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Resumo

Introducdo: Os flavonoides sdo metabdlitos secunddrios produzidos pelas plantas e
encontrados em relativa abundancia, podendo ocorrer tanto na forma livre (aglicona) quanto
ligados a acucares (glicosideos). Possuem diversas propriedades farmacoldgicas, destacando-
se principalmente atividade imunomoduladora, antioxidante e antiparasitdria, o que desperta
grande interesse na inddstria farmacéutica para o desenvolvimento de novos farmacos.
Objetivos: Este trabalho objetiva explorar o potencial bioldgico dos flavonoides isolados de
Erythroxylum rimosum por meio de ensaios in vitro, além de discutir a relagdo entre a estrutura
desses compostos e suas atividades identificadas. Materiais e Métodos: Inicialmente, ensaios
de citotoxicidade frente as células de mamiferos e a avaliagdo da viabilidade das formas
promastigotas de L. braziliensis foram realizadas. A partir destes dados, foram determinados a
CCso e a ICso dos flavonoides. A microscopia eletronica de varredura foi empregada para
verificar as possiveis alteracdoes na morfologia das formas promastigotas de L. braziliensis apds
o tratamento. Estudos in silico avaliaram a interacdo dos flavonoides ERA 8.3 e ERA10 com a
arginase de Leishmania por meio de docking molecular. O potencial antioxidante dos
flavonoides, foi verificado através do ensaio de atividade antioxidante pelo metodo do radical
DPPH e f-caroteno. Adicionalmente investigamos a capacidade dos flavonoides em inibir a
enzima acetilcolinesterase. Resultados: Os flavonoides nio apresentaram citotoxicidade
significativa para células de mamiferos, exibiram CCsp > 100 pM, enquanto os flavonoides
ERAS.3 e ERAIO, glicosilados com actcar de seis carbonos, inibiram as formas promastigotas
de L. braziliensis com ICso de 10,34 = 0,7 uM e 10,14 = 0,5 uM, respectivamente. Os
flavonoides também foram capazes de reduzir o percentual de macrofagos infectados e a média
do nimero de amastigostas apds 24 horas de tratamento. Alteracdes morfologicas como perda
da integridade da membrana, formac¢do de bolhas e danos flagelares, foram observadas apds
andlise ultraestrutural de promastigotas tratadas com ERAS8.3 e ERAI10. Os flavonoides
presentaram atividade antioxidante, a quercetina apresentou o melhor valor de concentragio
inibitoria (ICso = 0,22 mg/mL), seguido pelo seu glicosideo, ERA10 (ICso = 0,42 mg/mL). Os
flavonoides glicosilados, ligados a aguicar de cinco carbonos, exibiram atividade inibitdria
moderada frente a enzima acetilcolinesterase. Conclusdo: Os resultados sugerem que os
flavonoides em estudo apresentam importantes atividades antileishmania, antioxidante e de
inibicdo da acetilcolinesterase. Estas atividades bioldgicas dos flavonoides estdo intimamente
associadas a sua estrutura quimica, sendo influenciada pela presenca ou auséncia de grupos
funcionais, como hidroxilas e glicosideos, localizados em posi¢des especificas de sua estrutura
basica.

Palavras-chave: Erythroxylum; leishmania; antioxidante; acetilcolinesterase; estrutura-
atividade, flavonoides.



Abstract

Introduction: Flavonoids are secondary metabolites produced by plants and found in relative
abundance. They can occur in free form (aglycone) and are linked to sugars (glycosides). They
have several pharmacological properties, mainly immunomodulatory, antioxidant, and anti-
parasitic activities, which arouses great interest in the pharmaceutical industry for developing
new drugs. Objectives: This work aims to explore the biological potential of flavonoids isolated
from Erythroxylum rimosum through in vitro assays and discuss the relationship between the
structure of these compounds and their identified activities. Method and Material: Initially,
cytotoxicity tests against mammalian cells and assessing the viability of promastigote forms of
L. braziliensis were carried out. From these data, the CCso and ICso of flavonoids were
determined. Scanning electron microscopy was used to verify possible changes in the
morphology of promastigote forms of L. braziliensis after treatment. In silico studies evaluated
the interaction of the ERA 8.3 and ERAI10 flavonoids with Leishmania arginase through
molecular docking. The antioxidant potential of flavonoids was verified through the antioxidant
activity assay using the DPPH and f-carotene radical method. Additionally, we investigated the
ability of flavonoids to inhibit the acetylcholinesterase enzyme. Results: The flavonoids did
not show significant cytotoxicity for mammalian cells; they exhibited CCso > 100 uM, while
the flavonoids ERA8.3 and ERAI10, glycosylated with six-carbon sugar, inhibited the
promastigote forms of L. braziliensis with ICso of 10.34 + 0.7 uM and 10.14 £ 0.5 puM,
respectively. Flavonoids also reduced the percentage of infected macrophages and the average
number of amastigotes after 24 hours of treatment. Morphological changes, such as membrane
integrity loss, blisters formation, and flagellar damage, were observed after ultrastructural
analysis of promastigotes treated with ERA8.3 and ERA10 flavonoids. Flavonoids showed
antioxidant capacity; quercetin presented the best inhibitory concentration value (ICso = 0.22
mg/mL), followed by its glycoside, ERA10 (ICso = 0.42 mg/mL). Glycosylated flavonoids,
linked to five-carbon sugar, exhibited moderate inhibitory activity against the enzyme
acetylcholinesterase. Conclusion: The results suggest that the flavonoids under study have
important antileishmanial, antioxidant, and acetylcholinesterase inhibition activities. These
biological activities of flavonoids are closely associated with their chemical structure,
influenced by the presence or absence of functional groups, such as hydroxyls and glycosides,
located in specific positions of their basic structure.

Keywords: Erythroxylum; leishmania; antioxidant; acetylcholinesterase; structure-activity,
flavonoids.
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1. INTRODUCAO

As plantas ocupam um lugar de destaque na humanidade desde os primérdios. Essa relacao
foi estabelecida quando os recursos da natureza eram utilizados para suprir necessidades de
vestudrio, abrigo, alimentacdo, bem como na pritica médica e em rituais religiosos (Silva,
2020). Essa prética ancestral enraizada em diversas culturas ao redor do mundo resultou no
acimulo de conhecimento ao longo das geracdes, desempenhando um papel fundamental nos
avangos cientificos atuais no campo de produtos naturais. O alto custo e a alta toxicidade de
alguns medicamentos sintéticos, juntamente com a falta de acessibilidade aos servigos de saude,
levaram as pessoas a buscarem alternativas nos medicamentos de origem vegetal (Da Rocha et
al.,2021).

Plantas com uma longa tradi¢do de uso medicinal representam uma fonte abundante de
constituintes ativos que oferecem beneficios medicinais ou preventivos contra diversas doengas
e enfermidades. Diversos fitoquimicos tornaram-se essenciais para O avango no
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos como a morfina, aspirina, atropina,
ecopolamina, metformina entre outros. A importancia dos compostos bioativos presentes nas
plantas tem ampliado consideravelmente o interesse na pesquisa das atividades biolégicas
dessas substancias, destacando seu potencial como agentes medicinais (Kowalski et al, 2020).

Pesquisas demonstram que através dos fitoquimicos existe a possibilidade de criar novos
compostos mais eficazes e menos toxicos, com potencial para aplicagdo clinica no tratamento
de diversas doencas. A rica tradi¢do de conhecimento fitoterapico contribui para o campo da
medicina natural e pesquisa cientifica como fonte de cuidados para a satde da populagdo
mundial. Estima-se que atualmente mais de 50% dos medicamentos disponiveis no mercado
farmaceéutico, sejam de alguma forma derivados de plantas medicinais, o que demonstra sua
importancia e credibilidade frente aos usudrios (Jamshidi-kia, 2018).

O género Erythroxylum abriga espécies que tém sido utilizadas pelos povos indigenas da
América do Sul desde muito antes do processo de domestica¢do das plantas. Tanto a tradi¢do
cultural quanto as investigacdes cientificas indicam aplicacdes promissoras dessas espécies que
apresentam uma vasta gama de metabdlitos. Estudos de filogenia molecular revelam um

sistema dinadmico de interacdes e compostos, justificando assim futuras pesquisas que explorem
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o potencial medicamentoso dessas plantas para o desenvolvimento de novos medicamentos
(Restrepo et al., 2019).

