcGes moleculares do analogo 2 no sitio de

ligacdo das enzimas COX-1,
COX-2, i-NOS e lipase pancredtica.
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Orientacdo do ligante cristalografico no sitio enzimatico. (A) Principais interacbes moleculares entre o
analogo 2 e COX-1. (B) Principais interacdes moleculares entre 0 analogo 2 e COX-2. (C) Principais
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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Figura 19 - OrientacGes moleculares do analogo 8 no sitio de ligacdo das enzimas COX-1,

COX-2, i-NOS e lipase pancredtica.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.



-66 -

Figura 20 - Orientagdes moleculares do analogo 17 no sitio de ligacdo das enzimas COX-1,
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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Figura 21 - OrientacGes moleculares do andlogo 18 no sitio de ligagdo das enzimas COX-1,

COX-2, i-NOS e lipase pancredtica.

TYR
ALA 348
LEU 527 £
531 2 SER VAL
530 349
GLY
526
_
o
5 y LEU
SER K o 334
353 ¥ PHE
o 381
-
TYR
TRP
355 PHE 287
518 TYR
385
TRP
VAL VAL 355
317 491
SER
321
PHE
= Q 349
¢ R I VR
VAL H g i t GLY 353
84 ; e - 494
= 320) (ALA
ARG H "D
88 Y =
TYR SER
323 498
LEU
499
TRP
Gly 300 301
TRP
~ 4 123
Phe 298
' PRO
crs . 279
| 129 N ! Q a
| ' o 3
3 T *
L b ) P /Gy
s TYR 300
’ N 418
1 N
e b
o 2 L iy ASN
ILE 223
= 173 LEU
Trp123 138
e
Ser 153 ARG
257
PHE ILE
PHE 78 79
ILE 216
210 »
o, —{ o) LEU
A\ v 265
PRO \
181 -
. Asp
¥ HIS 0
SER' TYR 264 e
153 15
ALA
179 LEU
154
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Tabela 12 - Afinidade de ligacdo entre os analogos do metil chavicol e as enzimas COX-1,
COX-2, i-NOS e lipase pancredtica.

Ligantes Afinidade de ligacdo (kcal.mol™)
COX-1 COX-2 I-NOS Lipase

Ibuprofeno -7,6 -7,4 - -
Acido tolfenamico -9,5 -9,0 - -
158 - - -4.9 -
PLC - - - -5,6
Analogo 2 -6,3 -6,2 -5,7 -6,1
Analogo 3 -6,5 -6,3 -6,1 -6,5
Anélogo 4 -6,5 -6,1 -6,0 -6,0
Analogo 5 -6,2 -5,9 -5,8 -5,6
Anélogo 6 -6,5 -6,3 -5,8 -6,1
Anélogo 7 -6,6 -6,3 -5,7 -6,1
Analogo 8 -6,2 -6,3 -5,8 -5,8
Analogo 9 -6,0 -5,7 -5,8 -6,2
Anélogo 10 -6,5 -6,2 -5,9 -6
Anélogo 11 -7,2 -7,0 -6,0 -6,7
Anélogo 12 -6,4 -6,5 -6,2 -5,8
Anélogo 13 -7,2 -6,8 -6,1 -6,3
Anélogo 14 -6,4 -6,6 -5,8 -6,1
Anélogo 15 -6,9 -6,9 -6,1 -6,5
Anélogo 16 -6,8 -6,8 -6,2 -6,1
Anélogo 17 -6,2 -6,4 -5,8 -6,0
Anélogo 18 -6,4 -6,5 -5,8 -6,2

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.
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6. DISCUSSAO

A proposta deste trabalho foi sintetizar analogos do metil chavicol baseado no
conceito de isosterismo classico e tendo como estratégia o Bioisosterismo que conduz ao
planejamento, desenho e modificacdes moleculares de farmacos e prototipos. Bioisostéros,
por definicdo, sdo substancias ou subunidades estruturais de constituintes bioativos que
apresentam volumes moleculares, formas, distribuicGes eletrbnicas e propriedades fisico-
quimicas semelhantes, capazes de apresentar bioatividades similares, o qual resultou da
aplicacdo do principio do Isosterismo (BARREIRO; FRAGA, 2008). Em 1919, Langmir
estudava o comportamento quimico e a reatividade de determinadas substancias que possuiam
atomos isoeletronicos. Esses aspectos foram considerados como estratégia de modificacdo
molecular para a descoberta de novos agentes bioativos, pois permite antecipadamente uma
comparacdo da afinidade entre duas substancias bioisostéricas por um mesmo sitio receptor,
ou seja, uma bioatividade similar (BARREIRO; FRAGA, 2008; LIMA; BARREIRO, 2005).

A sintese do analogo 2 foi possivel devido a pré-existéncia da olefina na porcéao
propanoide do metil chavicol. Os epOxidos sdo versateis por poderem conferir quiralidade as
moléculas. Além disso, devido a tensdo do anel de membros e a polaridade (comparado ao
material de partida), sdo suscetiveis a reacbes com um grande numero de nucleofilos,
eletrofilos, acidos, bases, com agentes redutores e alguns agentes oxidantes.

Para obtencdo de 2, utilizou-se a principio o peroxido de hidrogénio em meio
basico como reagente epoxidante. Entretanto, devido a sua baixa eletrofilicidade necessita ser
ativado, por meio de conjugacao do grupo hidroperoxido com ligacdes maltiplas ou pela acao
de um catalisador metalico, para reagir com olefina (VON HOLLEBEN; SCHUCH, 1996).
Além disso, este sistema, peroxido de hidrogénio e hidroxido de sddio, € mais eficiente como
reagente epoxidante em olefinas portadoras de grupo hidroxila (alcoois alilicos, homo-alilicos
ou bis-homo-alilicos) (HENBEST, 1967).

