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IRIE, Matheus Ferreira. Raizes de Achillea milefolium: Investigacdo fitoquimica,
avaliacdo do seu potencial antioxidante e estudo in silico das propriedades ADMET.
69f. Trabalho de Concluséo de Curso. Graduacdo em Farmacia, Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), Campus Realengo, Rio
de Janeiro, RJ, 2023.

RESUMO

Achillea millefolium, conhecida no Brasil como milefélio e novalgina, pertencente a familia
Asteraceae, € uma planta perene nativa da Europa, atualmente distribuida por todo mundo
e, no Brasil, é encontrada principalmente na regido da Mata Atlantica. As partes aéreas
desta planta séo utilizadas na medicina popular para o tratamento de dores, célica, falta de
apetite e inflamag¢des. Estudos recentes encontraram boa atividade antioxidante dos
extratos das folhas, flores, ramos e inflorescéncias de A. millefolium, aumentando ainda
mais seu campo de aplicacdes bioldgicas. Sabe-se que diversas espécies da familia
Asteraceae apresentam em sua composi¢cado a presenca de alcamidas. Algumas atividades
farmacologicas vém sendo descritas para alcamidas, tais como anti-inflamatéria, analgésica,
antiparasitaria, acao antimicrobiana e larvicida. Entretanto, ndo hé relatos na literatura sobre
a utilizacdo de raizes de A. millefolium com atividade antioxidante. Sabe-se, que o0s
antioxidantes atuam na eliminagdo de radicais livres do nosso organismo, sendo assim, sdo
capazes de proteger contra danos causados pelas espécies reativas de oxigénio e em
processos patologicos, como cancer, inflamagdes e envelhecimento celular. Com isso, o
objetivo deste estudo é analisar a constitui¢cdo fitoquimica do extrato das raizes de Achillea
millefolium, bem como determinar sua capacidade antioxidante e avaliar as propriedades
fisico-quimicas, absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e toxicidade das alcamidas a partir
das plataformas SwissADME e vVNN-ADMET, analisando paradmetros essenciais para um
candidato a fitofarmaco. A partir do extrato etandlico das raizes foram identificadas 9
alcamidas, que tiveram suas estruturas elucidadas por meio da técnica de Espectrometria
de Massas em comparagcdo com a literatura. As alcamidas identificadas foram o
isobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-triendico (8,9- desidropellitorina), isobutilamida do
acido deca-2E,4E-diendico (pelitorina), isobutilamida do &cido undeca-2E,4E-dieno-8,10-
diindico, piperidinamida do acido deca-2E, 4E-diendico, piperidinamida do acido undeca-2E,
4E-dieno-8,10-diindico, isobutilamida do &cido tetradeca -2E,4E,12Z-trieno-8,10-diindico,
isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico (anaciclina), tiramida do acido
deca-2E,4E-diendico e 4-metdxi feniletilamida do acido deca-2E,4E-diendico, sendo a
pelitorina a alcamida majoritaria. Os resultados das avaliacdes antioxidantes foram
considerados promissores. A particAo em diclorometano apresentou CEso de 6,9 pg/mL,
apresentando um resultado melhor quando comparado com a quercetina, cuja CEsq foi de
12.84 pg/mL. Ao serem analisadas possiveis interagdes dessas alcamidas com as isoformas
do citocromo P450, foi observado que a isobutilamida do &cido deca-2E,4E,8Z-triendico e a
piperidinamida do &cido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico ndo se apresentaram como
inibidores de nenhuma das CYPs. As alcamidas avaliadas quanto a sua cardiotoxicidade
ndo bloquearam o canal hERG. De forma geral, diante todas as avaliacdes realizadas, as
alcamidas apresentam boa biodisponibilidade oral frente aos parametros fisico-quimicos e
farmacocinéticos. Sendo assim, sdo consideradas moléculas interessantes e que podem
servir para o planejamento de farmacos.

Palavras-chave:alquilamidas; Asteraceae; farmacocinética; antioxidante; biodisponibilidade
oral
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ABSTRACT

Achillea millefolium, known in Brazil as yarrow and novalgin,belonging to the family
Asteraceae, is a perennial plant native to Europe, currently distributed throughout the world
and, in Brazil, is found mainly in the Atlantic Forest region. The aerial parts of this plant are
used in folk medicine for the treatment of pain, colic, lack of appetite and inflammation.
Recent studies have found good antioxidant activity of the extracts of the leaves, flowers,
branches and inflorescences of A. millefolium, further increasing its field of biological
applications. It is known that several species of the family Asteraceae present in its
composition the presence of alkamides. Some pharmacological activities have been
described for alkamides, such as anti-inflammatory, analgesic, antiparasitic, antimicrobial
action and larvicide. However, there are no reports in the literature on the use of A.
millefolium roots with antioxidant activity. It is known that antioxidants act in the elimination
of free radicals from our body, so they are able to protect against damage caused by
reactive oxygen species and in pathological processes such as cancer, inflammation and
cellular aging. Thus, the objective of this study is to analyze the phytochemical constitution
of the extract of the roots of Achillea millefolium, as well as determine its antioxidant capacity
and evaluate the physicochemical properties, absorption, distribution, metabolization and
toxicity of alkamides from the SwissADME and vNN-ADMET platforms, analyzing essential
parameters for a candidate for Phytopharmaceutical. From the ethanolic extract of the roots
were identified 9 alcamides, which had their structures elucidated by the technique of Mass
Spectrometry compared to the literature. The identified alcamides were the isobutylamide
acid deca-2E,4E,8Z trienoic (8,9- dehydropellitorine), isobutylamide acid deca-2E, 4E-
dienoic (pellitorine), Isobutylamide acid undeca-2E,4E-diene-8,10-diynoic, piperidide acid
deca-2E,4E-dienoic, piperidide acid undeca-2E,4E-diene-8,10-diynoic, isobutylamide acid
tetradeca-2E,4E,12Z-triene-8,10-diynoic, isobutylamide acid tetradeca-2E,4Ediene-8,10-
diynoic (anacycline), tyramide acid deca-2E, 4E-dienoic and 4-methoxy phenylethylamide
acid deca-2E,4E-dienoic, with pelitorin being the major alkamide. The results of antioxidant
evaluations were considered promising. The dichloromethane partition presented EC50 of
6.9 pg/mL, presenting a better result when compared to quercetin, whose EC50 was 12.84
png/mL. When possible interactions of these alkamides with the isoforms of cytochrome P450
were analyzed, it was observed that the isobutylamide acid deca-2E,4E,8Z trienoic (8,9-
dehydropellitorine) and piperidide acid undeca-2E,4E-diene-8,10-diynoic3+2 were not
inhibitors of any of the CYPs. The alkamides evaluated for their cardiotoxicity did not block
the hERG channel. In general, given all the evaluations performed, the alkamides have good
oral bioavailability against the physical-chemical and pharmacokinetic parameters. Thus,
they are considered interesting molecules that can be used for drug planning.

Key words:alkylamides; Asteraceae; pharmacokinetics; antioxidant; oral

bioavailability



ADMET

AMES

Anvisa

APCI

APPI

BHE

BHT

CB1

CB2

CCD

CES0

CLAE

CLAE-ESI-
EM

CYP P450

DILI

DNA

DPPH

ELISA

ERN

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Absorgéo, Distribuicdo, Metabolizacdo, Excrecéo e Toxicidade

Teste de Mutagenicidade

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

lonizag@o Quimica a Pressao Atmosférica

lonizacao por Fétons a Pressdo Atmosférica

Barreira hematoencefélica
Butilhidroxitolueno

Receptor endocanabinoide tipo 1
Receptor endocanabinoide tipo 2
Cromatografia em camada delgada
Concentracao Eficaz

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com

Electrospray acoplada a Espectrometria de Massas

Citocromo P450

Drug delivery injury

Acido Desoxirribonucleico
2,2-difenil-1-picrilhidrazil
Enzyme-LinkediImmunosorbentAssay

Espécies Reativas de Nitrogénio

lonizacdo por



ERO Espécies Reativas de Oxigénio



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Achillea millefolium............coiii i 15
Figura 2 - Alguns constituintes presentes no Oleo essencial...........cccccccceeeviieeeeeeennnns 15
Figura 3 - Exemplos de monoterpenos presentes na Achillea millefolium ................ 16
Figura 4 - ACIAOS TENOIICOS .........coveiveieeieeeeeieeeeee e 18
Figura 5 - Estrutura fundamental dos flavonoides...............ccccccceeiiiiiiiiiiis 19
Figura 6 - Flavonoides encontrados em A. millefolium............ccccccoiiiiiis 19
Figura 7 - Estrutura basica das alcamidas ..........cccooeeeiiiiiiiiiiiiiic e 20
Figura 8 - Principais ACId0S graxXx0S PreCUISOIES......ccueeeiiiiurrrreieeaaeeaeaannnrieeeeeeaaaasaanns 21
Figura 9 - Aminoacidos que sofrem a descarboXilagao............ccccceevviiiiiiiiieninennnnnnns 22
Figura 10 - Aminoacidos valina e lisina como precursores de diferentes amidas .....22

Figurall- N-alquilamidas encontradas no extrato etandlico de raizes de A.
01153 (0] 18] o 23
Figura 12- CCD das fragbes de hexano, diclorometano e extrato bruto, reveladas em
Aragendortl. ..o e ———— 31
Figura 13 - Cromatograma obtido por CLAE (A) e espectros de UV (B) referentes aos
picos majoritarios da particdo em diclorometano das raizes de Achillea millefolium. 32
Figura 14 - Espectro de ESI/EM referente ao Isobutilamida do acido deca-2E,4E-
dieno -8,10-diin0icO ([M+H] 230). ....coeeeeeeeeeeeee e 34
Figura 15 - alcamida isobutilamida do acido undeca-2E-4E-dieno-8,10-diinoico. .....34
Figura 16 - Espectro de ESI/EM referente ao piperidinamida do acido undeca-2E,4E-
dieno-8,10-diin0IiCO ([M+H] 242). .....ooeeeeeeeeeeeee e 35
Figura 17 - estrutura da alcamida piperidinamida do acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-
QINOICO. e 35
Figura 18 - Espectro de ESI/EM referente ao isobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-
L T=T o T (oo TN (YL | 222 TR 36
Figura 19 - Estrutura da alcamida isobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-trienoico. 36

Figura 20 - Espectro de ESI/EM referente ao tiramida do acido deca-2E,4E-dieno-

9,10-diioN0ICO ([M+H] 288) ... ccieiiiiiei e 37
Figura 21 - estrutura da alcamida tiramida do &cido deca-2E,4E-dieno-9,10-diionoico.
.................................................................................................................................. 37

Figura 22 - Espectro de ESI/EM referente ao isobutilamida do acido deca-2E,4E-
dienoico (pelitorina) ([M+H] 224). .....ouiieeie e 38