Atividades bioldgicas significativas, como acdes antioxidante, citotoxica, leishmanicida e
neuroprotetora, foram relatadas em extratos brutos e compostos isolados de diferentes espécies
do género Erythroxylum, evidenciando seu potencial farmacolégico. E. suberosum, E. pungens
e E. daphnites apresentaram atividade anticancerigena; E. alaternifolium demonstrou potente
efeito antioxidante; E. hypericifolium revelou acdo antimicrobiana; E. passerinum destacou-se
pela atividade leishmanicida; e E. gonocladum tem sido investigada por seu possivel efeito
neuroprotetor em modelos experimentais da Doencga de Parkinson.( Matos de Macédo et al.,
2022). Entretanto, a atividade potencial da maioria dos compostos ainda permanece
desconhecida. Investigar a fundo a atividade bioldgica desses compostos fornecerd uma base
sOlida para a exploracdo dos recursos medicinais potenciais presentes neste género (Lv et al.,
2022).

As plantas sdo capazes de produzir uma vasta gama de componentes organicos
classificados como metabdlitos primérios e secundarios. Os primérios sdo imprescindiveis no
que tange o desenvolvimento da planta, possuem funcdo pléstica, estrutural e de
armazenamento de energia, ji os secunddrios, exercem funcdes relacionadas com a
sobrevivéncia em ambientes desfavordveis e na adaptacdo evolutiva da planta (Frota et al.,

2021).

Dentre os metabdlitos secundarios podemos citar os flavonoides que sdo encontrados com
relativa abundancia nas plantas, com diferentes formas estruturais, ocorrendo de forma livre
(aglicona) ou ligado a acucares (glicosideos) com diversas propriedades farmacoldgicas
(Slamov4, 2018). Destaca-se pela presenca de um nucleo 2-fenil-cromona e sao biossintetizados
a partir de derivados do 4cido acético e da fenilalanina por meio da via do acido chiquimico.
Sua classificagdo € baseada no grau de oxidacdo, na configuracido do anel C e na posi¢ao de
ligacdo do anel B, o que contribui para uma melhor compreensao de suas propriedades e fung¢des
bioldgicas (Wang, 2018)

Os flavonoides, embora ainda ndo sejam completamente conhecidos, possuem grande
potencial terapéutico e diversas atividades bioldgicas, como acdo antiviral, antimicrobiana,
antiparasitdria, imunomoduladora, anti-inflamatéria e antioxidante. Sua atividade antioxidante
estd diretamente relacionada a sua estrutura quimica e ao nimero de grupos hidroxila, tornando-

se mais eficaz com um maior nimero dessas substitui¢des, o que reforca sua relevancia. Além
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disso, os flavonoides também modulam func¢des enzimadticas essenciais, agindo como potentes
inibidores de enzimas como xantina-oxidases, ciclo-oxigenases e lipoxigenases entre outras

(Moraes et al., 2022).

A atividade bioldgica dos flavonoides estd predominantemente associada ao seu poder
antioxidante, sendo a quercetina um dos flavonoides mais presentes na alimenta¢do humana,
comumente encontrado em frutas, vegetais e bebidas. Pesquisas realizadas tanto in vitro quanto
in vivo indicam que a quercetina exibe uma ampla gama de efeitos bioldgicos, sendo

reconhecida como um dos agentes mais eficazes na neutralizacao de radicais livres
(Zymone et al., 2022).

A presenca dos glicosideos aumenta a solubilidade e a estabilidade em dgua, melhora as
propriedades farmacoldgicas dos flavonoides, eleva sua biodisponibilidade, e pode contribuir

para a reducgdo da toxicidade e dos efeitos colaterais (Roy et al., 2022).

O Brasil é um pais especialmente rico em plantas medicinais, possui a maior
biodiversidade de ecossistema do mundo incluindo a floresta Amazdnica € o cerrado,
apresentando um grande potencial para o desenvolvimento de novas terapias baseadas
no uso de produtos naturais. No entanto, apenas uma pequena parte dessa biodiversidade foi
devidamente catalogada, o que indica que ainda sabemos muito pouco sobre as suas possiveis
aplicacdes medicinais, oferecendo assim, uma oportunidade para a descoberta de novos
compostos (Ribeiro et al., 2018).

Diante do exposto, sabendo do potencial do género Erythroxylum quanto a presencga de
flavonoides, e, por ser esse género encontrado amplamente no nordeste brasileiro,
particularmente na Bahia, é de grande importancia e faz-se necessdrio o estudo sobre as
atividades bioldgicas de flavonoides isolados das folhas de Erythroxylum rimosum, sendo estas,

fonte potencial de substancias inéditas e bioativas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar as propriedades bioldgicas de flavonoides isolados das folhas de Erythroxylum
rimosum, estabelecendo uma conexao entre a estrutura quimica dessas moléculas e sua atividade

bioldgica.

2.2 Objetivos espécificos
Determinar a citotoxicidade dos flavonoides frente a macréfagos;
Verificar se os flavonoides inibem a proliferacido de promastigotas em cultura axénica e a
infec¢do de macréfagos por L. braziliensis;
Avaliar as alteracdes ultraestruturais no parasito apds o tratamento com as moléculas em estudo;
Estimar o potencial antioxidante dos flavonoides;
Investigar a atividade inibitdria da enzima acetilcolinesterase pelos flavonoides;
Discutir a relagdo estrutura-atividade bioldgica dos flavonoides isolados de Erythroxylum

rimosum.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Familia Erythroxylaceae

A familia Erythroxylaceae compreende quatro géneros (Aneulophus, Erythroxylum,
Nectaropetalum e Pinacopodium), sendo o género Erythroxylum P. Browne o mais proeminente
podendo ser encontrado nos quatro continentes principalmente na América tropical. Possui
cerca de 240 espécies com distribui¢do pantropical, tendo o Brasil, registros de 123 espécies,
sendo que aproximadamente 55% delas sdo encontradas no dominio da Mata Atlantica, com o

registro de 46 espécies, onde a maioria delas restrita ao estado da Bahia (Costa-Lima, 2015).

A familia Erythroxylaceae caracteriza-se por seus representantes apresentarem porte
geralmente arbéreo ou arbustivo; folhas alternas, simples; estipulas intrapeciolares;
inflorescéncia cimosa, frequentemente reduzida a uma tnica flor ou fasciculos; flores bissexuais,
actinomorfas, pentameras; estames em nimero duplo ao das pétalas; ovario stipero e fruto do
tipo drupa. (Loiola et al., 2007). A Figura 1 apresenta representantes da familia
Erythroxylaceae, evidenciando a diversidade morfoldgica das espécies pertencentes ao género
Erythroxylum, amplamente distribuido em regides tropicais e conhecido por sua relevancia

etnofarmacoldgica e potencial terapéutico.

Figura 1- Representantes da familia Erythroxylaceae

Fonte: autor
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3.2 Género Erythroxylum

O género Erythroxylum é o maior dentre os quatro géneros da familia Erythroxylaceae,
apresentando cerca de 230 espécies distribuidas nas regides tropicais na América do Sul, sendo
a Venezuela e o Brasil, os principais centros de diversidade e endemismo (Figura 2). Para a
flora brasileira, o género conta com 218 espécies, ocorrendo principalmente na floresta
amazoOnica e na caatinga (Brito, 2024).
A Figura 2 ilustra o mapa de distribuicao geogréfica do género Erythroxylum em escala global.
Observa-se que as espécies desse género estdo amplamente distribuidas em regides tropicais e
subtropicais, indicando sua adaptacdo a climas quentes, com maior concentragao na América do
Sul. Sua presenca em Américas, Africa e Asia/Oceania sugere uma histéria evolutiva de dispersio
geografica ao longo do tempo. Essa ampla distribuicdo reforca a diversidade ecoldgica e o
potencial bioativo do género, frequentemente associado a usos tradicionais e aplicacdes

farmacoldgicas.