Alternativamente, o analogo 2 foi obtido por meio da reacdo de Prislaschajew
utilizando o acido meta-cloroperbenzoico como reagente epoxidante. A epoxidacdo da olefina
a partir do material de partida 1 com peracidos, ocorre por um possivel mecanismo
biomolecular eletrofilico, onde o peréacido estaria em uma estrutura ciclica, estabilizada por
uma ponte de hidrogénio intramolecular, formando um quelato. A principal evidéncia para
este mecanismo é o aumento da velocidade de reacdo pela presenca de substituintes

retiradores de elétrons no peracido que aumenta a eletrofilicidade da ligacdo O-O (grupo
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ativador do perdxido) e/ou pela presenga de grupos doadores de elétrons elevando a
nucleofilicidade da ligacdo C-C (SWERN, 1949). O mecanismo eletrofilico é reforcado pela
basicidade do solvente, pois é capaz de desfazer a ponte de hidrogénio intramolecular, o que
diminui a velocidade da reagdo. Portanto, a epoxidacdo de olefinas com peracidos é
geralmente realizada em solvente aproticos de baixa polaridade, como diclorometano (VON
HOLLEBEM, SCHUCH, 1996).

Planejou-se ainda a abertura do epdxido 2 por meio da esterificacdo a fim de
sintetizar o éster 11. Para obter o analogo 11, o uso de condi¢bes mais brandas e solvente
anidro se fizeram necesséarios. Tal procedimento resultou na formacdo do diol 8, devido a
abertura do epoxido 2 por catélise acida seguida do ataque nucleofilico (dgua). O éacido
acetico com epoxido protonando o oxigénio. O epdxido protonado reage com agua (nucledéfilo

fraco) formando glicol (8) (Esquema 10).

Esquema 10 - Mecanismo da reacdo de formacao de diol (8)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

A literatura reporta metodologias para a obtencao de diol por meio da oxidagéo de
alcenos com uso de agentes oxidantes como tetroxido de dsmio e permanganato de potassio.
O presente estudo lancou méo da metodologia realizada por Wiberg e Saegebarth (1957) a

fim de obter o diol 8 a partir da oxidacéo da olefina do metil chavicol.
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Como primeira escolha, utilizou-se o permanganato de potassio em A&gua
(WIBERG; SAEGEBARTH, 1957), mas devido ao KMnQ, ser um poderoso agente oxidante,
nesta reacdo houve um processo oxidativo extremo da porcdo propanoide, formando o para-
metoxibenzaldeido.

A abertura do grupo epoxido confere uma regiosseletividade dependente das
condicBes experimentais empregadas. Assim, o analogo 2 foi tratado com metanol em meio
acido, a fim se se obter o produto de oxidacdo dos carbonos terminais da porcgédo
fenilpropanoide (10). Em meio &cido a reacdo procede via substituicdo nucleofilica
bimolecular (SNy), levando ao ataque ao carbono mais substituido resultando no produto
termodindmico, analogo 10. Entretanto, a reacdo que iniciou a temperatura ambiente
possivelmente favoreceu a formacdo do produto cinético, andlogo 17, normalmente obtido por
SN, em meio basico. Nesse caso, 0 ataque procede no carbono menos substituido (KADESH,

1946) o que explica a obtencdo do composto 17 (Esquema 11).

Esquema 11 - Mecanismo da reacdo de abertura de (2) com metanol
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

Outra metodologia utilizada para abertura do epoxido foi a reacdo de 2 para
obtengdo de 12, baseando-se na formacdo de aminoalcool em piridina usando fenol como
catalisador. O mecanismo envolve o ataque da amina no atomo de carbono menos substituido
do epoxido. O fenol tem como fungdo transferir um préton para o oxi-anion no estado de

transicdo, o que implica na formacdo do aminoalcool (Esquema 12).

Esquema 12 - Mecanismo de reagdo de abertura de (2) via aminolise
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Os oxiranos podem ser isomerizados em compostos carbonilicos na presenca de
acido de Lewis (Esquema 9) (MARUOKA et al., 1994). Um possivel mecanismo ocorrido
neste experimento seria o fenol, em meio basico, atuando como um &cido de Lewis e
protonando o oxigénio do epdxido, formando o carbonilico, originando o aldeido 18, 3-(4-
metoxifenil)propanal. Os carbocéations intermediéarios estdo envolvidos na estrutura e
estereoquimica do produto. A literatura reporta que estas reaces sdo limpas e de elevado
rendimento, entre 73-86% (CAREY, 2007).

Assim como o tetracloreto de estanho e pentafluoreto de antiménio, o trifluoreto
de boro é frequentemente utilizado como reagente seletivo para rearranjo em aldeidos

(CAREY, 2007), semelhandte ao observado na formagéo do composto 18 (Esquema 13).

Esquema 13 - Mecanismo de formacao do aldeido (18) a partir do rearranjo do epdxido (2).
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E importante salientar que diol vicinal em meio acido também sofre este tipo de

rearranjo, como por exemplo, pinacol em é&cido sulfirico sob aquecimento que forma a
cetona, a pinacolona (HILL; FLOSDORF, 1941) (Esquema 14).

Esquema 14 - Rerrananjo do pinacol
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR, 2017.

A obtencdo de derivados do metil-chavicol por modificacdo funcional mostrou
grande potencial para obtencdo de muitos andlogos que podem gerar moléculas de interesse
farmacoldgico.

Considerando a atividade antioxidante, o metil chavicol e andlogo 2 apresetaram
potencial antioxidante, em ensaios que diferem em relacdo ao mecanismo avalidado. No
ensaio de sequestro do radical livre DPPH, o metil chavicol produziu CEsy (312 + 2,28
mg/mL) muito elevada quando comparada a BHT (0,01 mg/mL). No entanto, o 6leo essencial
de Croton zenhtneri, que contém esta substancia, bem como de outras especies do género,

apresentam esta atividade mais expressiva (MORAIS et al., 2006). Possivelmente, essa
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diferencga é devido ao fato de outros constituintes nos 6leos essenciais que tém a capacidade
de aumentar a atividade antioxidante ao agir sinergisticamente com outras substjancias
(DORMAN et al., 1995). O analogo 2 foi capaz de produzir uma CEsg de 8,29 + 0,80 mg/mL.
Embora a escala da concentracdo ainda esteja em mg/mL, quando comparado ao metil
chavicol, ocorreu um aumento significativo da atividade. A Figura 9 mostra a atividade
antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH, frente a concentragdo de 50 mg/mL
para ambas amostras. Foi observado que o analogo 2 produz uma atividade em torno de 80%,
enquanto o metil chavicol foi capaz de produzir 18%. A diferenca na atividade antioxidante
esta relacionada a polaridade conferida ao analogo 2 pela presenca do epoxido na molécula,
quando comparado com metil chavicol. As substancias responsaveis pela atividade
antioxidante conferida a alguns Gleos essenciais sdo principalmente aqueles que possuem
grupos hidroxila ligados ao anel aromaticos, insaturacdes e elétrons disponiveis para serem
doados (CARVALHO, 2004).