Figura 23 - Estrutura da alcamida Isobutilamida do acido deca-2E,4E-dienoico
(0] 1o [ = ) PR 38
Figura 24 - Espectro de ESI/EM referente ao isobutilamida do acido tetradeca-
2E,4E,12Z-trien0-8,10-diin0ico ([M+H] 270). ....ccceiiiiiiiiiiiieeee e 39
Figura 25 - Estrutura da alcamida isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E,12Z-trieno-
S 70 10 o 11 (o 1o TR 39
Figura 26 - Espectro de ESI/EM referente a piperidinamida do acido deca-2E,4E-
IBNOICO ..o 40
Figura 27 - Estrutura da alcamida piperidinamida do acido deca-2E,4E-dienoico. ...40
Figura 28 - Espectro de ESI/EM referente ao isobutilamida do &cido tetradeca-
2E,4E-dieno-8,10-diin0iCO ([M+H] 272). ..coooeeeeeeeeeeeeeeeeeee 41
Figura 29- Estrutura da alcamida isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-
(01 Vo] o o P 41
Figura 30- Espectro de ESI/EM referente ao 4-metoxi feniletilamida do &cido deca-
2E,4E-dien0iCO ([M+H] 302). ...coooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
Figura 31 - Estrutura da alcamida 4-metoxi feniletilamida do acido deca-2E,4E-
(01T T o o TSP 42
Figura 32- Reacéo de reducao do DPPH (cor parpura) a hidrazina (cor amarela)....44

Figura 33- Mudanca na coloracdo apds o DPPH ser reduzido a hidrazina. .............. 44
Figura 34 - Estrutura do flavonoide quercetina.............ooouuuceeiiieeeeieceiiicice e, 46
Figura 35- Radar de Biodisponibilidade da plataforma SwisSADME. ........................ 49

Figura 36- Avaliacdo dos parametros de absorgcéo gastrointestinal e da possibilidade
de ultrapassar a BHE a partir do grafico BOILED-EQQ. .........coccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen 52

LISTA DE TABELAS



Tabela 1 - Alcamidas da particdo em diclorometano identificadas por CLAE-ESI/EM.

Tabela 3 - Concentracao da quercetina e seus valores de atividade antioxidante....45

Tabela 4 - Tabela de propriedades fisico-quimicas e druglikeness.............cccceeeennn. 53
Tabela 5 - Dados farmacocinéticos das moléculas avaliadas.............ccoeveevveenieeennnnn. 55
Tabela 6 - Toxicidade dos candidatos & farmMacCO........ccouveeeeeeee e 56

SUMARIO



1 INTRODUGAO ..ottt ae e anas 14

1.1 FAMILIA ASTERACEA E A ESPECIE ACHILLEA MILLEFOLIUM L. .......... 14
1.2 OLEO ESSENCIAL ....oocviiteeeee ettt sae e sre s 16
1.3  COMPOSTOS FENOLICOS .....ooieeiieeeeceee ettt 17
1.4 ALCAMIDAS ..ottt ettt ettt et 19
1.5 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES .....cviiviiiiiieiieciecteee e 24
1.6 TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS. .....cooiviiiiieieeeeeeeeee e 25
1.7 INVESTIGACAO DAS PROPRIEDADES DE ABSORCAO, DISTRIBUICAO,
METABOLISMO, EXCRECAO E TOXICIDADE .......ccveovieeieceeceeeeee e, 25
1.8 MOTIVACGAO ...ttt aa s 27
1.9 OBIETIVOS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt 28
1.9.1 ODbJetiVO GEIAL......ccoeeiiiiii it 28
1.9.2 ObjetivoS ESPECITICOS. . ..t 28
2 DESENVOLVIMENTO .. .cciiiiiiiieiie et eee ettt ettt sttt sttt sttt en s 28
2.1 METODOLOGIA ...ttt ettt 28
2.1.1 Etapas da PESOUISA ......ccooeiiiiiiiiiiii e e eeeeeeeeiis e e e et e e e 28
2.2 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....oooviiiieieeeeeeeeeeeeeete e 30
2.2.1  FIOQUIMICA ....coeeiiiiie et e e e 30
2.2.2 Avaliacao da atividade antioxidante................ccoeeevvvviiiiiiii e, 43
2.2.3  Avaliacdo das propriedades ADMET ........ccccoooiieiiiiiiiiiiiii e, 47
3 CONSIDERACGOES FINAIS ....oviiiiiece ettt 57

REFERENCIAS ... ettt 59



14

1 INTRODUCAO

1.1  FAMILIA ASTERACEA E A ESPECIE ACHILLEA MILLEFOLIUM L.

O uso de plantas medicinais € utilizado para o tratamento de muitas doencas
e esta relacionado a medicina popular de diversas partes do mundo (ARAUJO;
LENON, 2001). Diversas culturas utilizam o potencial terapéutico dos vegetais
desde a pré-histéria e foram evoluindo ao decorrer dos anos (COUTINHO et al.,
2004). O uso medicinal das plantas € bastante tradicional no Brasil, onde o
conhecimento sobre as diversas espécies de plantas, muitas das vezes, é o Unico
recurso a ser utilizado pelas comunidades. Nas Ultimas décadas, o interesse
mundial por produtos de origem natural tem aumentado, como em paises europeus
e nos Estados Unidos da América (EUA). A classe de medicamentos com origem a
partir de plantas medicinais tem girado em torno de 20 bilhdes de dolares
anualmente (DUTRA et al., 2016).

A familia das Asteraceae € a maior familia de angiospermas, com cerca de
30.000 a 40.000 espécies distribuidas entre 1.600-1.700 géneros (NUNES;
SANTOS; SIMOES, 2022). Além disso, é conhecida por suas propriedades
aromaticas, inseticidas, cosméticas e, principalmente, medicinais. Sdo consideradas
um dos grupos que obtiveram maior sucesso entre as plantas com flores e, por isso,
vem sendo cada vez mais pesquisadas. Vale comentar que ja foram evidenciados
na literatura o potencial antioxidante de espécies da familia Asteraceae e que
possuem significativa atividade antioxidante, como as espécies Baccharis
dracunculifolia e Taraxacum officinale (FABRI et al., 2011).

Achilleamillefolium L. (Figura 1)é uma planta perene, nativa da Europa e do
oeste da Asia, pertencente a familia Asteraceae. Atualmente, a espécie ¢ distribuida
por todo mundo, e no Brasil encontra-se principalmente nas regides de Mata
Atlantica, sendo conhecida popularmente como milefélio, mil-folhas e novalgina.
(TORRES; CHAVEZ 2001, REFLORA, 2019). O milefélio se desenvolve em
ambientes quentes, umidos e soalheiros como ao longo de estradas, encostas e nos
campos. E composta por raizes finas e fibrosas, seu caule pode atingir uma altura
de 30 a 60 centimetros e suas folhas costumam apresentar caracteristicas
aromaticas (CHANDLER; HOPPER; HARVERY, 1982).
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Figura 1 - Achillea millefolium

Fonte: SOUSA, (2017)

Os principais constituintes quimicos da A. millefolium s&o o éleo essencial, 0os

alcaldides, os flavonoides, lactonas sesquiterpénicas, taninos, cumarinas,

carotendides, triterpenos e esterois, acido salicilico, alcamidas, acido ascorbico,
proteinas, resinas e carboidratos (LAKSHMI et al, 2011).

Figura 2 - Alguns constituintes presentes no 6leo essencial.
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A. milefolium é uma das plantas mais utilizadas no mundo ha milénios,

principalmente para o tratamento de feridas, problemas digestivos, infeccdes
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respiratérias, problemas de pele, doenca do figado, dores e inflamacdes
(APPLEQUIST; MOERMAN, 2011). De acordo com a Resolugcéo (RDC) n° 10 de
2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), a infusdo das partes
aéreas de Achilleamillefolium por via oral estd indicada para falta de apetite,
dispepsia, febre e cdlica, sendo seu uso destinado tanto para adultos quanto para
criancas. Além das indicacbes apontadas, o O6leo essencial de A. millefolium,
composto majoritariamente de monoterpenos, esta relacionado a atividades
antioxidantes, antimicrobiana e anti-inflamatoria (BRASIL, 2010). Compostos
fendlicos, como flavonoides, taninos e cumarinas jA foram descritos nas partes
aéreas de A. millefolium e relacionados a efeitos espasmoliticos, coleréticos, e
também antioxidante e antimicrobiano (FABRI et al., 2011). Atualmente, a busca por
antioxidantes, de ocorréncia natural para utilizacdo em alimentos ou medicamentos,
vem aumentando, com o objetivo de reduzir a utilizacdo de antioxidantes sintéticos,

podendo assim evitar efeitos indesejaveis, tais como carcinogenicidade.

Figura 3- Exemplos de monoterpenos presentes na Achilleamillefolium
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Fonte: O autor (2023)

1.2 OLEO ESSENCIAL

Os Oleos essenciais sao caracterizados por serem constituidos de
componentes volateis, de menor densidade, insolliveis em agua e que podem ser
arrastados pelo vapor de agua. O 6leo essencial de A. millefolium é rico em azuleno,
canfora, monoterpenos e eucaliptol,entre outros componentes. Tem sido utilizada,
sobretudo, como erva e na medicina homeopatica para diversos fins, como, por
exemplo: anti-inchago, antitumoral, antibacteriana, anti-hipertensivo e cicatrizante

7

(SALVAGNINI et al., 2006).A sua composicdo é estudada a partir de amostras
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extraidas de folhas e flores, sendo levado em consideragéo a localizagdo geogréfica
e a estacdo do ano em que foi realizada a colheita (CHANDLER; HOOPER,;
HARVEY, 1982).

No trabalho realizado por Candan e colaboradores (2023) traz a informacao
que a atividade antioxidante do Oleo essencial de A. millefolium foi comparada com
as respostas dadas por antioxidantes ja conhecidos, como curcumina, acido
ascorbico e BHT. Descobriu-se que a atividade antioxidante apresentada por
constituintes da Achilleamillefolium foram mais eficazes que o acido ascorbico, além
disso, foi observada forte capacidade do 6leo essencial de atuar como doador de
atomos de hidrogénios ou elétrons. A eficacia antioxidante apresentada por fontes
naturais foi atribuida a presenca de compostos fenélicos (HAYASE; KATOI, 1984).

Em estudos realizados por GORNI (2015), que buscavam avaliar a atividade
antioxidante do 6leo essencial de A. millefolium a partir dos valores de IC50, que é a
capacidade do agente antioxidante de sequestrar 50% dos radicais livres DPPH
presentes na solucdo, sendo assim, quanto menor foi o valor de IC50, maior a
atividade antioxidante apresentada pelo extrato. A partir das analises realizadas, foi
identificado que nas concentracbes de 0,50 e 1,00 mM, houve uma reducao
significativa, chegando a mais de 75% em relag&o ao IC50 das plantas controle.

Ambos os trabalhos demonstram o potencial existente no 6leo essencial da
planta, além de poder explorar diferentes extratos e diferentes concentracdes. Os
fendis sdo considerados o0s principais compostos presentes com esse potencial
antioxidante, entretanto, outros compostos podem atuar como sequestradores de
radicais livres (BOHNERT; JENSEN, 1996).