Figura 2- Mapa de distribui¢do do género Erythroxylum no mundo.

Fonte: Angiosperm Phylogeny website, version 14

Erythroxylum tém sido cultivados por milhares de anos pelas sociedades tradicionais
sul-americanas muito antes do processo de domesticacao das plantas. Poucos géneros de plantas
oferecem uma contribuicao tao significativa quanto o Erythroxylum, tanto para indudstrias legais
altamente lucrativas, como a producao de refrigerantes, quanto para um dos maiores mercados
ilicitos do planeta, o trafico de cocaina (Restrepo et al., 2019).

O género € especialmente conhecido por ser rico em alcaloides tropanicos, sendo a

cocaina um de seus representantes mais notaveis. No entanto, através da pesquisa fitoquimica
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foi possivel identificar a presenca de muitos outros compostos ativos em varias espécies de
Erythroxylum. Até o momento, foram identificados um total de 383 compostos, dos quais 186
sdo alcaloides tropanicos e os outros 197 compostos incluem os diterpenos, triterpenos,
alcaloides, flavonoides entre outros (Figura 3). Esse perfil de fitoconstituintes fornece uma
visdo abrangente do género, da diversidade de compostos e as potenciais atividades bioldgicas
presentes nas plantas do género Erythroxylum (Lv Yulian et.al, 2022). A Figura 3 apresenta
alguns dos compostos ativos identificados em espécies do género Erythroxylum. Esses
compostos sdo amplamente associados a diversas atividades bioldgicas, evidenciando o

potencial farmacoldgico e biotecnoldgico do género.
Figura 3 - Compostos ativos encontrados no género Erythroxylum
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Diante das diversas aplicacdes medicinais relatadas pela cultura popular, o género
Erythroxylum demonstra ser promissor na investigacdo e descoberta de novas propriedades
bioativas.

A atividade antioxidante de Erythroxylum esta relacionada aos compostos fendlicos
encontrados nas mesmas, cujos mecanismos de acio incluem a eliminagdo de radicais livres, a
capacidade de quelar metais, a regulacio da expressdo génica e a atuacdo como co-
antioxidantes. Os flavonoides e compostos fendlicos desempenham um papel significativo
como doadores de hidrogénio, promovendo a reduc¢ao do estresse oxidativo (Matos de Macédo
et al.,2022). A tabela 1 mostra as principais atividades biologicas avaliadas até 0 momento em

espécies do género Erythroxylum.



20

Tabela 1 - Espécies de Erythroxylum avaliadas in vitro quanto as suas propriedades bioldgicas.

Espécie Local de Parte da Substincias Atividades Autor (Ano)
Coleta Planta Isoladas Avaliadas
E. alaternifolium Cuba Folhas - Antioxidante Ledoux et al. (2010)
- Analgésica, Anti-
inflamatoria, Schmeda-hirschmann
E. argentinum Brasil Folha, Anti-hipertensiva, et al. (1992)
Raiz Hipnética, Efeito
na contragao e
relaxamento
muscular
E. bezerrae Brasil - Eritrobezerrina A, Anticancer Costa et al. (2017)
B,C,D,EeF
E. bezerrae Brasil Caule Bezerraditerpeno Anti-inflamatdria Brito et al. (2023)
A,B,C,D,E
E. bezerrae Brasil Casca do | Alcaloide tropanico Analgésica e Ribeiro Liberato et al.
Caule EB7 Anti inflamatdria (2024)
- Antimicrobiana,
E. caatingae Brasil Folhas e Anticancer, Efeito Silva et al. (2018);
Casca na contrago e Silva et al. (2019)
relaxamento
muscular
E. catuaba Republica Cascado | Catuabina A, B, C Antimicrobiana, Pilna et al. (2015);
Tcheca caule Antiviral Soares et al. (2005); de
Oliveira et al. (2005)
E. citrifolium Panama Tronco - Antiviral Martinez et al. (1998)
E. coca Peru, Chile, Folhas - Antimicrobiana,
Alemanha Antioxidante, Gamarra et al. (2017);
Moduladora da Rodeiro et al. (2008)
CYP
E. confusum Cuba Folhas - Modulador CYP, Rodeiro et al. (2008)
Hepatoprotetor
E. cuneatum Malasia Folhas - Anticancer, Efeito Wesam et al. (2013);
antidependente da Suliman et al. (2016)
morfina
E. daphnites IlTha Folhas - Antimicrobiana, Elias et al. (2017);
Mauricia, Anticancer Correia et al. (2018)
Brasil
E. fischeri Quénia Folhas - Modulador CYP Luck et al. (2015)
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E. gonocladum Brasil Partes Astilbina Anti-hipertensiva, | Todeschini et al. (2008);
aéreas Tratamento Zhu et al. (2015)
Parkinson
E. hypericifolium Ilha Folhas, - Antimicrobiana, Gurib-Fakim et al.
Mauricia Caule Efeito na (1993)
contracao e
relaxamento
muscular
E. laurifolium Ilha Folhas, Quercitrina e Antimicrobiana, Fortin et al. (2002);
Mauricia Casca, Afzelina Antioxidante, Ledoux et al. (2010);
Caule Anti-hipertensiva, Picot et al. (2014)
Antiplasmddica,
Antiviral, Efeito
na contragdo e
relaxamento
muscular
E. macrocarpum Ilha Folhas, - Antimicrobiana, | Neergheen et al. (2006);
Mauricia Casca, Anticancer, Ramhit et al. (2017)
Galho, Antioxidante,
Caule Antidiabética,
Colinérgica e
Adrenérgica,
Imunomoduladora
E. minutifolium Cuba Folhas - Modulador CYP, Rodeiro et al. (2008)
Hepatoprotetor
4-metilergosta7,23- Singh et al. (2011)
E. monogynum India Folhas | dien-3f-ol e 4-metil Antioxidante,
ergosta-7,24(28)- Antiplasmédica
dien-3p-ol
E. monogynum India Folhas | 4-metilergosta7,23- Agentes Devi (2023)
dien-3f-ol e 4-metil | hipoglicemiantes
ergosta-7,24(28)-
dien-3pB-ol
E. Peru Folhas - Antimicrobiana Gamarra et al. (2017)
novogranatense
E. numularia Brasil Folhas, | Rianodanol e 14-O- Larvicida Silva et al. (2019)
Frutas metil-rianodanol
E. ovalifolium Brasil Folhas, - Antimicrobiana, Oliveira et al. (2016)
Caule Antidoto
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E. passerimum Brasil Folhas, - Larvicida, Silva et al. (2019)
Frutas Tripanocida,
Leishmanicida
E. pervillei Madagascar Raizes Pervilleinas A, B, Anticancer, Blum et al. (2000);
C,D,E, F; (¥)- Colinérgica e Jullian et al. (2006)
Pervilleina H; (+)- Adrenérgica
Cloridrato de
Pervilleina A
E. pungens Brasil Folhas, - Anticancer Pereira et al. (2018)
Caule e
Raizes
E. rimosum Brasil Folhas | 7B-acetoxi-3j3,6p- Colinérgica e Ribeiro et al. (2013)
dibenzoiloxitropano Adrenérgica
E. rotundifolium Republica Caule Alcaloides Anticancer Blum et al. (2000)
Dominicana tropanicos
E. sideroxyloides Ilha Casca, - Antimicrobiana, Gurib-Fakim et al.
Mauricia Caule, Antioxidante, (1993); Soobrattee et al.
Folhas Antiplasmddica, (2008)
Antiviral, Efeito
na contragdo e
relaxamento
muscular
E. suberosum Brasil Casca do - Antimicrobiana, Pereira et al. (2021)
caule, Anticancer
Folhas
E. subrotundum Brasil Folhas - Antimicrobiana Correia et al. (2018)
E. subsessile Brasil Caule - Antidoto Oliveira et al. (2016)
E. vacciniifolium Brasil Casca - Afrodisiaca Costa et al. (2018)

Adaptado: Matos de Macédo et al., 2022
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3.2.1 Espécie Erythroxylum rimosum

A espécie E. rimosum O. E. Schulz é considerada restrita da regido Nordeste do Brasil,
encontrada nos estados do Ceard, Piaui e Bahia, ocorrendo especialmente na vegetacdo de

Restinga, Cerrado e Carrasco (Da Silva Lins et al., 2020).