Os ensaios da peroxidacdo lipidica com o sistema de cooxidacgdo B-caroteno/acido
linoleico e pelo acido tiobarbitdrico sdo testes in vitro que reproduzem situacoes fisioldgicas
de estrese oxidativo que em casos extremos podem levar a morte celular (ALVES et al., 2010;
LIMA, ABDALLA, 2001). Os dados obtidos revelaram que o grafico de decaimento da
absorbancia da emulsdo do sistema B-caroteno/acido linoleico em funcdo do tempo (Figura
10) mostra que o metil chavicol e o analogo 2 retardaram e reduziram a lipoperoxidacéo e,
consequentemente, a oxidacao do f-caroteno. Desse modo, esses achados evidenciam que o
metil chavicol é uma potente molécula antioxidante contra a peroxidacdo lipidia, pois inibiu
73,08% do processo oxidativo, enquanto o BHT (controle positivo) apresentou 59,66% e o
analogo 2 foi capaz de inibir 36,16% da peroxidacdo. Os resultados do ensaio pelo método do
acido tiobarbiturico corroboram este ensaio, uma vez que o metil chavicol (7,5 mg/mL) foi
mais ativo em inibir a formagdo do malonaldeido no homogenato no quinto dia do
experimento. A lipoperoxidacdo € um processo que envolveas etapas deiniciagdo, propagacao
e terminacdo de modo que os antioxidantes podem atuar cessando o inicio do processo por
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénios do meio e/ou inibindo a propagacdo da
lipoperoxidacdo através da neutralizacdo dos radicais peroxila formados pela oxidagdo dos
lipidios (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; LIMA, ABDALLA, 2001).

A avaliacdo dometil chavicol sobre aenzima lipase pancreatica, usando o orlistate,
como substancia de referéncia, é baseada na cinética da reacdo de hidrolise lipolitica do
substrato sintético palmitato de p-nitrofenol em &cido palmitico e p-nitrofenol. A liberacdo

dessas substancias resulta um cromdgeno de coloracdo amarela que € intensificada com pH
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elevado (pH 6timo igual a 8) (BUENO, 2012). Além disso, a adi¢do de um sufarctante, como
Triton X-100, aumenta a lipofilicidade do meio reacional, estabilizando a reagdo, assim como
aumentando a permeabilidade. Adicao de sais de cloreto de sddio e CaCl, diminui a camada
de solvatacdo da enzima, o que implica em uma melhor dissolucdo, aumenta a forca idnica do
meio e possibilita a formacdo do complexo ligante-proteina (SOUZA et al., 2011). O metil
chavicol inibiu a lipase pancreética in vitro em 58,12% (Tabela 6) e interagiu com dois
residuos revelante para acdo lipolitica no estudo de docking (Figura 16D). As interacdes
moleculares relevantes do ligante e a lipase pancreatica sdo com os residuos Ser153, Aspl77 e
His264, os quais formam a triade catalitica. No entanto, o residuo Ser153 € omais importante
para realizar a atividade da lipdlise, embora o metil chavicol possa interagir com ambos
residuos por meio de ligacdo de hidrogénio. Jao ligante cristalogréfico (PLC) fez interacao
com Ser153 por meio de forca de Van der Waals e ligacdo de hidrogénio com His264. Dessa
forma, o metil chavicol obteve um menor valor de energia de afinidade do que o ligante PLC,
demonstrando ser mais ativo (Tabela 11). Além disso, a interacdo de ligacdo de hidrogénioé
tipicamente mais estavel do que uma interacdo do tipo Van der Waals (FERREIRA, 2013;
VEERAMACHANENI et al., 2015). O analogo 2 ¢é formado pela oxidacdo do metil chavicol
no figado pelo CYP 450 (PUNT et al., 2009) e apresentou o valor de energia de afinidade bem
préximo ao PLC. Analisando os tipos de interac@es, verificou-se que o oxigénio do epoxido
foi capaz de manter uma ligacdo de hidrogénio com residuo de Serl53, mas ndo houve
interacdo com os demais residuos importantes para acdo lipolitica.

Substancias capazes de inibir a lipase ja foram isoladas de extrato de plantas e,
entre elas, os constituintes fendlicos podem ser responsaveis pela acéo antilipase. Segundo
Gongalves (2007), derivados fendlicos usados no tratamento e prevencédo de hiperlipidemia e
hipercolesterolemia tém como acdo a inibigdo da lipase (NINOMIYA et al., 2004; SHARMA
et al., 2005; AGBAFOR et al., 2007). Por ser um derivado fenilpropanoide, a estrutura do
metil chavicol pode justificar a acdo antilipase encontrada no presente estudo.

Os modelos de inflamacéo in vivo, como edema de orelha induzido por agentes
flogisticos, sdo frequentemente utilizados nos estudos de atividade anti-inflamatéria topica
(WILLOUGHBY, 2003; CHIBLI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2016). Normalmente, sdo
técnicas rapidas e simples que apresentam boa reprodutibilidade, requerem pequena
quantidade de amostra e fornecem resultados apropriados. Além disso, 0s ensaios permitem
identificar produtos com capacidade de permear na pele e atingir concentraces adequadas
para exercer o efeito farmacologico (GABOR, 2003). A literatura reporta atividade anti-
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inflamatoria ao metil chavicol (OLIVEIRA et al., 2014; WIIRZLER et al., 2016), mas apesar
disso, ainda ndo havia sido avaliada sua acdo topica por modelos de edema de orelha.