1.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo substancias que sdo encontradas em larga
escala na natureza, sendo mais de 8000 compostos ja descritos em diferentes
espécies. Esses compostos agem como antioxidantes em reacdes de defesa das
plantas contra agressdes do meio ambiente. Apresentam em sua estrutura, grupos
benzénicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas e sendo divididos em
flavonoides (polifendis) e n&o flavonoides (fendis simples ou acidos) (HERNANDEZ;
PRIETO,1999).
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A atividade antioxidante de compostos fendlicos € principalmente por conta de
sua atividade de 6xido-reducdo, desempenhando um importante papel na absorcao
e neutralizacdo de radicais livres, quelando o oxigénio triplete e singlete ou
decompondo peréxidos (ANTUNES; CANHOS, 1984; BRENNA; PAGLIARINI, 2001;
ZHENG; JIANG; WANG, 2001; FENNEMA, 1993). Este grupo de fitoquimicos pode
ser dividido em varios subgrupos, entre eles flavonoides, acidos fendlicos, taninos e
lignanas (XU et al., 2017).

Ao investigar a presenca de &cidos fendlicos como constituinte da A.
millefolium, foram encontrados acido cafeico e acido galico no extrato etandlico de
diferentes partes da planta. Ao serem investigados os extratos, foi observada
atividade antioxidante significativa frente ao radical DPPH (MAZUTTI, et al., 2016).

Além disso, existem diferentes acidos fendlicos (Figura 4) distribuidos na
natureza, sendo divididos em duas categorias: derivados do &cido benzdico, como o
acido gélico, e derivados do &cido cinamico, incluindo o &cido cafeico e o &cido
ferulico. Os acidos fendlicos sdo extremamente importantes, pois sdo capazes de
combater os radicais livres, que sdo agentes do estresse oxidativo. O acido galico
pode ser encontrado em sementes de uvas, o0 acido cafeico esta presente no café,
macas e cerejas, e o acido ferulico é encontrado em grédos de cereais (SOARES,
2022).

Figura 4 - Acidos fendlicos
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Acido gilico Acido ferdlico Acido cafeico
Fonte: ROBER, (2005); PERES, (2015); MAURICIO (2006).

Os flavonoides constituem um grupo que vem despertando grande interesse
dos pesquisadores por conta de seu amplo espectro de atividades medicinais,
demonstrando efeitos na saude e sendo alvo para desenvolvimento de novas formas
terapéuticas (BADSHAH et.al., 2021). Os flavonoides (Figura 5) apresentam em sua

forma estrutural com quinze atomos de carbono, formados por duas fenilas que
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estédo ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas, originando um novo anel
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Figura 5 - Estrutura fundamental dos flavonoides

Fonte: DORNAS et al., (2007)

Os flavonoides sdo amplamente distribuidos nas frutas e nos vegetais,
podendo apresentar variagcbes como flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianinas, isoflavonas e chalconas, sendo encontradas no café, maca, uva cereja
e vinho tinto (GRAHAM, 1992; VAN, 1996).

Figura 6 - Flavonoides encontrados em A. millefolium

Kaempferol Luteolin Apigenin

Fonte: KOCEVAR et al., (2008)

1.4 ALCAMIDAS

As alcamidas (Figura 7), também chamadas de N-alquilamidas, sdo um grupo
de metabdlitos secundarios encontrados em plantas pertencentes a familia das
Asteraceae, Piperaceae, Euphorbiceae e Poaceae. Essas substancias sé&o

constituidas pela unido de um acido graxo, que pode conter de oito a dezoito
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carbonos em sua cadeia, geralmente linear, ligado a uma amina de um determinado
aminoécido descarboxilado. As alcamidas podem ser divididas em dois grupos:
olefinicas, que apresentam apenas ligacdes duplas e acetilénicas, que apresenta
pelo menos uma ligacao tripla e possuem anéis homo ou heterociclicos (BARBOSA,
2016).

Figura 7 - Estrutura basica das alcamidas

Fonte: GOMES, (2022)

De maneira geral, a origem biossintética das alcamidas consiste numa porgao
de &cido graxo e numa por¢do amina combinadas via uma ligacao amida.

Os &cidos graxos precursores mais frequentes séo oleico (18:1), linoleico
(18:2) e linolénico (18:3), sendo os acidos laurico (12:0), miristico (14:0) e palmitico
(16:0) (Figura 8) comuns em N-aciletanolamidas. Desidrogenacfes e desidratacdes
sucessivas, geralmente acompanhadas de isomerizacdes, levam ao surgimento das
estruturas olefinicas e acetilénicas caracteristicas de cada alcamida. E diferentes
processos oxidativos contribuem para o encurtamento da cadeia e formacdo de
epoxidos (GREGER, 1984). A por¢cdo amina é originada a partir de descarboxilacéo
de diferentes aminoéacidos. Valina, isoleucina, fenilalanina, tirosina e leucina séo
precursores de isobutil-, metilbutil-, feniletil-, 4-hidroxifeniletil- e isopentilamina,
respectivamente. Enquanto, as aminas piperidina e 2,3-desidro-piperidina surgem a
partir de reacdes de ciclizacdo e descarboxilagdo dos aminoacidos lisina ou
cadaverina (Figura 10) (GREGER, 1984). A formacdo da amida ocorre via reacao

com catalise enzimatica.



Figura 8 -Principais acidos graxos precursores
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Figura 9 - Aminoé&cidos que sofrem a descarboxilacdo

(9]
CHs 0
CHz o
: OH
HiC OH HiC
MH:2
MHz
MNHz
Valina Isoleucina Fenilalanina
NH;
HaM O
HzM
OH
Tirosina Lisina

Leucina

Fonte: Adaptado do PUBCHEM (2004)

Figura 10 - Aminoécidos valina e lisina como precursores de diferentes amidas
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Os estudos sobre as alcamidas vém crescendo, pois as alcamidas alifaticas
tém demonstrado sua eficacia no campo terapéutico (BOONEN et al., 2012), como
flavorizantes (LANGER; LONGIN; WURSCHUM, 2014), insecticidas e em
cosméticos (ARTARIA et al.,, 2011). Além disso, sdo compostos bioativos que
apresentam ac¢do antimicrobiana, larvicida, analgésica, canabinomimética e antiviral
(TORRES; CHAVEZ, 2001).

As alcamidas sao encontradas nas raizes, nas folhas e flores de
Achilleamillefolium. No trabalho realizado por Veryser e colaboradores (2017), foram
investigadas a presenca de N-alquilamidas nos extratos etandlicos deAchilleadas
suas raizes utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia - ionizacdo por
eletrospray - espectrometria de massa. Foi observado o relato de diversas N-
alquilamidas, como 2-metilbutilamida do 4cido deca-2E,6Z,8E-triendico
(homospilantol) e N-metil isobutilamida do acido deca-2E,4E-diendico, sendo
atribuidas pela primeira na literatura. Além desses compostos, foram observadas as
presencas do piperideido de &cido deca-2E,4E,6E,8Z-tetraendico, piperideido de
acido deca-2E,4E,6Z,8Z-tetraendico e piperidideto do acido deca-2E,4E,8Z-triendico
(Figura 11) (VERYSER, 2017).

Figura 11 - N-alquilamidas encontradas no extrato etandlico de raizes de A. millefolium

2- metilbutilamida do &cido deca-2E,6Z 8E- N-metil isobutilamida do acido deca-2E,4E-diendico
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1.5 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

Compostos antioxidantes conseguem neutralizar radicais livres, como
espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). Os
radicais livres sdo atomos ou moléculas que, por conta de seus elétrons
desemparelhados, apresentam reatividade, sendo assim, podem oxidar compostos
como proteinas, acido desoxirribonucleico (DNA) e lipidios, promovendo danos ao
organismo e seus sistemas. Alguns exemplos sdo: superoxido (O72), radical
oxigénio (O"2), radical hidroxil (OH’), radical alcoxil (RO-), radical peroxil (ROO),
oxido nitrico (nitrogenmonoxide) (NO’) e nitrogendioxide (NO?2) (PHANIENDRA,
JESTADI; PERIYASAMY, 2015). Quando os radicais livres se apresentam em
excesso, ou seja, quando o organismo ndo é capaz de neutraliza-lo, desencadeia-se
um estado de estresse oxidativo, 0 que causa sérios danos aos tecidos, doencas
cardiacas, diabetes, catarata e cancer (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

As EROs e ERNs atuam no processo degenerativo e/ou patologico de
doencas (HALLIWELL, 1989), como o cancer, doencas de Alzheimer, doencas
coronarianas, aterosclerose, inflamacdo e no envelhecimento. Estudos cientificos
apontam que substancias antioxidantes possuem o potencial de agir nos sistemas
biolégicos como forma de protecdo contra possiveis danos oxidativos e na
prevencdo de danos causados pelas espécies reativas (EL-ACHKAR et al., 2013).
Além disso, os antioxidantes sdo muito empregados com o objetivo de aumentar a
validade de produtos alimenticios. De acordo com a RDC n° 272 de 14 de marco de
2019, reune aditivos permitidos classificados como antioxidantes, possiveis de
serem adicionados em aproximadamente 40 a 50 alimentos (BRASIL,2019).

As fontes de radicais livres podem ser enddgenas ou exdgenas. As
enddgenas séo a partir da respiracdo aerodbica, inflamacdes, enzimas do citocromo
P450, entre outras. Ja as formas exdgenas séo oriundas do ozonio, radiacbes gama,
ultravioleta, alimentacdo, uso indevido e sem conhecimento de medicamentos e
tabagismo (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Considerando-se que inumeras doencas cronico-degenerativas estdo
relacionadas ao estresse oxidativo causado pela superproducgéo de radicais livres, a
ingestdo de substancias naturais antioxidantes, seja pela dieta ou por
suplementacao, figura como uma alternativa de prevencao e minimizacao dos danos

causados pelos radicais livres, levando a uma melhora da qualidade de vida.
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1.6 TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) € uma das principais
técnicas utilizadas na analise de compostos nao volateis e\ou termicamente
instaveis. Entretanto, apesar de ser uma técnica considerada excelente, é
necessario que seja utilizada outra técnica que possa confirmar a identidade quimica
de um determinado constituinte. Dentre as técnicas utilizadas, a espectrometria de
massas €é a técnica que melhor fornece informacdes estruturais (ALEXANDRE,
2016). Atualmente, € comum que ja seja feito o acoplamento entre estas duas
técnicas dando origem a Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas (LC-EM). Ha diversas formas de ionizagcdo, porém, o impacto ocasionado
por elétrons é o mais utilizado na rotina, tendo em vista que é capaz de fornecer
uma gama de ions que permitem a identificacdo e a investigacdo de substancias em
estudos.