A Figura 4 apresenta a espécie Erythroxylum rimosum O. E. Schulz, pertencente a familia
Erythroxylaceae. A imagem destaca caracteristicas morfoldgicas da planta, como folhas
simples, alternas e de bordas inteiras, além de nervuras bem marcadas, tipicas do género, além

dos frutos do tipo drupa, que sdo comuns entre as espécies do grupo.

Figura 4 - Erythroxylum rimosum O. E. Schulz.

Fonte: biodiversity4all.org
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Em estudo realizado por Ribeiro (2013), utilizando as fases hexanica, cloroférmica e
acetato de etila obtidas a partir do extrato bruto metandlico, foi possivel a identificacdo de
alguns compostos, triterpenos pentaciclicos (o-amirina, f-amirina), esteroide (f-sitosterol),
alcaloides tropanicos e também os flavonoides, tanto na forma livre quanto na presenca de

accucar. (Figura 5)

Figura 5 - Alcaloide, flavonoides e triterpenos isolados de Erythroxylum rimosum

CHy
Rz
L ’ #_.I__ oH
] e, J I'l'
\\'u‘ 'n] J'q? I HG."':'.;.H'I'.G"". o
) L i
oH O
1 2aR;=R;=0H
2b R1 = p-L-arabinofuranasl; Ry = H
2e R1 = p-L-arabinofurancell, F; = OH
2d R1 = a-L-arabinopyranosd; Ry = OH
2z R1 = [i-L-arabincpyranasit Ry = OH
21 R1 = p-L-glucopyrancsil, R; = OH
2gR1=Rz=0H
2h R1 = a-L-galaciopyranasil; Ry = 0OH
ok b d
[ ) e .
P W ]
T T~ .JH .:[H ﬁ
N N ,l o i
WA=H daR=H
3t R = DCO(CHNCH; 4b R = QCOCH nCH;
n=1418%

Fonte: Ribeiro et al., 2013



25

3.3 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos naturais, polifendlicos que apresentam um esqueleto
basico de quinze carbonos, compostos por dois aneis de benzeno arométicos, conectados a um

terceiro anel pirano heterociclico (Figura 6).

Figura 6 - Estrutura fundamental dos flavonoides C6-C3-C6
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Fonte: Researchgate

A substituicdo e/ou configuracdo do grupo hidroxila nos aneis do flavonoide, pode
impactar diretamente nas suas atividades bioldgicas (Alsharairi, 2021). Em relacdo a sua
estrutura quimica, possui multiplos alvos farmacolégicos por ser um grupo fitoquimico
amplamente diversificado de grande potencial terapéutico. Podem ser divididos de acordo com
seu esqueleto quimico em seis classes: flavonois, flavanonas, flavonas, isoflavonoides e
antocianidinas (Figura 7) (Khan, 2019).

A via biossintética de flavonoides € um excelente exemplo de como uma série de enzimas
pode gerar uma vasta diversidade de estruturas quimicas a partir de alguns poucos precursores.
Cada subclasse de flavonoide tem funcdes bioldgicas especificas na planta (protecio UV,
pigmentacgdo, defesa contra patégenos e herbivoros, atracdo de polinizadores, sinalizacdo). A
figura 7 mostra como a planta é capaz de gerar essa diversidade para atender a essas diferentes
necessidades.

O esquema € uma representacdo clara e concisa das principais etapas e pontos de ramificacao
na biossintese de flavonoides, demonstrando a complexidade e a engenhosidade das rotas

metabolicas das plantas para produzir uma gama tdo vasta de compostos com fungdes vitais.
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Figura 7 - Biossintese de flavonoides.
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Adaptado: Dias, 2021.

A maioria dos flavonoides sdo encontrados na forma de glicosideos, onde estdo ligados a
acucares. O namero e a posicao dessas ligagcdes de agucar afetam a propriedade antioxidante do
flavonoide. No entanto, as formas agliconas, onde ndo estdo ligadas a acticares, tendem a ter
uma capacidade antioxidante maior. A acdo antioxidante dos flavonoides pode ser uma
combinacdo de varios desses mecanismos, como a eliminacao de radicais e a inibi¢ao de funcdes
enzimaticas (Dias, 2021).

A capacidade bioativa dos flavonoides pode variar dependendo de diversos fatores, como
a estrutura quimica especifica do flavonoide em questdo, a presenga ou auséncia de grupos
funcionais como as hidroxilas, no tipo de glicosideo, na interacdo com sistemas bioldgicos,
capacidade de neutralizar radicais livres, modular vias de sinalizacdo celular e interagdo com

enzimas especificas.
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3.4 Atividade antioxidante

Os flavonoides tém atraido considerdvel interesse da comunidade cientifica devido a
diversas pesquisas que evidenciam uma correlagdo direta entre a presenca desses compostos,
sejam eles sintéticos ou naturais no organismo trazendo beneficios a satide.

Sua principal acdo bioldgica reside em seu potencial antioxidante, agindo como
neutralizadores de radicais livres e como agentes quelantes de metais, essa acdo retarda as
reacOes de degradacdo celular causadas pela oxidacdo. A oxidagdo celular ocorre quando o
oxigénio atmosférico interage com &cidos graxos insaturados, formando radicais perdxidos.
Esse processo envolve a transferéncia de elétrons entre dtomos, sendo a oxigénio o principal
receptor no sistema de fluxo de elétrons, essencial para a producdo de ATP (Adenosina
trifosfato). No entanto, quando alguns elétrons ficam desemparelhados, podem originar radicais
livres, moléculas instaveis devido as suas valéncias livres (Moraes et al., 2022).

Os radicais livres sdo entidades quimicas que possuem pelo menos um elétron
desemparelhado em sua camada externa, conferindo-lhes geralmente uma alta reatividade. Nos
sistemas bioldgicos, os radicais livres e moléculas reativas mais comuns derivam do oxigénio,
sendo chamados de espécies reativas de oxigénio (ROS) e do nitrogénio, conhecidas como
espécies reativas de nitrogénio (RNS) A formagdo de ROS ou RNS ocorre durante as reacoes
de transferéncia de elétrons, envolvendo perda ou aquisi¢ao de elétrons (Jomova et al., 2023).

Por influéncia da pressao do cotidiano, os organismos tendem a produzir uma quantidade
maior de radicais livres. Esse desequilibrio na producio de espécies reativas de oxigénio e na
capacidade antioxidante para neutraliza-las € chamado de estresse oxidativo que pode causar
danos as células normais do corpo, proteinas, lipidios e até no DNA (Deepika, 2022).

As EROS estdo relacionadas a origem de doengas neurodegenerativas como doenga
de Parkinson (PK), doenca de Alzheimer (DA) e da esclerose lateral amiotréfica (ELA) seja
por meio de danos oxidativos na interacdo prejudicial com as mitocondrias, causando a morte
por apoptose dos neurdnios dopaminérgicos, seja no aumento dos niveis de ferros que favorece
a interacdo com o peroxido de hidrogénio, seja na mutagdo genética do gene superdxido
dismutase-1 (SOD1) que pode resultar na morte de neurdnios motores. Niveis elevados de
estresse oxidativo tem sido frequentemente observados no cérebro de pacientes afetados por
doencas neurodegenerativas. (Rodriguez- Arce, 2021). A figura 8 demonstra como o processo

oxidativo influéncia no desenvolvimento das doencas neurodegenerativa.
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Figura 8 - Estresse oxidativo em doencas neurodegenerativas. Azul: doenga de Parkinson, preto:
doenga de Alzheimer e vermelho: esclerose lateral amiotréfica
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Adaptado: Rodriguez-Arce, 2021

O diagrama solidifica o estresse oxidativo como um fator unificador e central na patogénese
de vérias doencas neurodegenerativas. Isso sugere que estratégias que visam reduzir o estresse
oxidativo podem ter um papel terapéutico em diversas condi¢cdes. Cada doenca neurodegenerativa
tem suas vias especificas (metabolismo da dopamina e disfun¢c@o mitocondrial para Parkinson;
deposi¢ao de proteinas AP e tau para Alzheimer; mutacdo SOD1 e dano direto ao neur6nio motor
para ELA), mas todas convergem ou sao iniciadas pelo estresse oxidativo.