O dleo de Croton € um agente flogistico composto por uma mistura de lipideos,
cujo componente majoritario € o 13-acetato de 12-O-tetradecanoiforbol (TPA). A aplicacéo
topica desse agente estd associada a vasodilatacdo, infiltracdo de leucdcitos e edema,
produzindo uma resposta inflamatéria com estresse oxidativo, proliferacdo e ativacdo de
oncogenes nucleares. O modelo de edema de orelha induzido por 6leo de Créton € util na
triagem de substancias que atuam na fase aguda da inflamacdo e processos inflamatorios
hiperproliferativos (GARG et al., 2008; SARAIVA et al., 2010). O TPA exerce diferentes
mecanismos de a¢do como ativacdo da proteina quinase C (PKC) comestimulagdo sequencial
da via das proteinas quinases ativadaspor mitdgenos (MAP quinase) e ativacdo das fosfolipase
A, (PLA;) com inducdo da expressdao da ciclooxigenases e translocacdo/ativacdo da
lipoxigenase (LOX), que leva a sintese e liberacdo de diferentes mediadores pro-inflamatorios
associados a formacdo de edema, hiperproliferacdo celulare migracdo de leucdcitos para
derme (MURAKAWA et al., 2006; DE BERNARDIS et al., 1994). A ativacao da via da MAP
quinase pela PKC induz alguns fatores de transcri¢cdo nuclear, como o NF-xB e a AP-1, os
quais estdo associados a regulacdo da producdo de diversas proteinas pro-inflamatérias (I1L-1,
IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a), enzimas pro-inflamatérias (COX-2, iNOS, metaloprotease) e
moléculas de adesdo (PASCUAL; GLASS, 2006; GLASS; OGAWA, 2006; GARCIA
PINERES et al., 2001; SANCHEZ; MORENO, 1999). A fosforilacdo da PLA, pela PKC
resulta na liberacdo do &cido araquidénico (AA), o qual é substrato nas vias COX e LOX,
produzindo prostaglandinas (PG) e leucotrienos (LT), respectivamente (YOUNG et al., 1984).

Os resultados no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de Croton
demonstraram que o metil chavicol foi capaz de inibir o edema ap6s 6 e 24 horas do
experimento (Tabela 7), promovendo resposta semelhante a dexametasona. Essa agdo
antiedematogénica esta relacionada a reducdo da permeabilidade vascular, pois anéalise
histopatoldgica (Figura 12) revelou uma redugdo na vasodilatacdo e migracdo leucocitaria
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; CHRISTY et al., 2013; GEERING et al., 2013). A
reducdo das enzimas MPO e NAG (Figura 13) também corroboraram estes resultados, uma
vez que MPO é frequentemente associada a presenca de polimorfornucleares (BRADLEY et
al., 1982), enquanto a NAG ¢ indicativa de mononucleares no sitio da inflamagéo,
principalmente em processos inflamatorios crénicos (SANCHEZ, MORENO, 1999).

A diminuigdo da vasodilatacdo pelo metil chavicol foi também confirmada pelo

ensaio do oxido nitrico (Figura 14). O d6xido nitrico, gerado pela agdo da enzima oxido nitrico
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sintase induzida, contribui para a permeabilidade endotelial, o que resulta em infiltragéo
celular e extravasamento de plasma e proteinas plasmaticas para os tecidos, favorecendo a
formacéo do edema e processo inflamatorio. Além disso, a exposicdo de leucdcitos ao dxido
nitrico promove o aumento da producéo de interleucina -8 (IL-8) e fator necrose tumoral alfa
(TNF-a), reforcando o gradiente quimiotatico no tecido danificado (CORRIVEAU et al.,
1998; MUHL et al., 2000; MA et al., 2004). Pontes et al. (2012) evidenciaram uma resposta
inibitéria do metil chavicol em modelo de edema de pata induzido por nitroprussiato de sodio
(doador de NO), associando este fenilpropanoide a inibi¢do da via do NO de maneira direta
ou indiretamente por meio da producdo de prostanoides com reducdo da vasodilatagcdo e
edema. Portanto, nossos resultados estdo de acordo com aqueles achados descritos na
literatura (PONTES et al., 2012).

Com intuito de compreender e determinar um possivel mecanismo de acdo foi
realizado o estudo de docking molecular do metil chavicol e seus anéalogos frente a Oxido
nitrico sintase induzida (iNOS). Os resultados sugerem que o metil chavicol e analogo (2) séo
capazes de interagir com iNOS, inibindo-a. Tanto o metil chavicol, analogo (2) e 158 formam
ligacdo de hidrogénio com residuo de Gly 300, o que indicaser fundamental para atividade da
inibicdo enzimatica.

A atividade anti-inflamatoria do metil chavicol foi também avaliada pelo modelo
de inflamacdo cutanea aguda induzida pelo fenol que produz edema e estd relacionado a
mediadores associados a dermatite de contato como ocorre em seres humanos (LIM, PARK,
KIM, 2004). Diferentes mecanismos estdo envolvidos na inflamacdo causada pelo fenol,
principalmente sua ac&o sobre os queratindcitos que liberam mediadores pré-inflamatoérios,
tais como IL-1 a, TNF-o e IL-8, metabdlitos do AA e espécies reativas de oxigénio (ERO)
(MURRAY et al., 2007; WILMER et al., 1994). O fenol pode ser oxidado por peroxidades e
tirosinases para gerar radicais fenoxila que irdo aumentar a producdo e liberacdo de
mediadores inflamatorios (LIM, PARK, KIM, 2004; MURRAY et al., 2007). Ao inibir o
edema induzido por fenol, o metil chavicol demonstrou uma possivel acdo contra dermatite de
contato que pode estar associado a diferentes mecanismos, corroborando os resultados do
modelo de edema induzido por 6leo de Créton.

A atividade anti-inflamatéria do metil chavicol foi avaliada por meio do modelo
de edema de orelha induzido pela aplicacdo intradérmica da histamina, o qual mimetiza
reacOes alérgicas do tipo imediata. Nestas reacdes, 0s mastdcitos desencadeiam resposta a
diversos alérgenos que interage com a imunoglobulina E (IgE) ligada a receptores de