O acoplamento LC-EM ¢é baseado no impacto eletrbnico a presséo
atmosférica ocasionado por Electrospray (ESI), lonizacdo Quimica a Pressao
Atmosférica (APCI) e lonizacdo por FoOtons a Pressdo Atmosférica (APPI).
Entretanto, o ESI permite a criacdo de ions na pressdo atmosférica e € a forma de
ionizacdo mais utilizada no acoplamento LC-EM. Durante o processo, a amostra é
dissolvida em um solvente que é pressurizado para que obtenha forma de aerossol.
A partir dos efeitos da atracdo eletrostatica os ions vdo se direcionando ao
espectrometro de massas (LANCAS, et al., 2009). O ESI pode ser utilizado em modo
positivo e negativo. E comum ser utilizado o ESI em modo negativo quando se
deseja buscar compostos fendlicos e, o modo positivo, quando h& indicios de

compostos nitrogenados, como por exemplo, alcal6ides e alcamidas.

1.7 INVESTIGACAO DAS PROPRIEDADES DE ABSORCAO, DISTRIBUICAO,
METABOLISMO,EXCRECAO E TOXICIDADE

O desenvolvimento de novos farmacos envolve diversas etapas de avaliacao
das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas. Os estudos
farmacocinéticos abrangem os processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo,

excrecao e toxicidade (ADMET). Parametros de seguranca e eficacia, necessarios
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para a aprovacao dos candidatos a farmaco pelas agéncias regulatérias, podem ser
identificados a partir de avaliacdo das propriedades ADMET. Estudos in vitro e in
vivo sdo conduzidos para permitir que um desenvolvedor de medicamentos tome
uma decisdo definitiva sobre se um medicamento deve ser selecionado como
candidato a medicamento e transferido para programas pré-clinicos e clinicos de
estagio final. As propriedades da ADMET permitem que os desenvolvedores de
medicamentos compreendam a seguranca e a eficacia de um candidato a
medicamento e S0 necessarias para a aprovacao regulatéria.No caso dos ensaios
in vitro, sdo utilizadas enzimas, culturas de células, principalmente hepatdcitos ou
extracdo de fracbes microssomal do tecido hepético. Ja nos ensaios in Vivo,
inicialmente sédo feitos em roedores (SANTOS, 2016)(fase pré-clinica) e,
posteriormente, em humanos (fase clinica), podendo-se avaliar os fluidos corporais e
as excretas dos animais em busca dos metabdlitos. Apesar de ambos 0s métodos
serem valiosos e Uteis, eles apresentam elevado custo financeiro e demandam muito
mais tempo. (HINSCHINCK; FERREIRA; PINHEIRO, 2022).

Os métodos in silico vem sendo cada vez mais empregados nos nucleos de
pesquisa e nas industrias farmacéuticas em seus programas de descoberta e
desenvolvimento de farmacos, pois sdo métodos que conferem maior agilidade e
menor custo. Além disso, os métodos in silico apresentam vantagens na pesquisa
de farmacos, permitindo andalises de estruturas quimicas, avaliacbes das
propriedades fisico-quimicas e das atividades biol6gicas dos compostos. Entretanto,
dependendo do sistema adotado e analisado, é comum a falta de acuracia em
relacdo aos valores experimentais obtidos. De modo geral, sdo métodos que podem
ser baseados na estrutura da macromolécula alvo, geralmente enzimas do citocromo
P450 ou na estrutura de ligantes, sendo capaz de auxiliar na avaliacdo do perfil
farmacocinético e farmacodindmico de moléculas promissoras (AL QARAGHULI;
KUBIAK-OSSOWSKA; MULHERAN, 2018, PAUL; BHANJA; DAR, 2019). Sendo
assim, utiliza-se ferramentas in silico, ou seja, por simulagdo computacional,
permitindo a economia de tempo.

Analises in silico do metabolismo de farmacos, por exemplo, sdo pautadas em
calculos e avaliacbes realizadas por simulagcbes computacionais, capazes de
preveros sitios da estrutura que sdo mais propensos a sofrerem acdo do
metabolismo, os metabdlitos gerados e a capacidade da molécula interagir com uma

enzima metabolizadora alvo, atuando como inibidor ou substrato. Dentre as
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plataformas gratuitas para previsdo do metabolismo, podem ser citadas: SwissADME
e VNN-ADMET.

O SwissADME é uma ferramenta gratuita que avalia a farmacocinética, as
propriedades fisico-quimicas, a biodisponibilidade oral e a compatibilidade quimica
medicinal de diferentes moléculas. O processo de desenvolvimento de farmacos
envolve a avaliacdo de parametros como absorgéo, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo, possiveis interacdes e semelhanca com determinadas drogas. Diante
disso, o SwissADME é utilizado para reduzir as chances de erros relacionados as
escolhas de candidatos selecionados para as fases clinicas, diminuindo gastos de
tempo e financeiros durante o processo de pesquisa (DAINA; MICHIELIN; ZOETE,
2017).

O vNN-ADMET é uma plataforma que avalia rapidamente as propriedades
mais relevantes de potenciais candidatos a farmacos, como citotoxicidade,
mutagenicidade, cardiotoxicidade, interagbes medicamentosas, estabilidade
microssomal e probabilidade de causar lesdo hepatica induzida por medicamentos.
O método VNN-ADMET baseia-se na premissa de que compostos com estruturas
semelhantes tém atividades semelhantes, sendo assim, utilizando critérios de
similaridade predeterminados. Calcula-se a distancia de similaridade entre
moléculas de acordo com sua estrutura e usa um limite para definir um dominio de
aplicabilidade (SCHYMAN, et al., 2017).

E de suma importancia que essa predicdo seja realizada no momento do
planejamento de novos farmacos, tendo em vista que se uma substancia atua como
inibidora de algumas das isoformas de CYP’s, pode resultar em baixa
biodisponibilidade oral, ocasionada por uma metabolizacdo pré sistémica da
substancia. Além disso, pode ocasionar alteracdo na concentracdo plasmatica de
um farmaco coadministrado, que é metabolizado por alguma dessas isoformas,
podendo levar a um aumento da concentracdo plasmatica desse farmaco, aumento
do seu tempo de meia-vida e, consequentemente, aumentar os efeitos toxicos.
Sendo assim, a predicdo desses fatores precocemente é importante para prevenir

problemas de biodisponibilidade oral e possiveis interacbes medicamentosas.

1.8 MOTIVACAO
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Embora a espécie Achillea millefolium seja largamente utilizada na medicina
popular, tenha uso preconizado pela Anvisa e varios trabalhos cientificos acerca do
potencial farmacologico de suas partes aéreas, ndo ha estudos que demonstram o
envolvimento de extratos ou compostos isolados das raizes em atividades
bioldgicas, tampouco avaliacbes in silico, 0 que nos despertou o interesse para
investigacdo dos constituintes quimicos presentes nas raizes da espécie e sua

aplicacado em ensaios in vitro e previsdes in silico.

1.9 OBJETIVOS

1.9.1 Objetivo Geral

Realizar a investigacao fitoquimica das raizes de Achillea millefolium, avaliar

seu potencial antioxidante e analisar suas propriedades ADMET.

1.9.2 Objetivos Especificos

o Obtencdo do extrato hidroalcodlico (EtOH 70%) das raizes de Achillea
millefolium.
o Extracdo liquido-liquido do extrato hidroalcodlico utilizando solventes

organicos com um crescente grau de polaridade: hexano, diclorometano e

acetato de etila.

o Monitoramento do perfil quimico da fracdo obtida em diclorometano por
CLAE-ESI-EM.

o Avaliacdo da atividade antioxidante através do ensaio de sequestro do radical
DPPH.

2 DESENVOLVIMENTO

21 METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa experimental, que consiste na investigacao
fitoquimica das raizes de Achilleamillefolium e avaliagdo do seu potencial

antioxidante.

2.1.1 Etapas da pesquisa



29

Obtencédo da Achilleamillefolium:A espécie vegetal foi fornecida pela empresa
Vita Oliva Garden. A empresa fica localizada no municipio Maria da Fé, Minas
Gerais. A exsicata foi depositada na Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro (UNIRIO), sob o niumero 6894.

Obtencdo do extrato bruto e das particbes:248,49 g das raizes de
Achilleamillefoliumforam previamente secas em estufas, trituradas, e conduzidas a
extracdo em etanol:agua (7/3, v/v) por maceracao estatica a frio durante 7 dias,
sendo esse processo repetido de trés a quatro vezes até atingir a saturacdo do
material vegetal. ApOs essa etapa, o extrato foi filtrado e o solvente evaporado em
evaporador rotatorio a pressdo reduzida. Cerca de 50g do extrato seco de A.
millefolium foi submetido a particdo liquido-liquido com o objetivo de separar grupos
de substancias presentes no extrato bruto da espécie vegetal por diferenca de
solubilidade em solventes orgéanicos com polaridades distintas. Foi utilizado um funil
de separacéo para realizar o processo de extracao liquido-liquido, além disso, foram
utilizados os solventes em grau de polaridade crescentes: hexano, diclorometano e
acetato de etila, restando o residuo aquoso. As particdes obtidas foram levadas ao
evaporador rotatério e o residuo aquoso foi liofilizado.

Analise cromatogréafica do extrato bruto e das particdes:O extrato bruto e as
particbes foram conduzidas a analises por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando uma mistura de hexano:acetato de etila (6:3, v/v) como sistema de
eluicdo, e as cromatoplacas reveladas com solucdo de anisaldeido sulftrico 5% e
Dragendorff. A particdo em diclorometano foi também conduzida a analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas, com
ionizacao branda por electrospray em modo positivo (CLAE-ESI-EM), com ionizacao
branda em modo positivo e eluicdo em gradiente de 1% de acido férmico em H20
(A) e acetonitrila (B), sendo t=0min: A: B — (80:20, v/v) e t=0-150min: AB (10:90, v/v),
T=150-151 min: A: B (80:20, v/v) e t=151-166 min: A: B (80:20, v/v).

Avaliacéo da atividade antioxidante:O extrato bruto e as particbes em hexano,
diclorometano, acetato de etila e residuo aquoso foram avaliadas quanto a
capacidade antioxidante através do método de sequestro do radical DPPH. O

procedimento foi realizado em microplacas de 96 pocos e adaptado do trabalho de
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(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Para cada amostra foi preparada
uma solugdo-mée na concentracdo de 1mg/mL em metanol. A partir da solucao-
mae, foram feitas diluicbes e obtidas solucbes nas concentra¢cdes de 500, 100, 50,
25, 10 e 5 pg/mL. A solucéo de DPPH foi preparada na concentracao de 0,3mM em
metanol. Em cada poco foram pipetadas 175 pL de cada amostra e 50 pL da solugéo
de DPPH, em triplicata. O branco de cada concentracdo foi obtido a partir de 50 pL
de etanol e 175 pL da solucédo da amostra teste. Um volume de 50 pL da solucéo de
DPPH adicionado a 175 pL de metanol foi usado como controle. As reacodes
ocorreram a temperatura ambiente durante 30 minutos e em seguida, foram feitas
leituras de  absorbancia a 518 ntm em  aparelho  deEnzyme-

LinkedlmmunosorbentAssay (ELISA).