Os antioxidantes desempenham um papel crucial na promog¢do da saude humana devido
as suas diversas propriedades bioativas como antienvelhecimento, capacidade anticancerigena,
preservacdo da saide cerebral, acdo antibacteriana, anti-inflamatdria, antiparasitdrias entre
outras (Polat et al., 2022).

Os principais grupos de antioxidantes encontrados nas plantas medicinais incluem
antioxidantes fenolicos, terpenos, dcido ascorbico (vitamina C) e tocoferdis (vitamina E). O
grupo de antioxidantes fendlicos, que compreende &dcidos graxos fendlicos, flavonoides,
antocianinas, lignanas e estilbenos, é o mais diversificado e contém até o momento mais de

10.000 compostos diferentes (Ziyatdinova, 2023).
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3.5 Atividade anticolinesterase

A acetilcolinesterase ¢ uma enzima colinérgica, encontrada nas juncdes neuromusculares
pOs-sindpticas, essencial na manuten¢do do sistema nervoso e periférico, responsavel por
hidrolisar a acetilcolina, um neurotransmissor que estd associado a funcdes cognitivas,
autonOmicas e neuromusculares. Essa hidrdlise € necessdria a fim de permitir que o neurénio
colinérgico retorne ao seu estado de repouso (Hung et al., 2022).

A enzima tem recebido grande atencao por ser um potencial alvo de intervenc¢ao quimica,
especialmente para o tratamento terapéutico da doenca de Alzheimer. Trata-se de uma doenca
degenerativa, caracterizada pela neurodegeneracdo progressiva, causando perda de memodria,
comprometimento na linguagem, dificuldade motora e cognitiva entre outras. Essa relagdo entre
doenca e enzima foi estabelecida hd aproximadamente 40 anos, através de estudos no cérebro
de paciente com DA, levando em consideracdo o papel do neurotransmissor ACh no
aprendizado e na memoria (Eckroat, 2020).

A proteina Tau, localizadas internamente nos neurdnios, desempenham a funcio de
estabilizar os microtibulos, da a-tubulina e f-tubulina, facilitando o transporte axonal. Em um
cérebro saudavel, a proteina Tau possui dois grupos fosfato por molécula, no entanto, em um
cérebro com (DA), observa-se um aumento no nimero de grupos fosfato (6 a 8), indicando uma
fosforilagdo anormal ou hiperfosforilacao da Tau. Esse fenomeno compromete a capacidade da
Tau de se ligar a tubulina, resultando na desestabilizacdo da estrutura dos microtibulos e,
consequentemente, afetando as células neurais (De Castro Viero, 2022).

O acumulo de proteina Tau, a formagdo e deposicdo das placas B amiloides e
emaranhados neurofibrilares sdo as principais caracteristicas fisiopatolégicas da doenca de
Alzheimer. A degeneragdo do neurdnio resulta em uma transmissdo colinérgica deficiente, e
também pode ocorrer através de estresse devido aos radicais livres, disfun¢do mitocondrial e
inflamacao dos neurdnios (Arya et al; 2021).

A figura 9 retrata a neurodegeneracdo como um processo multifatorial, com a inflamacdo e o
estresse oxidativo agindo como gatilhos para uma série de eventos moleculares e celulares que
levam a formagdo de agregados proteicos (placas de B-amiloide e emaranhados de Tau),
disfuncdo de vias de sinalizacdo, morte neuronal e um colapso geral da homeostase cerebral.
Ela destaca as complexas interacdes que levam ao dano cerebral progressivo em doengas como

a Doenca de Alzheimer
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Figura 9 - Representagdo das principais caracteristicas da doenca de Alzheimer. ( T aumentar; | diminuir)
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Segundo Maccioni et al (2022), proximadamente 52 milhdes de pessoas sdo afetadas
pela Doenga de Alzheimer no mundo (Relatério Alzheimer OMS). Os agentes farmacoldgicos
disponiveis oferecem apenas efeito paliativo devido a diversidade dos alvos patoldgicos
associados a progressdo da doenca. Além dos efeitos relatados da DA na saide humana, existe
0 impacto econdmico associado a doenga, que atinge a marca de um bilhdao de délares por ano.

Diversos produtos naturais demonstraram avangos promissores no tratamento da
Doenga de Alzheimer (DA). Um exemplo € a rutina devido aos seus efeitos neuroprotetores e
perfil de seguranca. Trata-se de um flavonoide glicosideo natural, que exibe uma variedade de
efeitos bioldgicos, incluindo atividade neuroprotetora. Estudos farmacol6gicos destacam que
tanto a rutina quanto seus glicosideos t€ém a capacidade de proteger os neurdnios
dopaminérgicos, além de atenuar processos como apoptose e estresse oxidativo, associados
principalmente a sua atividade antioxdante (Sun et al., 2021).

Os inibidores da acetilcolinesterase (AChE) tornaram-se a principal classe terapéutica
para déficits cognitivos na doenca de Alzheimer (DA) desde 1997. Atualmente, donepezila,
galantamina e rivastigmina s3o os principais medicamentos aprovados para tratar sintomas
leves a moderados da doenca. Esses compostos atuam bloqueando a manipulagdo da

acetilcolina (ACh), um neurotransmissor essencial cuja deficiéncia estd associada ao DA.
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Ao aumentar a disponibilidade de ACh, esses inibidores melhoram a transmissao
sindptica no sistema colinérgico, promovendo uma estabilizacdo dos sintomas e, em alguns
casos, uma melhora tempordria da fun¢do cognitiva, contribuindo para retardar a progressao da

variacdo neuroldgica (Cichon et al., 2024).

A habilidade dos flavonoides de ultrapassar a barreira hematoencefalica € promissora e
indica a possibilidade de exercer efeitos diretamente no cérebro, podendo atuar no combate a
distdrbios neurodegenerativos. A busca por substancias naturais no tratamento da DA €
considerada crucial para a sadde cerebral, visto que esses compostos apresentam mecanismos

bioldgicos e perfis de seguranga amplamente documentados (Calderaro et al., 2022).

Perante isso, existe portanto, uma necessidade de estudos adicionais a fim de melhorar a
caracterizacdo dos fatores de risco que surgem com a progressao da doenga, bem como para a
identificacdo de medicamentos capazes de contrariar a evolucdo da doenca e/ou defender seu

desenvolvimento.
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3.6 Atividade antileishmania

A leishmaniose ¢ uma doenga parasitéria transmitida aos seres humanos por protozodrios
do género Leishmania através da picada de fémeas do inseto vetor infectado, denominado de
flebotomineo. E endémica em 98 paises, geralmente em regides tropicais e subtropicais
atingidas pela pobreza e negligenciada, apesar de merecer atengdo pelas suas

manifestacdes clinicas e elevada incidéncia anual (Nigatu et al., 2021).

Cerca de 20 espécies diferentes do parasito sdo conhecidas, com caracteristicas
morfoldgicas distintas durante seu ciclo de vida. As formas promastigotas, apresentam flagelos,
sdo infectantes e colonizam o intestino do vetor flebotomineo, enquanto as formas amastigotas
sdo arredondadas e encontradas em nivel intracelular, nos macréfagos, neutréfilos e células

dentriticas de mamiferos infectados (Tajuddeen et al., 2018).

Figura 10 - Ciclo de vida da Leishmania
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A leishmaniose atinge cerca de 12 milhdes de pessoas ao redor do mundo, com
estimativas anuais entre 700 mil a 1 milhdo de novos casos (OMS, 2023). A doenca pode se
manifestar de duas formas: a leishmaniose tegumentar, a forma clinica mais frequente, com
cerca de 95% dos casos nas Américas, na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia
Central e a leishmaniose visceral, considerada a forma mais grave (Laurella et al., 2023). Essas
manifestacoes clinicas dependem de varios fatores, incluindo a espécie do parasito envolvido,
a origem genética, a resposta imune do hospedeiro e a intera¢do entre todas essas varidveis. A
L. braziliensis e a L. amazonensis, por exemplo, sdo espécies causadoras da forma tegumentar
da doenga, enquanto a L. infantum causa a forma visceral (Pereira, 2020).