superficie, ocasionando desgranulacédo e liberacdo de diversos mediadores vasoativos pro-
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inflamatorios e nociceptivos, tais como histamina, citocinas, protasglandinas e leucotrienos
(THEOHARIS et al., 2007). A histamina causa vasodilatacdo e aumenta a permeabilidade
vascular, promovendo uma resposta edematogénica (BRAND et al., 2002). Além dessas
acOes, este mediador estimula fibras nervosas sensitivas por meio de mecanismo dependente
dos receptores H; que gera prurido e € responsavel por reacdes de hipersensibilidade do tipo I,
como urticaria (RANG et al., 2007; BRAND et al., 2002). A reacdo de hipersensibilidade
imediata desenvolve-se apds a desgranulacdo dos mastdcitos com liberacdo de histamina. A
aplicacdo prévia do metil chavicol promoveu uma reducdo do edema induzido pela histamina,
indicando uma acdo inibitdéria da via deste mediador. Rodrigues et al. (2016) realizaram
estudo da atividade anti-inflamatéria do metil chavicol frente ao modelo do edema de pata
induzido pela administracdo intra-plantar de histamina.Tal estudo demonstrou que o Oleo
essencial de Ocimum basilicum, cujo constituinte majoritario é o metil chavicol,foi ativo ao
reduzir o edema em 22% durante o pico de histamina (2 horas).Outro estudo evidenciou que
metil chavicol e seu isbmero anetol apresentaram resposta anti-inflamatéria a diferentes
agentes inflamatorios como a substancia P, bradicinina, histamina, serotonina e TNF-a
(PONTES et al., 2012). Considerando os achados descritos na literatura, os resultados obtidos
estdo em concordancia e a acdo anti-inflamatdria do metil chavicol pode ser decorrente da
inibicdo de diferentes vias do processo inflamatdrio, como mostrado nos modelos do 6leo de
Croton e fenol.

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos anti-inflamatorios do metil
chavicol, o efeito in vitro foi avaliado frente a atividade das enzimas COX-1 e COX-2.
Embora Wiirzler et al. (2016) tenham relatado uma reducdo nos niveis de prostaglandinas em
tecido oriundo do edema de pata induzido por carragenina, os resultados apresentados
mostraram que a a¢do anti-inflamatdria do metil chavicol ndo esta relacionada com a inibicéo
direta da ciclooxiganase (Tabela 10). E possivel que esta acdo seja indireta, pois estudos
indicam que este fenilpropanoide inibe a translocagdo do fator nuclaer kB (NF-xB) do
citoplasma para o nucleo celular apds estimulos inflamatorios tanto in vitro quanto in vivo
(WIIRZLER et al, 2015a; 2016b; SILVA-COMAR et al., 2014). O NF-xB é um importante
fator de transcricdo associado ao processo inflamatério que promove a producgéo de citocinas
(IL-1B, IL-6, TNF-a), melhora a diferenciagdo e maturagdo de mondcitos/macrofagos, induz a
fagocitose e aumenta a producdo de eicosanoides devido a estimulacdo de producdo e
expressao de COX-2 em células. Portanto, é provavel que o efeito anti-inflamatério do metil
chavicol esteja associado & supressdo da producdo e expressdo de COX-2 por regulacdo de

NF-kB, consequentemente com a reducdo dos niveis de prostaglandinas. A diminui¢do na
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producdo de TNF-a e IL-6 (Figura 14) corrobora para este possivel mecanismo de acdo anti-
inflamato6rio do metil chavicol por inibicdo do fator de transcrigdo NF-xB. Portanto, os dados
sugerem que o metil chavicol interfere na acdo enzimatica da isoforma COX-2 apds o0s
estimulos inflamatorios (por supressédo de NF-kB), sem interferéncia com a atividade COX-1.

A interacdo molecular no sitio de acdo entre COX e &cido araquiddnico é do tipo
ligacdo de hidrogénio entre o carboxilato do acido araquiddnico e os residuos Argl20 e
Tyr355. O carbono 13 do acido araquidénico estd proximo ao oxigénio fenolico da Tyr385
orientado justamente para abstracdo do H. O final o fica entre Ser 530 e Gly533. Os residuos
Phe381, Leu384, Trp387, Phe518 e Met522 constituem uma fenda que pode acomodar as
transicdes conformacionais do C8 até o C12 durante a adicdo e formagdo do endoperdéxido
(MALKOWSKI et al., 2000). Na grande maioria, os AINES interagem principalmente
Arg120, como foi representado pelo ibuprofeno neste trabalho. O estudo de docking entre
metil chavicol e seus analogos a COX-1 e COX-2 ovina e humana respectivamente, corrobora
o0 resultado obtido in vitro. Isso se deve a formagdo de complexo ligante-receptor instavel,
principalmente pela auséncia de interacdo ligacdo de hidrogénio com Arg120.

Por outro lado, duas alteracdes sistémicas estdo envolvidas na obesidade e
sindrome metabdlica: o aumento do dano oxidativo dos constituintes celulares (proteinas,
lipidios e DNA) e a instalacdo do processo inflamatério pela elevagdo dos niveis de TNF, IL-
1B e outros citocinas (SUTHERLAND et al.,, 2004; PENNATHUR; HEINECKE, 2007;
GRATTAGLIANO et al.,2008). O estresse oxidativo e inflamacdo sdo processo
complementares, pois o primeiro induz a producdo de citocinas inflamatorias e essas, por sua
vez, induzem a producdo de radicais livres. Portanto, estresse oxidativo, peroxidacdo de
lipidios de membrana e inflamacdo sdo geralmente considerados fundamentais para o
desencadeamento da sindrome metabdlica (CHUNG et al.,, 2009). A peroxidacdo € um
processo autocatalitico iniciado pelo ataque de radicais livres nas insaturagfes dos acidos
graxos. Espécies como o anion superoxido (O;), peroxido de hidrogénio (H,O,), radical
hidroxila (OH"), oxido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOO) sdo comumente envolvidos na
iniciacdo de peroxidacdo lipidica. Portanto, os resultados do presente trabalho s&o
promissores, pois indicam atividade antioxidante frente a lipoperoxidagdo, antilipase e
antiflamatoria do metil chavicol e analdégos, mostrando sua aplicabilidade para

desenvolvimento de novas terapias da obesidade e sidrome metabdlica.
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7. CONCLUSOES

Considerando os resultados apresentados nesta dissertacao, foi possivel obter as
seguintes conclusoes:

O metil chavicol deu origem aos analogos 2-[(4-metoxifenil)metil] oxirano (2), 3-
(4-metoxifenil)propan-1,2-diol (8), 2-metoxi-3-(4 metoxifenil)propan-1-ol (10), 1-metoxi-3-
(4 metoxifenil)propan-2-ol (17) e 3-(4-metoxifenil)propanal (18) com potenciais bioldgicos
promissores;

O metil chavicol foi capaz de inibir a atividade da enzima lipase pancredtica e este
efeito pode ser relacionado a reducéo de lipidios no organismo;

O metil chavicol apresentou atividade anti-inflamatdria topica em modelo agudo
de edema de orelha utilizando diferentes agentes flogisticos, entretanto, 0 mecanismo néo esta
associado com a inibigéo direta da ciclooxigenase-1 e -2;

O estudo de docking molecular revelou que os anadlogos do metil chavicol
inibiram as enzimas i-NOS e lipase.