Andlise in silico das propriedades ADMET:As propriedades fisico-quimicas,
absorcado, distribuicdo e biodisponibilidade oral e toxicidade dos compostos
majoritarios da particAo em diclorometano do extrato das raizes foram avaliadas
através das plataformas online SwissADME e vVNN-ADMET. A plataforma Swiss
ADME foi utilizada para avaliar as propriedades como LogP, LogS, absorcéo
gastrointestinal, permeabilidade a barreira hematoencefalica, substrato da
glicoproteina (Pg-p), violagbes da regra de Lipinski, biodisponibilidade oral e
interacbes com CYPs. O potencial cardiotoxico foi previsto na plataforma vNN-

ADMET a partir do bloqueio do canal Herg.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Fitoquimica

A partir da maceracdo estatica a frio de 248,499 de raizes de Achillea
millefolium em etanol: 4gua (7/3, v/v), foi obtido um total de 70, 0787g de extrato
seco, chegando a um rendimento de 28,2%. O extrato seco foi levado para a
particdo liquido-liquido e gerou um rendimento de 0, 2201g em hexano (0,44%), O,
60519 de particdo em diclorometano (1,2%), 0, 7507g em acetato de etila (1,5%).

Partindo para as analises das CCD, a primeira CCD, foi realizada com as

particbes de hexano (F1) e diclorometano (F2) e com o extrato das raizes (F3),
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tendo como sistema de eluicdo hexano: acetato de etila (6:3, v/v) e como revelador
o Dragendorff (Figura 12).

Foram observadas bandas bem definidas de coloracdo amarelada, o que é
sugestivo da presenca das alcamidas nas fracfes, ja que o Dragendorff € um
revelador utilizado para evidenciar possiveis compostos nitrogenados (WAGNER,
1996).

Figura 12- CCD das fracdes de hexano, diclorometano e extrato bruto, reveladas em dragendorff.

Fonte: O autor (2023).

As placas também foram reveladas com o revelador anisaldeido sulfurico 5%
seguida de aquecimento e utilizando o sistema de eluicdo hexano: acetato de etila
(6:3, v/v). Nessa analise, as fragcbes apresentaram bandas bem definidas com
coloracdo esverdeada, sendo mais concentrada na parte superior da cromatoplaca
para a particdo de hexano e mais concentrada na parte inferior para a fragédo
diclorometano e para o extrato bruto.

Diante desses perfis, € possivel inferir a presenca de substancias
nitrogenadas nas particdes em hexano, diclorometano e extrato bruto das raizes de
A. millefolium, visto que o Dragendorff € um revelador que detecta compostos
nitrogenados, como aminoacidos, aminas, amidas, alcamidas e alcaloides. Acredita-
se, que as bandas esverdeadas estéo relacionadas a presenca de nitrogénio, sendo
mais um indicativo da presenca de metabdlitos nitrogenados.
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A particdo em diclorometano foi também conduzida a analise por CLAE
acoplada a Espectrometria de Massas, com ionizacdo branda por electrospray em
modo positivo (CLAE-ESI-EM). O cromatograma obtido apresentou com boa
resolucao (Figura 13A), podendo ser observados picos majoritarios cujos espectros
de UV apresentaram bandas de absorcdo entre 262-268 nm (Figura 13B),
caracteristico de alcamidas (GREGER et al., 1989).

A

Figura 13- Cromatograma obtido por CLAE (A) e espectros de UV (B) referentes aos picos
majoritarios da particdo em diclorometano das raizes de Achillea millefolium.
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O espectro ESI-EM referente ao tempo de retencédo de 15,83 minutos revelou
um ion intenso [M+H] 230,17 (Figura 14) e com banda de absorcdo de 260.00 nm.
Considerando uma MM (massa molar) igual a 229 e férmula molecular C15H19NO,
€ possivel sugerir a estrutura da alcamida isobutilamida do acido undeca-2E-4E-
dieno-8,10-diinoico (Figura 15).
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Figura 14 - Espectro de ESI/EM referente ao Isobutilamida do acido deca-2E,4E-dieno -8,10-diinoico
(IM+H] 230).
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Figura 15 - alcamida isobutilamida do acido undeca-2E-4E-dieno-8,10-diinoico.
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Fonte: O autor (2023)

Para o tempo de retencao de 19,85 minutos, o espectro de ESI-EM revelou
um ion intenso [M+H] 242,17 (Figura 16) e com banda de absorcao de 266.00 nm.
Considerando uma MM igual a 227,30 e féormula molecular C15H17NO, é possivel
sugerir a estrutura da alcamida piperidinamida do acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-

diinoico (Figura 17).
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Figura 16 - Espectro de ESI/EM referente ao piperidinamida do acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-

diinoico ([M+H] 242).
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Figura 17 - estrutura da alcamida piperidinamida do acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diinoico.
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Fonte: O autor (2023)

O espectro referente ao tempo de retencao de 22,

intenso [M+H] 222,25 (Figura 18) e com banda de

67 minutos revelou um ion

absorcao de 264.00 nm.

Considerando uma MM igual a 221,34 e féormula molecular C14H23NO, é possivel

sugerir a estrutura da alcamida isobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-trienoico

(Figura 19).
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Figura 18 - Espectro de ESI/EM referente ao isobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-trienoico ([M+H]
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Figura 19 - Estrutura da alcamida isobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-trienoico.
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Fonte: O autor (2023)
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O espectro de ESI, referente ao tempo de retencéo de 27,30 minutos, revelou

um ion intenso [M+H] 288,17 (Figura 20) e com banda de absorcao de 264.00 nm.

Considerando uma MM igual a 287,40 e formula molecular C18H25N02, é possivel

sugerir a estrutura da alcamida tiramida do acido deca-2E,4E-dieno-9,10-diionoico

(Figura 21).



37

Figura 20 - Espectro de ESI/EM referente ao tiramida do acido deca-2E,4E-dieno-9,10-diionoico

([M+H] 288)
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Figura 21 - estrutura da alcamida tiramida do acido deca-2E,4E-dieno-9,10-diionoico.
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O espectro de massas referente ao tempo de retencdo de 32,13 minutos

revelou um ion intenso [M+H] 224,08 (Figura 22) e com banda de absorcdo de
264.00 nm. Considerando uma MM igual a 223,35 e formula molecular C14H25NO,

€ possivel sugerir a estrutura da alcamidaisobutilamida do acido deca-2E,4E-

dienoico (pelitorina) (Figura 23).
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Figura 22 - Espectro de ESI/EM referente ao isobutilamida do acido deca-2E,4E-dienoico (pelitorina)
(IM+H] 224).
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Figura 23 - Estrutura da alcamida Isobutilamida do acido deca-2E,4E-dienoico (pelitorina).
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O espectro referente ao tempo de retencdo de 35,75 minutos revelou um ion
intenso [M+H] 270,08 (Figura 24) e com banda de absorcdo de 266.00 nm.
Considerando uma MM igual a 269,38 e formula molecular C18H23NO, é possivel
sugerir a estrutura da alcamidaisobutilamida do &cido tetradeca-2E,4E,12Z-trieno-
8,10-diinoico (Figura 25).
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Figura 24 - Espectro de ESI/EM referente ao isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E,12Z-trieno-8,10-
diinoico ([M+H] 270).
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Figura 25 - Estrutura da alcamida isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E,12Z-trieno-8,10-diinoico.
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O espectro de massas referente ao tempo de retencdo de 37,40 minutos
revelou um ion intenso [M+H] 236,25 (Figura 26) e com banda de absorcdo de
262.00 nm. Considerando uma MM igual a 235,37 e formula molecular C15H25NO,
€ possivel sugerir a estrutura da alcamidapiperidinamida do acido deca-2E,4E-

dienoico (Figura 27).



40

Figura 26 - Espectro de ESI/EM referente a piperidinamida do 4cido deca-2E,4E-dienoico
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Fonte: O autor (2023)

Figura 27 - Estrutura da alcamida piperidinamida do acido deca-2E,4E-dienoico.
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Fonte: O autor (2023)

O espectro referente ao tempo de retencdo de 38,77 minutos revelou um ion
intenso [M+H] 272,17 (Figura 28) e com banda de absorcdo de 262.00 nm.

Considerando uma MM igual a 271,40 e formula molecular C18H25NO, é possivel

sugerir a estrutura da alcamidaisobutilamida do &cido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-

diinoico (Figura 29).
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Figura 28- Espectro de ESI/EM referente ao isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-
diinoico ([M+H] 272).
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Fonte: O autor (2023)

Figura 29- Estrutura da alcamida isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-diinoico.

Fonte: O autor (2023)

O espectro referente ao tempo de retencéao de 41,18 minutos revelou um ion
intenso [M+H] 302,08 (Figura 30) e com banda de absorcdo de 264.00 nm.

Considerando uma MM igual a 301,42 e formula molecular C19H27NO2, é possivel

sugerir a estrutura da alcamida feniletilamida do acido 4-metoxi deca-2E,4E-dienoico

(Figura 31).



42

Figura 30- Espectro de ESI/EM referente ao 4-metdxi feniletilamida do acido deca-2E,4E-dienoico

([M+H] 302).
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Fonte: O autor (2023)

Figura 31 - Estrutura da alcamida 4-metoxi feniletilamida do acido deca-2E,4E-dienoico.
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Todas as alcamidas encontradas na particdo em diclorometano das raizes de

A. millefoliumforam descritas por Veryseret et. al., (2017) conforme

a tabela 1.

Tabela 1 - Alcamidas da particdo em diclorometano identificadas por CLAE-ESI/EM.

Absorbéncia Tempo de
[M+H] Propostas Estruturais retenggo (TR) Moléculas
(nm)
Ho=—— A ﬁ\ ' CH _ Isobutilamidado_écido
230.17 260.00 gy ' 15,83 min undeca-2E,4E-dieno-
o CH, 8,10-diindico
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0 Piperidinamida do
//’“‘V"f*ﬂ\)J‘N’ ' acido undeca-2E,4E-
242.17 266.00 K 19,85 min dieno-8,10-diindico
HC™ -
0 Isobutilamida do acido
- . deca-2E,4E,87-
HsC. S - CH; andico (8
222.25 264.00 b ,f‘\_,/\hf\») N /\[/ 3 22,67 min triendico (8,9-
H CHs desidropellitorina)
e Tiramida do cid
| . iramida do Acido
288.17 264.00 HiC” \/xv«v%)i\ua/ S 27,30 min deca.0F 4E-diensico
0 Isobutilamida do acido
224.08 262.00 Hsc-“»/’\/‘““vvjwﬁf‘:k's 32,13 min deca-2E,4E-diendico
Ho ch, (pelitorina)
0 N ,
CH Isobutilamida do acido
270.08 266.00 oH, P e 35,75 min | tetradeca-2E,4E,12Z-
\Li/’:"/{/ ’ " CH, trieno-8,10-diinGico
TJ)\ Piperidi idad
- iperidinamida do
2
236.25 266.00 HyC ™ > TR TS 37,40 min 4cido deca-2E,4E-
|~H diendico
fL Isobutilamida do acido
- _CH ) - -
272.17 262.00 NN 38,77 min dt.e”adeca ff."‘,.E
% CH |eno-8,1Q-_ iindico
HG ™ (anaciclina)
o _~_0O-CH, 4-met6xi feniletilamida
302.08 264.00 e N A /L /Ir 41,18 min do acido deca-2E,4E-
HaC™ TN NT T diendico

Fonte: O autor (2023)

2.2.2 Avaliagcao da atividade antioxidante
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O extrato bruto e a particdo em diclorometano foram avaliados quanto ao seu
potencial antioxidante através do método de sequestro do radical livre, que se

hY

baseia na reducdo do radical DPPH a hidrazina (Figura 32), ocorrendo uma
mudanca da coloracdo purpura para amarelo, como podemos observar na placa
(figura 33).