A atividade antioxidante tem sido alvo de estudos da industria farmacéutica, por se
acreditar que esse seja o0 mecanismo pelo qual os flavonoides produzem sua forte atividade
contra diversas doencas. Estudos demonstraram seu potencial contra os diferentes padrdes
clinicos de leishmaniose. A quercetina, o dcido gélico e a rutina sdo alguns dos compostos de
origem natural relatados por apresentar atividade antileishmania (Mehwish et al., 2021).

Nao existe vacina disponivel para tratar ou prevenir a doenga e 0s antimoniais
pentavalentes t€m sido utilizados como tratamento de primeira escolha hd mais de 70 anos. A
resisténcia aos antimoniais € um dos maiores obsticulos no tratamento da leishmaniose,
causando falhas na terapia e alertando sobre a necessidade de estudos para a descoberta de
novos medicamentos capazes de superar esse cendrio (Gervazoni, 2018).

A anfotericina B é um antifiingico com excelente atividade antileishmania, utilizada
como segunda op¢do no caso de falha terapé€utica. Entretanto, assim como os antimoniais,
apresenta efeitos colaterais graves, que obriga os pacientes a abandonarem o tratamento de
forma precoce. Em sua forma lipossomal, a anfotericina € vulneravel a resisténcia devido ao
seu longo tempo de meia vida dando origem a parasitos refratarios (Chauhan, 2019).

Neste contexto, a busca por alternativas terapéuticas na leishmaniose torna-se necessaria
devido ao alto custo, aos efeitos colaterais e aos regimes longos dos medicamentos atualmente
disponiveis. Os produtos naturais, sio uma fonte valiosa de ingredientes para medicamentos e

tratamentos alternativos.
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos compostos

Os flavonoides utilizados neste trabalho, foram isolados no Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Farmécia da Universidade Federal da Bahia e gentilmente cedidos
ao nosso grupo de pesquisa. Os flavonoides foram obtidos a partir da frag@o acetato de etila do
extrato vegetal, fase conhecida por concentrar compostos de natureza polifendlica, que foi
submetida a procedimentos de purificagdo e isolamento. A caracterizacdo estrutural dos
flavonoides foi realizada por técnicas espectroscdpicas, como ressondncia magnética nuclear

(RMN) e espectrometria de massas (EM), conforme descrito Ribeiro et al., 2013 (Figura 11).

Figura 11 - Flavonoides isolados de Erythroxylum rimosum utilizados no estudo (ERA4: quercetina, ERA7:
quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo, ERA8.3: quercetina-3f-glicopiranosideo, ERA10: quercetina-3-O-f-
galactopiranosideo, ERAS.1: kaempferol-3-O-a-arabinofuranosideo
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4.2 Cultivo de parasitos

As formas promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR88/BA-3456) foram cultivadas
em meio Schneider (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) contendo 10% de soro bovino
fetal (SBF, GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA EUA), 50 ug/mL de gentamicina,
(Life, Carlsbad, CA), pH 7,2 e incubados a 26°C. Os parasitos foram contados na camara de

Neubauer até atingirem a fase estaciondria de crescimento e novas passagens foram realizadas.

4.3 Teste de citotoxicidade sobre macréfagos in vitro

Para a avaliacdo da atividade citotoxica dos flavonoides isolados de Erythroxylum,
macréfagos da linhagem J774, foram incubados em placas de 96 pocos (2x10* células/poco) em
meio Eagle modificado por Dulbecco - DMEM, suplementado com 10% de SBF e 50 ug/mL de
gentamicina e mantidos por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO2. Os compostos foram testados
em séries de seis concentragdes em triplicatas e incubados por 72 horas. Posteriormente, foram
adicionados 20 uL/pogo de Alamar Blue™ durante 6h. A leitura foi realizada no
espectrofotometro (leitor de microplaca, Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale,
California, EUA) nos comprimentos de onda 570 e 600 nm. Os resultados foram expressos
através dos valores da concentragdo citotoxica de 50% para as células (CCsp). Como controle

positivo foi utilizada a violeta de genciana (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.4 Ensaio de viabilidade celular

6

Promastigotas de L. braziliensis (1x10 por pogo) foram adicionadas em placa de 96
pogos contendo meio Schneider suplementado com 10% de SBF e 50 pg/ mL de gentamicina
e submetidas ao tratamento com diferentes concentracoes dos flavonoides (100uM -

6,25uM; diluicao seriada 1:2). Os parasitos foram incubados por 72 horas a 26°C. Em seguida,

™
20 uL/poco de Alamar Blue  foi adicionado durante 2 horas antes da leitura. A leitura foi
realizada no espectrofotometro (Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale, California,
EUA) nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm. O percentual de inibicao da cultura axénica

foi determinado baseado no controle nao tratado.
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4.5 Ensaio de infec¢iao de macrofagos por L. braziliensis

Em uma placa de 24 pocos com laminulas redondas de 13mm estéreis foram adicionados
5x10° macréfagos da linhagem tumoral J774 e, ap6s incubagdo overnight, foram adicionadas
promastigotas de L. braziliensis em fase estaciondria (10:1). Apds o periodo de 4h de infeccio,
o tratamento foi adicionado em duplicata com a ERA8.3 (2,5uM - 20uM), ERA10 (2,5uM -
20uM) e com a droga de referéncia anfotericina B (3uM); o controle negativo (CTL-) foi
performado utilizando RPMI suplementado com SBF a 10%. Apds 24 horas, as células foram
fixadas em metanol e coradas com giemsa (Dindmica, Quimica Contemporanea Ltda, SP,
Brasil). A porcentagem de macréfagos infectados e o nimero de amastigotas por macréfagos
foram determinados pela contagem de 100 células/ pogo. As micrografias foram capturadas em
camera acoplada ao microscopio 6ptico (Leica, ICC50W, Wetzlar, Alemanha) e as imagens

analisadas através do aplicativo Leica Microsystems AirLab.

4.6 Indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) foi calculado pela razao entre valor de CCso obtido em
macréfagos e o valor de ICso obtido em promastigotas tratados com os compostos em estudo. O
IS € utilizado para determinar quanto o composto testado é mais seletivo para o parasito sem
causar danos para a viabilidade das células de mamiferos. Se o indice de seletividade for maior
que 1, indica uma maior seletividade para as células-alvo, enquanto valores menores indicariam

uma influéncia mais ampla.

4.7 Analise ultraestrutural por microscopia eletronica de varredura

Promastigotas de L. braziliensis (5x107) foram adicionados em tubos eppendorf contendo
ImL de meio Schneider (Sigma) e tratados com ERA8.3 (SuM e 10uM), ERA10 (5uM e 10uM)
e com a anfotericina B (3uM) por 24h a 26°C. Apds o tratamento, as amostras foram fixadas e
depois processadas na plataforma de microscopia eletronica (FIOCRUZ/BA). Em suma, os
parasitos foram fixados em solucdo de glutaraldeido 2% e tampao cacodilato de sédio 0,1M por
2h em temperatura ambiente. Apds fixagc@o, as amostras foram marcadas com solu¢ao contendo
tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato de s6dio 0,1M por 1h em temperatura ambiente.
Os parasitos foram colocados em suporte de laminulas de vidro com poly-L-lysina 0,01%,

desidratados com série de etanol (30 a 100%) e submetidos ao ponto critico (substitui¢do do
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etanol por CO2). Em seguida, as amostras foram metalizadas com ouro e observado no

microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-6390LV.