Os resultados do presente estudo indicam que o metil chavicol e seu analogos sdo
promissores agentes terapéuticos que podem ser utilizados em doengas associadas a

inflamacéo, processos oxidativos e alteragdes metabolicas.
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Espectro de RMN *3C de metil chavicol (1)
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A.2  Espectro de RMN *H de 2 - [(4-metoxifenil) metil] oxirano (2)

MO02(m) MO1(s) MO6(m)
S h - e =
BRI & IICRSS8IXHZLHRBR
O VW YW YW m [oa B o I s s B oV oV I o VI o VI o VI o VA o NI o Vo)
MO5(m)
—
MOS(m), __mo7(m) MoB(dd)
MO4(tdd) 281 ,g0 —
2.85 .80 2579 556
3.14--3.13 286 : 273 257|500,
314313 288 274 271 ’
3.14-|-3.13 2.89 2.70

3.14 313

3 3 g g 8
o i i — =3
L L L ) L )
‘ 3‘.1 3‘.0 2‘.9 ‘ 2‘.8 ‘ Z‘.7 ‘Chem\c‘a\sh\fl‘(ppm)
Sé 3 8 ;9@53’2
PV ™ S H-do
[ [ W |
L L L L L L L L L B s L R R R R R R RN R EREERAR R R
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 Chemical Shift (ppm)




Espectro de RMN *3C de 2 - [(4-metoxifenil) metil] oxirano (2)
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A.3  Espectro de RMN *H de 1-metoxi-3- (4-metoxifenil) propan-1,2-diol (8)
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Espectro de RMN *3C de 1-metoxi-3- (4-metoxifenil) propan-1,2-diol (8)
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A.4  Espectro de RMN *H de 2-metoxi-3-(4-metoxifenil)propano-1-ol (10) e 1-metoxi-3-
(4-metoxifenil)propano-2-ol (17)
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Espectro de RMN *3C de de 2-metoxi-3-(4-metoxifenil)propano-1-ol (10) e 1-metoxi-3-(4-
metoxifenil)propano-2-ol (17)
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A5  Espectro de RMN **H de 3-(4-metoxifenil)propanal (18).
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Espectro de RMN *3C de 3-(4-metoxifenil)propanal (18).
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ANEXO B - PARTE EXPERIMENTAL

PROCEDIMENTOS:

B.1  Obtencdo de 2 - [(4-metoxifenil) metil] oxirano (2)

A uma solucdo de metil chavicol (1) (1,0 g; 6,74 mmol) em diclorometano (10
mL) o qual foi acrescida vagarosamente de uma solucdo de &cido metacloroperbenzoico 77%
(3,1346 g; 14 mmol) em diclorometano (40 mL), tempo de adi¢cdo 40 minutos, mantendo-se a
temperatura a 0° C durante a adicdo (banho de gelo). Deixou-se agitando a temperatura
ambiente por 24 horas e ao final desse tempo, adicionou-se solugdo aquosa de sulfito de sédio
a 10% (60 mL), deixando-se agitar por uma hora. Separou-se a fase aquosa da fase organica,
enquanto a fase aquosa foi extraida com diclorometano. As fases organicas foram reunidas e
lavadas com solucdo de bicarbonato de sédio a 5%, solucéo saturada de cloreto de sodio e
secas com sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado e produto purificado em coluna
cromatogréfica cuja fase movel hexano/ acetato de etila (8:2).

o o Aspecto Fisico: liquido oleoso castanho
F.M.: C10H120,
MCPBA M.M.: 164,204 g.mol™
CH:Cl Rendimento: 75%
Pureza (CG): 99%
1 on, 2 °

RMN*H, 300Hz, (CDCls): & (ppm): 6,85 (d, 2H, J = 2,14 Hz); 6,74 (d, 2H, J = 2,14 Hz);
3,89 (s, 3H); 3,14 (tdd, 1H, J = 5,53, 5,53, 3,89, 2,75 Hz), 2,70 (m, 3H) 2,56 (dd, 1H, J = 5,04,
2,59 Hz), 2,11 (m, 3H);

RMN?®, 75Hz, (CDCls): & (ppm): 171,395; 145,782; 145,608; 130,553; 120,612; 115,412;
110,935; 60,610; 56,193; 52,774;

EM: m/z = 164 (M+);147;135; 121; 108; 91; 77; 65
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B.2  Obtencéo de 3-(4-metoxifenil)propano-1,2-diol(8).

50 mg da substancia (2) (0,33 mmol) foi adicionado a uma solucdo de anidrido
acético a 0,1% (6 mL). O sistema foi mantido sob agitagdo magnética a 140° C a vacuo por
2,5 horas. Posteriormente, resfriou-se naturalmente e, em seguida, foi acrescido de uma
solucdo de hidroxido de sédio a 37% (1,12 mL), mantendo-se sob agitacdo por 30 minutos.
Em seguida foi realizada a extracdocom éter etilico e seca com sulfato de sdédio anidro.

Evaporou-se o solvente.

o oo Aspecto Fisico: liquido oleoso incolor
J L F.M.: C10H1403
Hjo M.M.: 182,219 g.mol™
- Rendimento: 68%
o W Pureza (CG): 98%

RMN!H, 300Hz, (CDCl): & (ppm): 7,15 (m, 2H); 6,87 (m, 2H); 3,91 (m, 1H); 3,81 (s, 3H);
3,69 (dd, 1H, J = 11,29, 3,05); 3,52 (dd, 1H, J = 11,29, 3,05); 2,73 (m, 1H);

RMN®, 75Hz, (CDCly): & (ppm): 158,596; 130,484; 129,809; 114,277; 73,340; 66,205;
55,502; 55,460; 39,058;

EM: m/z = 184 (M+);164; 147; 135; 121; 108; 91; 77; 65

B.3 Obtengdo de 2-metoxi-3-(4-metoxifenil)propano-1-ol (10) e 1-metoxi-3-(4-
metoxifenil)propano-2-ol (17).