Figura 32- Reacéo de redu¢do do DPPH (cor purpura) a hidrazina (cor amarela).

O,N

NO,

PURPURA HIDRAZINA

Fonte: OLIVEIRA; OLIVEIRA, (2015)

Figura 33- Mudancga na coloracdo apos o DPPH ser reduzido a hidrazina.

Fonte: O autor (2023)
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O extrato bruto apresentou um percentual de atividade antioxidante de
42.15% em 200 pg/mL, 89.39% na concentracdo de 500 pg/mL, entretanto nas
demais concentracdes ndo houve uma resposta significativa.

Na particio em diclorometano foram observados valores bastante
satisfatorios, tendo apresentado percentuais de atividade antioxidante acima de 90%
nas concentracbes de 250 pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL e 50 pg/mL, sendo
estabelecida uma CEsp de 6.9 pg/mL, que é a concentragéo eficaz capaz de inibir

50% da concentracéo inicial do radical DPPH.

Tabela 2: Atividade antioxidante.

Particdo em diclorometano % Avaliagéo da Atividade Antioxidante

([1wHg/mL) (AAO)

250 92.32

200 91.96

100 91.92

50 90.15

25 50.94

5 39.00

CE50 6,9 ug/mL

Fonte: O autor (2023)

Comparando com a literatura, o extrato das partes aéreas de Achillea
millefolium apresentou uma CEso de 45.60 pg/mL na avaliacdo do sequestro do
radical DPPH (CANDAN et al. 2003), e com a quercetina (Figura 34), flavonoide
utilizado como controle positivo, cuja CEso foi de 12.84 ug/mL (Tabela 3), o resultado
sugere que a particdo em diclorometano apresenta uma atividade antioxidante muito

promissora

Tabela 3: Concentracdo da quercetina e seus valores de atividade antioxidante.

((?[Lieljglgr:l? % Avaliacdo da Atividade Antioxidante (AAO)
1 10,71

5 22,46
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10 41,59

25 90,60

50 96,40
CE50 12,84 pg/Mi

Fonte: O autor (2023)

Figura 34 - Estrutura do flavonoide quercetina.

OH

OH

Fonte: MAMEDE; PASTORE (2004).

Os possiveis danos ocasionados pela presenca de radicais livres podem
afetar diversas moléculas biologicas, dentre elas organelas e componentes
celulares, como proteinas, &cidos nucléicos, lipidios da membrana celular,
carboidratos, vitaminas e componentes do citosol. Evidéncias tém demonstrado que
uma alimentacéo rica em antioxidantes pode reduzir os riscos. Vale comentar que o
desequilibrio de radicais livres no organismo é uma problemética, ou seja, o
aumento excessivo de agentes antioxidantes ou a diminuicdo excessiva podem
gerar estresse oxidativo (ALVES et al., 2005). Os radicais livres podem ser formados
pela perda de um elétron ou pelo ganho de um elétron a partir de uma substancia
nao radical. Podem ser formados também, a partir da fissdo homolitica de uma
ligacdo covalente. O excesso de radicais livres pode ser combatido por substancias
capazes de capturar esses radicais e estabiliza-los, como o tocoferol (Vitamina E),
caroteno (pro-vitamina A), acido ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos,
principalmente os flavonoides e poliflavonéides (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
STRUTZEL et al., 2007).

A indastria cosmética ja explora a utilizacdo de antioxidantes naturais em

seus produtos cosméticos, como é o caso de cremes e geis, quando incorporados a
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vitamina E. A vitamina E, € um potente antioxidante natural, pois atua como um
antioxidante de lipidios insaturados doando elétrons diretamente para os radicais
livres, estabilizando as membranas. Além disso, € capaz de retardar a formacao de
radicais livres e a oxidacao de lipidios (OLIVEIRA, 2008; RIBEIRO, 2006).

Os fendis apresentam em sua estrutura quimica anel benzénico com
grupamentos hidroxilas associadas a sua estrutura ciclica. Esse grupo se divide em
flavonoides (polifendis) e néo-flavonoides (fendis simples). Os flavonoides
apresentam em sua estrutura quimica 2 anéis benzeno ligados por um grupo pirano,
Ihe conferindo ligacbes pi alternadas, sendo capazes de estabilizar o radical pela
deslocalizacdo eletrbnica. A quercetina € um flavonoide utilizado no controle positivo
ao realizar a avaliacdo antioxidante de uma molécula. A quercetina possui a
presenca de quatro grupos hidroxilas e a ligacdo dupla presente no anel C entre o
carbono 2 e o carbono 3, lhe proporcionando uma boa atividade antioxidante, pois
consegue estabilizar o radical (MAMEDE; PASTORE, 2004).

Diante dos resultados apresentados e das caracteristicas estruturais das
alcamidas, é possivel dizer que os resultados da avaliacao da atividade antioxidante
foram satisfatorios e promissores, e seu potencial pode estar relacionado a presenca
de cadeias olefinicas e acetilénicas com liga¢des 1 alternadas, sendo extremamente
importantes para estabilizar o radical pela deslocalizacdo eletrénica. E importante
ressaltar que, ndo foram encontrados estudos que relatam o potencial antioxidante
de alcamidas presentes na Achillea millefolium. Sendo assim, se torna uma
investigacdo de suma importancia, jA que moléculas antioxidantes sdo capazes de
exercer inumeros beneficios a saude, como analgesia, acdo antiinflamatoria,
prevencdo contra determinados tipos de cancer, doencas de pele, Ulceras gastricas
e propriedades antienvelhecimento (STRINGHETA et. al, 2009).

2.2.3 Avaliacao das propriedades ADMET

Foram utilizadas como ferramentas o SwissSADME e VNN-ADMET para
realizar as avaliagbes das caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e
toxicidade. A plataforma SwissADME foi utilizada para avaliar as propriedades como
Log P, Log S, absorcdo gastrointestinal, permeabilidade a barreira
hematoencefalica, substrato da glicoproteina, regra de Lipinski, biodisponibilidade
oral e possiveis interacdes com CYPs, conferindo um conjunto de preditivos rapidos,

porém, robustos para identificar os melhores candidatos a se tornarem um farmaco
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eficaz e seguro para os pacientes. Os resultados das andlises realizadas no
SwissADME estéo descritos na Tabela 4. Na partir da plataforma VNN-ADMET foram
avaliados os parametros de estabilidade microssomal, lesdo hepatica induzida (DILI
- Drug delivery injury), citotoxicidade frente a células HepG2, bloqueio do canal
hERG, verificando a possibilidade de cardiotoxicidade, teste AMES para a detec¢ao
de mutagenicidade (SCHYMAN et.al, 2017).

Uma das maneiras de avaliar a biodisponibilidade oral de uma determinada
molécula, € a partir do Radar de biodisponibilidade que é gerado pela plataforma do
SwissADME. A plataforma leva em consideracdo seis propriedades fisico-quimicas,
sendo: lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturacéo.
Cada propriedade fisico-quimica foi localizada em cada eixo de um grafico em forma
de um hexagono regular, sendo a area desse poligono representada pela cor rosa. A
area rosa representa a faixa ideal para cada propriedade, sendo assim, para uma
avaliacdo da biodisponibilidade oral é importante que a molécula esteja dentro da
area de coloracao rosa, para que seja considerada semelhante a um farmaco.

Cada molécula gerou um gréafico de acordo com suas caracteristicas fisico-
quimicas e com sua similaridade estrutural identificada pela base de dados da
plataforma SwissADME. A partir dos graficos gerados, foi possivel observar que a
molécula da tiramida do acido Deca-2E,4E-diendico e 4-metoxi feniletilamida do
acido Deca-2E,4E-diendico 4-metoxi feniletilamida extrapolaram os limites gerados
pelo grafico, principalmente em direcdo ao eixo relacionado ao parametro de
flexibilidade. Isso se deve ao fato dessas moléculas terem ultrapassado o numero de
9 ligagOes rotacionaveis. As demais moléculas se apresentaram de acordo com 0s

diferentes parametros, como pode ser visto na figura 35.



Figura 35- Radar de Biodisponibilidade da plataforma SwissADME.
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Acido Deca-2E,4E,8Z-triendico
isobutilamida (8,9-
desidropellitorina)

(M+H 222 25)

Acido Deca-2E,4E-diendico
isobutilamida (pelitorina)
(M+H 224.08)

Acido Undeca-2E,4E-dieno-8,10-
diindico isobutilamida
(M+H 230.17)

Acido deca-2E,4E-diendico
piperidida
(M+H 236.25)

Acido Undeca-2E,4E-dieno-8.10-
diindico piperidida
(M+H 242 17)

Acido tetradeca-2E 4E,12Z- trieno-
8,10-diinodico isobutilamida
(M+H 270.08)

Tetradeca-2E,4E-dieno acido -8,10-
diindico isobutilamida (anaciclina)

Acido Deca-2E,4E-diendico tiramida
(M+H 288.17)

Acido Deca-2E,4E-diendico 4-metoxi
feniletilamida
(M+H 302.08)

(M+H 272.17)

Fonte: O autor (2023)

O coeficiente de particao 6leo-agua, expresso pelo Log P, esta relacionado
com a caracteristica lipofilica do farmaco ou candidato, ou seja, a afinidade do
composto por gordura em relagdo a agua, sendo uma importante propriedade para a
avaliacdo da solubilidade, absorcéo, capacidade de penetracdo na membrana,
ligacdo as proteinas plasmaticas, distribuicAo e penetracdo dos tecidos
(LOURENCO et al.,, 2013). Vale comentar que compostos que apresentam maior
interacdo pela fase organica apresentam maior permeabilidade pelas membranas
hidrofébicas e melhor biodisponibilidade, entretanto, o cenario ideal € que exista um
equilibrio entre a hidrossolubilidade e a lipossolubilidade para uma maior

biodisponibilidade oral. Estudos consideram que para uma boa biodisponibilidade
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oral, € necessario que o valor de Log P se encontre entre -0,7 e +5,0 (DAINA,
MICHIELIN; ZOETE, 2017). Com base nas analises realizadas, foi observado que
todas as moléculas identificadas na particdo em diclorometano apresentaram
valores de Log P dentro da faixa desejada (Tabela 4).