4.8 Estudo in silico de docking molecular

O programa GOLD 5.3.0 (Jones et al, 2008), através da funcdo ChemPLP, foi utilizado
para realizar o acoplamento dos flavonoides ERA8.3 e ERA10 na regido do sitio catalitico da
estrutura da arginase de L. mexicana (LmARG) obtida do Protein Data Bank, c6digo PDB 4IU1
(D’Antonio et al., 2013). Antes do cdlculo do docking, as estruturas dos compostos foram
desenhadas através do programa Marvin Sketch 16.9.5 (Chemaxon, 2015), através do qual
também foi selecionado os tautdmeros mais confidveis dos referidos compostos considerando
o perfil de protona¢do em pH = 7,0. Posteriormente, 0 médulo CONCORD do SYBYL®-X 2.0
(Tripos, 2010) fo1 empregado para gerar as estruturas 3D dos inibidores. A otimizacdo das
estruturas 3D dos inibidores foi realizada utilizando o método Gradiente Conjugado(GC) com
critério de convergéncia de 0,001 cal mol-1, empregando o campo de forga Tripos (e= 80,4), e
estabelecendo um maximo de 50.000 interagdes (Clark; Cramer; Van Opdenbosch, 1989). Além
disso, cargas Gasteiger Huckel (Gasteiger; Marsili; Tetrahedron, 1980) foram atribuidas aos
compostos na plataforma SYBYL®-X 2.0 (Tripos, 2010). Também previamente aos cdlculos, o
programa GOLD 5.3.0 (Jones et al, 2008) foi avaliado quanto a capacidade de reproduzir, no
respectivo sitio de ligacdo, a pose do inibidor competitivo Nor-noha, co-cristalizado a estrutura
da arginase de L. mexicana. Os resultados foram analisados com auxilio dos programas Pymol

(Schrodinger; DeLLano, 2009) e PoseView (Stierand; Maass; Rarey 2010)
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4.9. Atividade antioxidante
4.9.1 Método de sequestro do radical estavel DPPH
Os flavonoides foram inicialmente diluidos em metanol, alcancando uma concentragao

inicial de 5,0 mg/mL. Posteriormente, foram realizadas diluicdes seriadas (1:2) a partir dessa
solucdo original, resultando em concentracdes de 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625; 0,07813;
0,03906 mg/mL. O teste foi conduzido em triplicata, adicionando-se 50 uL de cada solucdo de
flavonoides em uma placa de 96 pocos. Em seguida, foram acrescentados 200 puL da solugdo
de DPPH a cada poco. O hidroxitolueno de butila (BHT) foi utilizado como padrdo, enquanto o
metanol serviu como controle (branco). A placa foi incubada ao abrigo da luz por 40 minutos,
em seguida a reducdo do radical DPPH foi medida monitorando o decréscimo na absorcdo a 600
nm. Apds a leitura, foi calculada a porcentagem de atividade antioxidante, segundo a formula
abaixo:

% antioxidante = [( Abs do DPPH — Abs da amostra) / (Abs DPPH)]* 100%

Ap6s a obtencdo dos dados de porcentagem de atividade antioxidante, foi possivel gerar
o grafico representando a porcentagem de inibi¢do antioxidante do radical DPPH em relagdo a
concentracdo dos compostos. Além disso, calculou-se o valor de ICso, que € definido como
a concentracdo inibitéria do antioxidante necessdria para reduzir a concentragdo inicial de

DPPH em 50%, por meio da equagdo da reta

4.9.2 Método de inibicao da oxidacao do f-caroteno/acido linoleico

Os flavonoides foram inicialmente diluidos em metanol, para obter uma concentragdo de
1,0mg/mL. Para o preparo da solugdo de B-caroteno, 0,5 mg da substancia (Sigma-Aldrich) foi
dissolvido em 1 mL de cloroférmio. Essa mistura foi entdo transferida para um balao de 200
mL onde foi adicionado 200uL. de Tween 80 como agente emulsificante (Synth, Sdo Paulo, SP,
Brasil), 25uL. de 4cido linoleico como agente oxidante (TCI). Apds a evaporagdo do
cloroférmio, 50 mL de dgua foi acrescentada. Na placa de 96 pocos foi adicionado 160 pl. da
emulsdo p-caroteno/dcido linoléico, 40 pul. de cada flavonoide testado ou de antioxidante

sintético (BHT) em diferentes concentracdes, tais experimentos foram realizados em triplicata.
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Para o controle negativo, a amostra foi substituida por 25 pl de metanol. A cinética de
descoloragdo da emulsdo foi medida a 470 nm antes e apds a incubagdo a 50 °C, em tempos
que variaram de TO0, 30, 60, 90 e 120 min. A atividade antioxidante de cada amostra foi expressa

em porcentagem e calculada pela seguinte equacio:

%Inibiciio = (Abic-Abfc) - (Abiam-Abfam) / (Abic-Abfc) x 100

Onde: Abic = Absorbancia inicial do controle, Abfc = Absorbancia final do controle,

Abiam = Absorbancia inicial da amostra e Abfam = Absorbancia final da amostra.

4.10 Atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase

Para a realizagdo deste teste, foram adicionados em cada po¢o da microplaca 140 pL de
tampao fosfato (pH 8,0), 10 uL da enzima acetilcolinesterase (0,5 U/mL), 20 pL de 4cido 5,5-
ditio-bis-2-nitrobenzéico (DTNB) (10 mM) - Thermo Scientific™ e 20 pl. da amostra. A
seguir, foi realizada a leitura da absorbancia no espectrofotometro a 405 nm. Para iniciar a
reacdo, foi acrescentado 20 pL do iodeto de acetilcolina (Sigma Aldrich) A Eserina
(fisostigmina) foi utilizada como padrao, e o metanol como controle. A placa foi protegida ao
abrigo da luz, com a reacdo monitorada a cada minuto por 10 minutos. A inibi¢ao foi calculada

em porcentagem usando a férmula:

% Inibicao = (Abc - Abam) / Abc x 100

Onde: Abc corresponde a absorbancia do controle e Abam a absorbancia da amostra

4.11 Analises estatisticas

Os valores numéricos apresentados nas tabelas e graficos sdo expressos como média +
erro padrdao da média, obtidos a partir de experimentos independentes realizados em triplicata.
A andlise estatistica das diferencas entre os grupos experimentais foi realizada por meio de
andlise de variancia de uma via (One-Way ANOVA), seguida do teste de Dunnett/ Tukey,
utilizado para comparacdes com o grupo controle. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p < 0,05, p < 0,01 ou p < 0,001, sendo indicadas por

asteriscos nos graficos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Citotoxicidade dos flavonoides frente a macréfagos J774

A determinagdo da concentracdo citotoxica de 50% (CCso) foi realizada em macréfagos
de linhagem J774 e os valores dos flavonoides em estudo foram comparados com a violeta de
genciana (CCsp = 0,3 uM), a droga citotéxica de referéncia (Tabela 2). Os compostos ERA7,
ERAS.3 e 0 ERA10 tem como estrutura base a quercetina e a presenga de agicar, nenhum deles
exibiram citotoxicidade frente a linhagem celular apds 72h de tratamento. O composto
ERAS5.1.1, tem como estrutura base o kaempferol, que apresenta uma hidroxila a menos em
relac@o a quercetina, ligado a uma por¢ao de acticar em forma de pentose, apresentou valor de
CCso menor em relagdo aos outros compostos (CCso= 29,4 uM). A auséncia do grupo hidroxila
na posi¢ao C-3'do anel B, caracteristica do kaempferol, pode ter reduzido o potencial do flavonoide,
influénciado para uma maior reatividade celular. Além disso, a presenca de uma pentose ligada a
estrutura base pode ter influenciado tanto na solubilidade quanto na intera¢cdo com componentes
celulares, facilitando a entrada do composto nas células e, possivelmente, aumentando seus efeitos
citotoxicos. Assim, a combinacao entre menor nimero de grupos hidroxila e a presenca da por¢ao

glicosidica pode justificar o perfil mais citoxico observado para ERAS.1.1.

A anfotericina B, farmaco amplamente utilizado no tratamento das leishmanioses,
apresentou um valor de CCso de 3,3 uM. Estes resultados sugerem que os flavonoides usados

nesse trabalho, exibem menor citotoxicidade quando comparado com a anfotericina B.

Tabela 2 - Citotoxicidade, atividade antileishmania e indice de seletividade dos flavonoides isolados de

Erythroxylum.