A substancia (2) (0,05g; 0,33mmol) foi adicionada a uma solucdo de é&cido
sulfurico a 5% (v/v) em metanol (10 mL) e mantida sob agitacdo magnética em temperatura
ambiente por 3 horas seguida de refluxo e temperatura elevada a 80° C por uma hora.
Posteriormente, o sistema foi resfriado em banho de gelo até a temperatura ambiente
novamente e lavada com solucdo de bicarbonato de sodio a 12,5%. Extraiu-se com éter etilico
e seca com sulfato de sodio com evaporacéo do solvente. O produto foi purificado em coluna

cromatografica cuja fase movel hexano/acetato de etila (1:1).
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Aspecto Fisico: liquido oleoso incolor

MetOHH, SO0 F.M.: C11H1603
. M.M.: 196,110 g.mol™
. \°T; Rendimento: 77%
OH CI) w

Pureza:49,08%

Chy
O/

RMN*H, 300Hz, (CDCls): & (ppm): 7,15 (m, 4H); 6,87 (m, 4H); 3,82 (s, 6H); 3,66 (d, 1H, J
= 8,85 Hz); 3,465 (m, 2H); 3,43 (m, 2H); 3,41 (d, 4H, J = 1,22 Hz); 3,32 (ddd, 1H, J = 9,46,
7,32, 1,22 Hz); 2,88 (dd, 1H, J = 13,58, 5,04 Hz); 2,76 (d, 2H, J = 6,71 Hz); 2,71 (dd, 1H, J =
13,89, 6,56 Hz); 2,28 (s, 1H);

RMN?®, 75Hz, (CDCls): & (ppm): 158,487; 130,162; 130,064; 114,162; 76,174; 71,586;
63,487; 59,285; 55,452; 39,133; 36,037;

EM: m/z =196 (M+); 178; 164; 151;133; 121;107; 91; 77; 65; 51;

B.4  Obtengdo de 3-(4-metoxifenil)propanal (18).

A uma solucdo da substancia (2) (0,328g; 2 mmol) em piridina (0,3164g; 4 mmol)
foi adicionado fenol (0,188g; 2 mmol) como catalisador. O sistema foi mantindo sob agitagédo
magnética em temperatura ambiente por 5 horas. Em seguida, a mistura reacional foi lavada
com acido cloridrico a 1M, extraida com éter etilico e seca com sulfato de sodio anidro com
evaporacdo do solvente. O produto foi purificado por coluna cromatografica cuja fase movel
hexano/ acetato de etila (8:2).

CHe Aspecto Fisico: liquido oleoso incolor
F.M.: C1oH120,
M.M.: 164,204 g.mol™
Piridina Pureza:97%
Rendimento:52,30%

; _Chs o _
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RMN*H, 300Hz, (CDCls): & (ppm): 9,77 (s, 1H); 7,15 (d, 2H, J = 8,54); 6,9 (d, 2H, J =
8,85); 3,83 (s, 3H); 2,81 (d, 1H, J = 4,88); 2,78 (d, 1H, J = 4,88); 2,68 (dd, 1H, J = 13,73,
8,24);

RMN?®, 75Hz, (CDCls): & (ppm): 185,602; 157,056; 130,500; 116,406; 55,495; 40,398;
EM: m/z = 164 (M+); 148; 135; 121; 108; 91; 77; 65; 51;
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ANEXO C - Resumo do trabalho cientifico inititulado “Molecular Interactions between
Methyl chavicol and analogues with Inflammatory enzymes”, apresentado na forma de poster
no VIII Simpdsio Ibero-americano de Plantas Medicinais e 111 Simposio Ibero-americano de

Investigacdoem Cancer, 24 a 27 de outubro de 2016, Itajai, Santa Catarina, Brasil.

\ DE PLANT

mivali ’ A ] I ]

ey ‘ V MEDICIN/ \|~

2442710 SIMPOSIO IBERO-AMERICANO DE
ll\\l TIGAC AQ

W M CANCER

MOLECULAR INTERACTIONS BETWEEN METHYL CHAVICOL AND
ANALOGUES WITH INFLAMMATORY ENZYMES

Celeida-Santos BS', Pires AS', Taranto AG? Araujo ALSM' Sousa OV’

Introduction: Methyl chavicol is a phenylpropanoid found in essential oils of medicinal plants
and has been known for their antimicrobial, anti-inflammatory, local anesthetic and
insecticide activities. Objective: Determine the profile of molecular interactions between
methyl chavicol and analogues with inflammatory enzymes [phospholipase A2 (PLA;) and
cyclooxygenase (COX-1 and -2)] by docking tools. Materials and Methods: Methyl chavicol
was used as basis for the planning of analogues applying the concept of bioisosterism. The
ligands were generated in Marvin Sketch Program and refined by the semi-empirical method
PM?7 present in the MOPAC2012 Program. The inflammatory enzymes were obtained from
Protein Data Bank under the 3U8D, 3U8H and 5I8P (PLAz) and 1EQG, 3NT1 and 5IKT
codes (COX-1 and -2). Subsequently, the Gasteiger’'s loads were determined for all ligands
and receptors through MGLTools Program. The molecular recognition was defined using the
Discovery Studio v 4.5 2016 Program. Results and Discussion: The analysis of molecular
docking showed that the methyl chavicol and analogues were capable of complexing with the
COX-1 and -2 with 0.6 Kcalmol™ more favorable than acetylsalicylic acid. Furthermore, the
compounds recognized these enzymes by Van der Waals, dipole-dipole and hydrogen
bonding interactions, which were similar to non-steroidal anti-inflammatory (acetylsalicylic
acid, ibuprofen and naproxen). However, the compounds didn’t produce interactions with the
PLA; in the proposed model. Conclusion: The results indicate that methyl chavicol and
analogues allowed stable interactions with COX-1 and -2, which should be associated with
the anti-inflammatory action, while the molecular docking didn't evidence the recognition
between compounds and PLA:.

Acknowledgments: PPG Ciéncias Farmacéuticas-UFJF, FAPEMIG, CAPES, CNPQ.

'Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farméacia, PPG-CF, Universidade Federal de Juiz de
Fora, Juiz de Fora, Brasil. brunaceleida@gmail.com

2 Universidade Federal de Séo Jodo Del Rei, Campus Centro-Oeste Dona Lindu, Divindpolis, Brasil.
taranto@ufsj.edu.br
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ANEXO D - Resumo do trabalho cientifico inititulado “Avaliacdo da Atividade Antioxidante
in vitro do metil chavicol”, apresentado na forma de poster no XII Congresso Mundial de
Farmacéuticos de Lingua Portuguesa; V Simpdsio de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no
Sistema Publico de Saude; Congressolnternacional de Fitoterapia; 1 Congresso Brasileiro de
Farmacia Estética e | Simpdsio Farmacéutico de Nutracéuticos, 8 a 10 de novembro de 2016,
Gramado, Rio Grande do Sul, Brasil.

Area 2 — PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPIA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO METIL-CHAVICOL

BRUNA CELEIDA SILVA SANTOS; ANDRESSA SOARES PIRES; ANA LUCIA SANTOS DE
MATOS ARAUJO; ORLANDO VIEIRA DE SOUSA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, FACULDADE DE FARMACIA,
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
E-MAIL: brunaceleida@gmail.com

Introdugao: O estresse oxidativo causa danos como peroxidagio lipidicas e agressao teciduais, podendo
desencadear patologias associadas a doengas inflamatérias, cardiovasculares e neurodegenerativas.
Metil-chavicol é um constituinte fenilpropanoidico encontrado em 6leos essenciais de plantas medicinais
e as atividades biologicas, tais como, anti-inflamatoria, antimicrobiana, anestésica local e inseticida, sdo
atribuidas a esta substincia. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante do
metil-chavicol usando diferentes ensaios in vitro. Metodologia: Atividade antioxidante foi avaliada
frente aos métodos de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), poder de redugio
do Ferro (FRAP), co-oxidagdo do f-caroteno/acido linoleico e peroxidagdo lipidica por meio da
determinagiao das substincias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Hidroxitolueno butila (BHT)
foi usado como controle positivo. Os resultados foram expressos como média + erro padrio. Analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey foi usado para determinar o nivel de significancia (p <
0,05) usando o programa GraphPad Prism®. Resultados: O metil-chavicol nio apresentou atividade
antioxidante frente ao método DPPH nas concentragdes testadas (CEso > 1000pg/mL) e o perfil cinético
demonstrou um comportamento lento. Através do método FRAP, o metil-chavicol teve CEsp superior a
5000 pg/mL. Os percentuais de inibi¢ao de peroxidagio lipidica pelos os métodos de co-oxidagio do -
caroteno/dcido linoleico e TBARS foram de 75,38 + 0,43% e 71,29 + 1,41%, respectivamente para o
metil-chavicol e 55,88 + 1,67% e 69,13 £+ 1,00% para BHT. Conclusdo: Os resultados sugerem que o
metil-chavicol possui um promissor potencial antioxidante frente a inibi¢do da peroxidagio lipidica, o
que pode ser relevante o desenvolvimento de produtos inovadores para combater diversas doengas
associadas ao estresse oxidativo. Palavras-chave: Metil-chavicol; Atividade Antioxidante; Peroxidagio
Lipidica.

Agradecimentos: Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas - UFJF; FAPEMIG; CAPES;
CNPq.
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ANEXO E - Resumo do trabalho cientifico inititulado “Interacdes Moleculares do metil
chavicol e andlogos frente a lipase pancreatica usando ancoragem molecular”, apresentado na
forma de poster noXIl Congresso Mundial de Farmacéuticos de Lingua Portuguesa; V
Simposio de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no Sistema Publico de Saude;
Congressolnternacional de Fitoterapia; 1 Congresso Brasileiro de Farmacia Estética e |
Simposio Farmacéutico de Nutracéuticos, 8 a 10 de novembro de 2016, Gramado, Rio Grande
do Sul, Brasil

Area 2 - PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPIA

INTERACOES MOLECULA’RES DO METIL-CHAVICOL E ANALOGOS FRENTE A
LIPASE PANCREATICA USANDO ANCORAGEM MOLECULAR

BRUNA CELEIDA SILVA SANTOS!: ANDRESSA SOARES PIRES'; ALEX GUTTERRES
TARANTO?; ANA LUCIA SANTOS DE MATOS ARAUJO'; ORLANDO VIEIRA DE SOUSA!

'DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, FACULDADE DE FARMACIA,
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA

2UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO JOAO DEL-REI, CAMPUS CENTRO-OESTE DONA
LINDU

E-MAIL: brunaceleida@gmail.com

Introduciio: Metil-chavicol é um fenilpropanoide encontrado em dleos essenciais em plantas de
diversas familias, o qual ¢ conhecido por suas propriedades bioldgicas, tais como, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, anestésica local e inseticida. Esta substdncia foi usada como material de partida para o
planejamento e sintese de andlogos por meio do conceito de bioisosterismo. O presente estudo teve como
objetivo avaliar as intera¢cdes moleculares in silico do metil-chavicol e dezenove andlogos frente a Lipase
pancreatica usando estudos teoricos de Ancoragem Molecular. Metodologia: Inicialmente, os ligantes
foram gerados no programa Marvin Sketch e refinados pelo método semi-empirico PM7 presente no
programa MOPAC2012 e a lipase foi obtida através do Protein Data Bank sob coédigos 1LPA, 1LPB e
INS8S. A seguir, as cargas de Gasteiger foram determinadas para todos os ligantes e lipase através do
programa MGLTools. O mesmo processo foi realizado para obtencdo das energias de ligacdo dos
farmacos orlistat e acido metoxi (undecil) fosfonico (MUP). As interagdes de reconhecimento molecular
foram realizadas através do programa Discovery Studio v. 4.5 2016. Resultados: Os estudos de
ancoragem molecular mostraram que os analogos do metil-chavicol sdo capazes de se complexarem com
a lipase 0,4 Kcalmol™' e 1,4 Kcalmol™ favoravelmente do que o orlistat e MUP, respectivamente. Além
disso, a lipase reconheceu as substancias através de interagdes de Van der Waals, dipolo-dipolo e liga¢do
de hidrogénio. Concluséo: Os resultados indicam que andlogos obtidos a partir do metil-chavicol podem
levar as interagdes intermolecular estaveis com a lipase pancreatica, uma importante enzima associada
a mecanismos fisiopatoldgicos de doengas do trato gastrointestinal e do metabolismo lipidico. De posse
destes resultados, torna-se possivel desenvolver compostos mais promissores para o tratamento da
obesidade. Palavras-chave: Metil-chavicol; Lipase pancreatica; Modelagem Molecular.
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