Ao avaliar o perfil de solubilidade em &gua das moléculas, leva-se em
consideracdo o parametro de Log S. O Log S esta diretamente relacionado a
solubilidade em &agua do composto e é definido como unidade de solubilidade
comum correspondente ao logaritmo de base 10 da solubilidade de uma molécula
medida em mol/L. A escala de Log S é representada em insollvel, pouco solavel,
solavel, muito soltvel e altamente solGvel em agua, sendo considerada as seguintes
faixas: insoluvel < -10 < pouco < -6 < moderadamente < -4 < solivel < -2 < muito <0
< altamente solivel em &gua, permitindo realizar uma previsdo do grau de
solubilidade de cada molécula. Diante disso, segundo os dados oferecidos pelo
SwissADME, foi que as moléculas isobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-triendico
(8,9- desidropellitorina), isobutilamida do &cido deca-2E,4E-diendico (pelitorina),
isobutilamida do acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico, piperidinamida do &cido
deca-2E,4E-diendico, piperidinamida do acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico,
isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E,12Z-trieno-8,10-diindico e isobutilamida do
acido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-diin6ico  (anaciclina), apresentam  uma
caracteristica solavel e, a tiramida do acido deca-2E,4E-diendico e 4-metoxi
feniletlamida do acido deca-2E,4E-diendico apresentam uma caracteristica
moderadamente sollvel, devido a presenca da fenila, que proporciona maior lipofilia
a molécula, conforme demonstrado na Tabela 4.

A partir dos calculos de Log P e Log S é possivel fazer a previsdo da
absorcdo gastrointestinal da molécula, parametro crucial para determinacdo da
biodisponibilidade e eficAcia de medicamentos administrados por via oral
(VERTZONI et.al, 2005).

A barreira hematoencefélica (BHE) € uma estrutura que tem a funcdo de
regular a passagem de substancias entre o sangue o sistema nervoso central (SNC)
do ser vivo, barrando a entrada de substancias toxicas. A avaliacdo da
permeabilidade na BHE € um parametro essencial, pois a passagem de substancias
toxicas pela BHE pode acarretar sua disfuncdo e ocasionar efeitos indesejaveis no

SNC (FERREIRA, 2018). Entretanto, se o alvo que se deseja atingir é central, é
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importante que os candidatos sejam capazes de ultrapassar BHE para uma resposta
significativa.

Estudos ja demonstram que as alcamidas séo capazes de ultrapassar a BHE
e atingir o SNC. As alcamidas vém sendo investigadas quanto a sua afinidade por
receptores endocanabindides tipo 1 e tipo 2 (CB1 e CB2), principalmente as
alcamidas do género Echinacea (WOELKARTet al., 2005; RADUNEREet al., 2006).
Isso se deve a sua similaridade estrutural com a anandamida, que atua na
manutencdo da sinalizacdo basal do Sistema Endocanabinoide, sendo capaz de se
ligar tanto ao receptor CB1 quanto ao CB2 (BARRIE; MANOLIOS, 2017,
WOODHAMS et al., 2015).

Uma forma de avaliar os parametros de absor¢cédo gastrointestinal passiva e a
capacidade do farmaco de ultrapassar a BHE é a partir do grafico BOILED-Egg,
gerado a partir da plataforma SwissADME. E um gréfico que correlaciona dois
descritores fisico-quimicos, o W Log P para indicar a lipofilicidade e o TPSA para
indicar a polaridade aparente. O grafico € composto pela parte amarela, dando a
ideia de gema, que representa o espaco fisico-quimico para que uma substancia
apresente uma alta probabilidade de permear passivamente a BHE, e tem a parte
branca, representando a clara do ovo, que estd relacionado ao espaco fisico-
quimico onde a absorcéo intestinal passiva € altamente provavel. Além disso, ha o
espaco cinza, que representa moléculas com propriedades que indicam baixa
absorcdo prevista e penetracdo cerebral limitada. Além disso, o grafico prevé se a
molécula a ser avaliada é substrato para glicoproteina-p (P-gp) ou néo, sendo a
molécula representada pelas cores azuis ou vermelhas, respectivamente (DAINA;
ZOETE, 2016).

A P-gp € uma glicoproteina de superficie que tem sua atividade comparada a
uma bomba de efluxo, pois é capaz de impedir a entrada de um farmaco na célula
dependendo de sua concentracdo. Sendo assim, é necessario doses maiores do
farmaco para atingir uma concentragéo efetiva por conta do efluxo. Os compostos
analisados no trabalho ndo se apresentaram sendo substratos da P-gp, como
podem ser vistos nas figuras 36 e na Tabela 4.

Ao serem avaliadas as moléculas investigadas neste trabalho, o grafico de
BOILED-Egg demonstrou que todas as moléculas apresentam alta probabilidade de
serem absorvidos passivamente pelo intestino e apresentam capacidade de

ultrapassarem a BHE, pois todas as moléculas estao localizadas na regido amarela,



como pode-se observar na figura 36. Além disso, ndo se apresentam como
substratos para P-gp, indicando n&o sofrerem efluxo.

Figura 36- Avaliacdo dos pardametros de absorcéo gastrointestinal e da possibilidade de ultrapassar a
BHE a partir do grafico BOILED-Egg.

7 (J Show Molecules Name
BEB
5 HIA
PGP+
- g — : PGP—
3
o Mone

Fonte: Adaptado de SwissADME (2023)

Em um estudo, Lipinski e colaboradores (1997) analisaram diversos
compostos e identificaram quatro propriedades fisico-quimicas semelhantes entre os
medicamentos utilizados por via oral e candidatos a farmacos, sendo encontrado
pontos comuns em 90% das substancias avaliadas. Essas informacdes foram
traduzidas em um conjunto de regras chamada “Regra dos 5 de Lipinski”’, que esta
relacionado a caracteristicas estruturais comuns entre farmacos com boa
biodisponibilidade oral, que sao: peso molecular <500 Da, presenca de numero < 5
grupos doadores de ligagdo de hidrogénio, presenca de numero < 10 grupos
aceptores de ligacdo de hidrogénio e LogP < 5. Baseado nestes parametros,
compostos que apresentam 2 ou mais violagbes das regras, possuem grande
chance de apresentarem baixa biodisponibilidade oral (PICCIRILLO, AMARAL,
2018). Como pode ser visto na Tabela 4, nenhum dos candidatos apresentou

violagOes para a regra de Lipinski.



Tabela 4: Tabela de propriedades fisico-quimicas e druglikeness.
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Estrutura

Peso
Molecular
(g/mol)

Log P
(consenso)

Log S/classe
(ESOL)

Absorcéo

Gl

Permeacéao

BHE

Substrato
P-gp

Lipinski

Isobutilamida do
acido deca-
2E,4E,8Z-
triendico (8,9-
desidropellitorina)

221.34

3.34

Solavel

Alta

Sim

Isobutilamida do
acido deca-
2E,4E-diendico
(pelitorina)

223.35

3.64

Solavel

Alta

Sim

Isobutilamida do
acido undeca-
2E,4E-dieno-
8,10-diindico

229.32

3.19

Solavel

Alta

Sim

Piperidinamida
do acido deca-
2E,4E-diendico

235.37

3.54

Solavel

Alta

Sim

Piperidinamida
do acido undeca-
2E,4E-dieno-
8,10-diindico

227.30

2.80

Solavel

Alto

Sim

Isobutilamida do
acido tetradeca-
2E,4E,127-
trieno-8,10-
diinodico

269.38

4.04

Solavel

Alto

Sim

Isobutilamida do
acido tetradeca-
2E,4E-dieno-
8,10-diindico
(anaciclina)

271.40

4.27

Solavel

Alto

Sim

Tiramida do
acido deca-
2E,4E-diendico

287.40

3.84

Moderadamente
soluvel

Alto

Sim

4-metoxi
feniletilamida do
acidodeca-
2E,4E-diendico

301.42

4.27

Moderadamente
solavel

Alto

Sim

Fonte: O autor (2023)

Estudos relacionados a interacdo farmacocinética e farmacodindmica de

medicamentos convencionais utilizados pela populagdo com plantas que
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apresentam alcamidas em sua constituicdo tém sido explorados. Nao foram
identificados riscos de interages clinicas entre plantas contendo alcamidas, como
na Echinacea spp. e fArmacos que sejam substratos de P-gp (GURLEY et al., 2008;
HELLUM; NILSEN, 2008). As alcamidas sdo metabolizados pelo sistema citocromo
P450 e estudos in vitro e in vivo corroboram ao demonstrarem que a interacao entre
medicamentos convencionais e constituintes da planta ndo € clinicamente
significativa (TOSELLI; MATTHIAS; GILLAM, 2009). De forma geral, imagina-se que
seja pouco provavel que as alcamidas representam sérios problemas.

As enzimas do CYP P450 séo pertencentes ao grupo de uma superfamilia de
heme-proteinas distribuidas no organismo, onde destacam-se dez isoformas do
citocromo P450, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1l, CYP3A4 e CYP3A5 (KIM, 2018). Essas enzimas s&o
responsaveis por cerca de 80% do metabolismo oxidativo de fase | de diversas
xenobioticos, sendo a CYP3A4 a mais importante delas, pois esta envolvida no
metabolismo de 50% dos farmacos clinicamente disponiveis As isoformas do
citocromo P450 sédo diferenciadas uma das outras por conta de suas sequéncias de
aminoécidos e nas diferentes reacdes que catalisam (WIENKERS; HEATH, 2005).
As reacdes catalisadas por essas enzimas apresentam importancia toxicolégica, por
participarem de reacbes que envolvem producdo de compostos reativos como em
processos de hepatotoxicidade e carcinogénese (RIBEIRO, 2013.). Sendo assim, a
interacdo de possiveis candidatos a farmacos com essas enzimas pode resultar em
um aumento da toxicidade e diminuir sua eficicia terapéutica.

A partir das previsoes realizadas no SwissADME foi avaliada a inibigdo das
isoformas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4. As estruturas
isobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-triendico isobutilamida (8,9- desidropellitorina)
e piperidinamida do acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico nao inibiram nenhuma
das isoformas que foram avaliadas, sendo um resultado considerado bem
satisfatorio. As estruturas da isobutilamida do &acido deca-2E,4E-diendico
(pelitorina), isobutilamida do &cido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico e
piperidinamida do &cido deca-2E,4E-diendico inibiram apenas a CYP1A2. Ja a
estrutura da isobutilamida do tetradeca-2E,4E-dieno acido -8,10-diinéico (anaciclina)
inibiu as isoformas CYP 1A2 e 2C9, enquanto a isobutilamida do acido tetradeca-

2E,4E,127- trieno-8,10-diindico, tiramida do acido deca-2E,4E-diendico e 4-metoxi
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feniletilamina do acido deca-2E,4E-diendico inibiram pelo menos trés CYPs (Tabela
5).

A CYP3A4 é responsavel por metabolizar a grande parte dos farmacos
disponiveis, o risco dessa inibicdo ocasionar interacdo medicamentosa € alto,
enquanto a inibicdo de outras isoformas ndo é tdo preocupante. Entretanto, apenas
as alcamidas Isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico
isobutilamida (anaciclina) e 4-metoxi feniletilamida do &cido deca-2E,4E-diendico

apresentaram o potencial de inibicdo para a CYP3A4.

Tabela 5: Dados farmacocinéticos das moléculas avaliadas.

Alcamidas

Inibe
CYP1A2

Inibe
CYP2C19

Inibe
CYP2C9

Inibe
CYP2D6

Inibe
CYP3A4

Isobutilamida do acido
deca-2E,4E,8Z-triendico
(8,9- desidropellitorina)

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Isobutilamida do acido
deca-2E,4E-diendico
(pelitorina)

Sim

Isobutilamida do acido
undeca-2E,4E-dieno-
8,10-diindico

Sim

Piperidinamida do acido
deca-2E,4E-diendico

Sim

Piperidinamida do &cido
undeca-2E,4E-dieno-
8,10-diindico

Isobutilamida do acido
tetradeca-2E,4E,127-
trieno-8,10-diindico

Sim

Sim

Sim

Isobutilamida do acido
tetradeca-2E,4E-dieno-
8,10-diinbico
(anaciclina)

Sim

Sim

Tiramida do acido deca-
2E,4E-diendico

Sim

Sim

Sim

Sim

4-metoxi feniletilamida
do acidodeca-2E,4E-
diendico

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Fonte: O autor (2023)
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A avaliacdo de possibilidade de cardiotoxicidade é realizada a partir do teste
de bloqueio do canal de hERG, que pode resultar alteracdes ritmicas. O canal do
hERG codifica um canal de ions de potassio envolvido na atividade de repolarizacéo
cardiaca do coracdo, controlando o intervalo QT do eletrocardiograma. Ao induzir o
blogueio da funcdo hERG por medicamentos, essa indugdo pode causar sindrome
do QT longo, resultando em arritmia e morte (SCHYMAN et al., 2017)

Ao avaliar todos os candidatos a farmacos quanto sua possibilidade de
cardiotoxicidade, foram observados resultados somente para isobutilamida do acido
deca-2E,4E-diendico (pelitorina), tiramida do acido deca-2E,4E-diendico e 4-metoxi
feniletilamida do &acido deca-2E,4E-diendico, onde ndo apresentaram perigos
cardiotoxicos. Entretanto, para os ions moleculares isobutilamida do acido deca-
2E,4E,8Z-triendico (8,9- desidropellitorina), isobutilamida do acido undeca-2E,4E-
dieno-8,10-diindico, piperidinamida do acido deca-2E,4E-diendico, piperidinamida
do &cido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico, isobutilamida do A&cido tetradeca-
2E,4E,127-trieno-8,10-diindico e isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-
diindico (anaciclina), a plataforma do VNN-ADMET ndo conseguiu calcular, isso
acontece quando dentro da base de dados que a plataforma utiliza, ela nao
consegue identificar similaridades entres as moléculas testadas, ndo resultando em
informacBes correspondentes ao parametros avaliados (Tabela 6). E um resultado
satisfatorio, tendo em vista que diante das moléculas que obtiveram resultados,

todos os resultados foram considerados positivos para a investigacao.

Tabela 6: Toxicidade dos candidatos a farmaco.

Cardiotoxicidade
Alcamidas
(blogueio HERG)

Isobutilamida do acido
undeca-2E,4E-dieno-8,10- -
diindico

Piperidinamida do &cido
undeca-2E,4E-dieno-8,10-
diindico Nao

Isobutilamida do acido deca-
2E,4E,8Z-triendico (8,9- -
desidropellitorina)
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Tiramida do acido deca-
2E,4AE-diendico

Isobutilamida do acido deca-
2E,4E-diendico (pelitorina)

Isobutilamida do acido
tetradeca-2E,4E,12Z7- trieno- -
8,10-diindico

Piperidinamida do &cido
deca-2E,4E-diendico

Isobutilamida do acido
tetradeca-2E,4E-dieno-8,10- Nao
diindico (anaciclina)

4-metoxi feniletilamida do
acido deca-2E,4E-diendico

Fonte: O autor (2023)

3 CONSIDERACOES FINAIS

Ha diversos estudos e pesquisas acerca do uso medicinal das plantas, e isso
se deve ao fato da presenca de uma vasta diversidade de moléculas com as mais
variadas estruturas e propriedades quimicas. A presenca de metabdlitos
secundarios possibilita a descoberta de possiveis farmacos para diferentes
patologias. Diante disso, ao se realizar o estudo fitoquimico da particdo em
diclorometano oriunda do extrato das raizes de Achillea millefolium, foram
identificadas a presenca das alcamidas isobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-
triendico (8,9- desidropellitorina), isobutilamida do &cido deca-2E,4E-diendico
(pelitorina), isobutilamida do acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico, piperidinamida
do acido deca-2E,4E-diendico, piperidinamida do &acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-
diindico, isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E,12Z-trieno-8,10-diindico,
isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico (anaciclina), tiramida do
acido deca-2E,4E-diendico e o 4-metoxi feniletilamida do acido deca-2E,4E-diendico
com variedade estrutural, como cadeias olefinicas e acetilénicas, e porcoes
isobutilamida, piperidinamida e tiramida.

Os resultados das analises antioxidantes foram considerados promissores,

pois evidenciam a presenca de alcamidas conjugadas nas raizes de A. millefolium e
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gue podem estar envolvidas com a atividade antioxidante. Apesar do extrato bruto
nao ter apresentado uma atividade desejada, a particdo em diclorometano foi capaz
de apresentar uma atividade de CEso de 6.9 pg/mL, demonstrando ter um resultado
melhor quando comparado ao flavonoide utilizado como controle positivo, a
quercetina, cuja CEso foi de 12.84 ug/mL, e sendo considerada uma atividade
antioxidante muito promissora.

De acordo com os resultados apresentados ao investigar as caracteristicas
fisico-quimicas e farmacocinéticas das moléculas em estudo, com auxilio das
plataformas SwissADME e VNN-ADMET, foi possivel evidenciar que todos os
candidatos apresentaram um valor de Log P dentro da faixa desejada, sendo assim,
consideradas com boa biodisponibilidade oral, com alta absorcdo no trato
gastrointestinal (TGI) sendo capaz de permear a BHE. Além disso, mostraram-se
nao substratos para a P-gp e ndo violaram nenhuma das regras de Lipinski, ou seja,
apresentaram Peso molecular menor que 500 Da, ndo apresentaram numero de
grupos doadores de ligacdo de hidrogénio igual ou superior a 5, ndo apresentaram
namero de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio maior ou igual a 10 e
obtiveram um valor de Log P igual ou maior que 5. Entretanto, a isobutilamida do
acido deca-2E,4E,8Z-triendico (8,9- desidropellitorina), isobutilamida do acido deca-
2E,4E-diendico (pelitorina), isobutilamida do &cido undeca-2E,4E-dieno-8,10-
diindico, piperidinamida do &acido deca-2E,4E-diendico, piperidinamida do &cido
undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico e a isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E,12Z-
trieno-8,10-diindico, isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico
(anaciclina) foram classificados como moléculas sollveis, ja a tiramida do &cido
deca-2E,4E-diendico e 4-metoxi feniletilamida do acido deca-2E,4E-diendico foram
considerados como moderadamente soluveis.

De acordo com as investigacdes realizadas pelo SwissADME, foram obtidas
previsdes das possiveis interacfes de cada candidato a farmaco com as isoformas
da CYP P450. Ao final da analise, foi possivel observar que a isobutilamida do &cido
deca-2E,4E,8Z-triendico (8,9- desidropellitorina) e a piperidinamida do acido undeca-
2E,4E-dieno-8,10-diindico ndo apresentam potencial de inibicdo para nenhuma das
CYPs. J4 a isobutilamida do acido deca-2E,4E-diendico (pelitorina), isobutilamida do
acido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico e piperidinamida do acido deca-2E,4E-
diendico apresentam-se capazes de inibirem a CYP1A2, porém nédo sendo inibidores
das CYPs 2C19, 2C9, 2D6 e 3A4. A isobutilamida do acido tetradeca-2E, 4E, 12Z-
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trieno-8,10-diindico apresentou um perfil inibidor para as CYPs 1A2, 2C19 e 2C9. O
candidato isobutilamida do acido tetradeca-2E,4E-dieno -8,10-diindico (anaciclina)
demonstrou caracteristicas de um perfil inibidor para as CYPs 1A2 e 2C9. Ja a
tiramida do acido deca-2E,4E-diendico s6 nao foi capaz de inibir a CYP 2D6 e o 4-
metoxi feniletilamida do acido deca-2E,4E-diendico se apresentou como inibidor
para todas as CYPs selecionadas pela plataforma SwissADME para a avaliacao.

Foram somente obtidos resultados para a isobutilamida do &cido deca-2E,4E-
diendico isobutilamida (pelitorina), tiramida do &cido deca-2E,4E-diendico e 4-metoxi
feniletilamida do acido Deca-2E,4E-diendico, que apresentaram n&o possuirem
riscos cardiotoxicos.

Diante de todas as buscas realizadas na literatura, nas analises fitoquimicas,
nas avaliagbes antioxidante, fisico-quimicas, farmacocinéticas e cardiotdxica, foi
possivel identificar que algumas moléculas apresentaram potenciais resultados para
se tornar um candidato a farmaco com propriedades antioxidantes satisfatorias. As
alcamidasisobutilamida do acido deca-2E,4E,8Z-triendico (8,9- desidropellitorina) e
piperidinamida do &cido undeca-2E,4E-dieno-8,10-diindico se apresentaram perfil
fisico-quimico e farmacocinético dentro de todos os parametros avaliados no
trabalho. Ja a isobutilamida do acido deca-2E,4E-diendico (pelitorina), apesar de ser
um inibidor da CYP1A2, demonstrou resultados dentro dos limites desejados em
cada analise e ao ser avaliado o parametro de cardiotoxicidade se apresentou nao
sendo capaz de bloguear os canais de hERG. Sendo assim, as alcamidascandidatas
configuram-se como moléculas interessantes dada sua grande variabilidade
estrutural e que podem servir como modelo para o planejamento de farmacos para o
tratamento de diversas patologias relacionadas ao sequestro de radicais livres. Vale
ressaltar que este é o primeiro trabalho acerca de atividade biologica das raizes de
A. millefolium e demonstra o potencial dessa parte do vegetal para ser utilizado

como fitoterapico ou ainda, o isolamento das alcamidas para uso como fitofarmacos.
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