Flavonoides = Macrdéfagos J774 Promastigotas Indice de
CCso Mo (uM) de L. braziliensis Seletividade
ICso = DP (uM) (CCs0/ICs0)

ERA4 - - -

ERA5.1.1 294 >100 -
ERA7 >100 54,7+0,2 1,8
ERAS.3 >100 10,3+£0,7 9,6
ERA10 >100 10,1 £0,5 9,8
Anfotericina B 3,3+0,5 2,3+0,2 1,4
Violeta Genciana 0,3 ND ND

CC50= concentragio citotxica de 50%; IC50= concentragao inibitéria de 50%; ND= Nao determinado

Os valores de CCso € ICso sd0 apresentados como média = DP de trés experimentos. A andlise estatistica foi feita

por ANOVA one-way com pds-teste de Dunnett (p < 0,05).



41

5.2 Efeito dos flavonoides frente as formas promastigotas de L. braziliensis.

Os flavonoides também foram avaliados quanto a atividade antileishmania, frente as
formas promastigotas de L. braziliensis em cultura axénica (Tabela 2). Os flavonoides ERAS8.3
(quercetina-33p-glicopiranosideo) e 0 ERA10 (quercetina-3-O-f-galactopiranosideo)
apresentaram valores de ICso de 10,34 £ 0,7 e 10,14 £+ 0,5, respectivamente.

O indice de seletividade foi calculado pela razao entre os valores de CCsp e ICso e indica
o quanto o flavonoide € mais seletivo para o parasito do que para células de mamiferos. Os
flavonoides ERA8.3 ¢ ERA10 foram > que 9,6 ou 9,8 vezes mais seletivos para as formas
promastigotas de L. braziliensis, respectivamete. A presenca do acticar com seis carbonos na
estrutura do composto, em configuracdo f pode ter contribuido para a atividade antileishmania.

O compostos ERA7 (quercetina-3-0-a-arabinofuranosideo) e ERA5.1.1, (kaempferol-3-
O-a-arabinofuranosideo), apresentam na sua estrutura um agicar em forma de pentose, ambos
no carbono 3 da quercetina. Estes compostos ndo apresentaram atividade no ensaio,
demonstrando que a natureza do acuicar como substituinte influéncia diretamente num possivel
resultado farmacoldgico do flavonoide.

O composto ERA4 (quercetina) que apesar de apresentar uma quantidade significativa de
hidroxilas disponiveis e ser bastante conhecida pela sua propriedade antioxidante nido
apresentou atividade antileishmania. Isso demonstra que, a presenca de um agicar com seis
carbonos € fundamental na disponibilidade do composto e que possui relacdo direta com a
atividade leishmanicida.

A presenca do acticar aumenta a estabilidade quimica dos flavonoides in vitro, aprimora
sua biodisponibilidade, preserva seu esqueleto nativo, resultando em um efeito inibitério
ampliado. O esqueleto fundamental dos flavonoides, juntamente com os locais especificos de
ligacdo e o tipo de unidade de agucar, desempenha um papel crucial na determinacdo do

potencial resultado farmacolégico (Sajid et al., 2021).
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5.3 Ensaio de infeccao

A porcentagem de macréfagos infectados e o nimero médio de amastigotas por campo
foram quantificados apds o tratamento com os flavonoides ERA10 (5 uM) e ERA8.3 (5 uM) ,
em comparag¢ao com a anfotericina B (3 uM) e o controle sem tratamento.
Uma reducio significativa no percentual de macréfagos infectados e na média do nimero de
amastigotas/campo foi observada apds 24 horas de tratamento (Figura 12). A propor¢do de
macréfagos J774 infectados por L. braziliensis sofreu reducdo significativa apos 24 h de
tratamento com as substancias testadas. No grupo controle, aproximadamente 70 % das células
permaneceram infectadas. A ERA 10 (5 uM) diminuiu esse percentual para cerca de 45 %,
correspondendo a uma inibi¢do de ~36 % em comparacdo ao controle (p<0,05). Ja4 a ERA 8.3
(5 uM) foi ainda mais eficaz, reduzindo a infeccdo para aproximadamente 40 % dos
macrofagos, ou seja, uma inibicao de ~43 % (p<0,01).
Quando avaliamos o ndmero médio de amastigotas por campo (100 macréfagos contados), o
padrdo se mantém: a ERA 10 reduziu de ~30 para ~22 amastigotas por campo (~27 % de
inibi¢do; p<0,05), enquanto a ERA 8.3 alcangou uma diminuicao de ~30 para ~18 amastigotas
(~40 % de inibi¢ao; p<0,01). Esses resultados indicam que, além de reduzir o nimero de células
infectadas, ambos os compostos limitam a proliferacdo ou a sobrevivéncia intracelular dos
parasitos remanescentes.
Como esperado, a anfotericina B (3 uM), padrao ouro no tratamento da leishmaniose, reduziu
o nuamero de células infectadas e de parasitos intracelulares, o percentual de macréfagos J774
infectados de ~70 % (controle) para ~20 %, o que representa cerca de 71 % de inibigdo, e
diminuiu o nimero médio de amastigotas de ~30 para ~5 por campo, ou seja 83 % de inibi¢ao.
Em comparacdo, a ERA 8.3 (5 uM) inibiu ~43 % dos macrofagos infectados e ~40 % das
amastigotas, enquanto a ERA 10 (5uM) apresentou inibigdes de ~36% e ~27 %,
respectivamente. O flavonoide ERA 8.3 destaca-se sobre a ERA 10, sugerindo que alteragdes
estruturais especificas podem otimizar a afinidade ou a penetragdo celular.

No estudo realizado por Gervanozi (2018), o flavonoide 2’-Hydroxyflavanone (2HF)

foi testado em macrofagos murinos infectados com a forma amastigota de L. amazonensis e
reduziu significativamente o indice de infec¢do intracelular e o nimero de amastigotas por
macréfago, sem apresentar toxicidade significativa as células hospedeiras. Além disso, em
modelo murino de leishmaniose cutanea, o 2HF diminuiu o tamanho das lesdes e a carga

parasitdria no local da infec¢@o sem sinais de toxicidade sist€émica.
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Isso demonstra que os flavonoides podem interferir de maneira eficaz na sobrevivéncia
intracelular de Leishmania em macréfagos, confirmando o potencial desses compostos como

agentes antileishmania.

Figura 12. Efeito da ERAS8.3 e da ERA10 frente & parasitos intracelulares de Leishmania braziliensis. Macréfagos
J774 foram infectados por promastigotas de L. braziliensis e foram tratados com ERA8.3 e ERA10 (5 uM) ou
anfotericina B (3 uM). Ap6s 24h de tratamento, o percentual de células infectadas (A) e a média do nimero de
amastigotas por campo (B) foram mensurados em 100 macréfagos. Os resultados sdo representados pela média +
SD, com teste one-way ANOVA seguido do pds-teste de Dunnett. *P<0,05 vs. controle (CTL-), ** P<0,01 vs.
CTL-, *** P<0,001 vs. CTL-.
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5.4 Microscopia de varredura

A andlise ultraestrutural por microscopia eletronica de varredura (MEV) foi empregada
para avaliar as alteracdes morfologicas em promastigotas L. braziliensis tratadas ou ndo com 0s
flavonoides ERA 8.3 ou ERA 10.

Os parasitos ndo tratados preservaram suas caracteristicas morfoldgicas tipicas,
evidenciando integridade da membrana superficial, contorno celular bem definidos,
alongamento tipico do corpo celular com extremidades afiladas e a presenca de um flagelo
longo, integro e funcional, essencial para a motilidade e sobrevivéncia no vetor, como pode ser
observado na figura 13A.

Os parasitos tratados sofreram alteracdes morfoldgicas, abaulamentos irregulares e
modificacdo do formato celular, que passa de fusiforme para uma conformag¢ao mais esférica e
anormal. Perda da integridade da membrana plasmaética, desorganizagdo da estrutura celular,
encurtamento do flagelo tmbém foram alteragcdes observadas, o que compromete caracteristicas

tipicas da morfologia promastigota (Figuras 13B, C, D e E)

Figura 13- Alteracdes ultraestruturais em promastigotas de L. braziliensis apds o tratamento com ERA8.3 (13 B e
C), ERA10 (13 D e E) nas concentragdes de (SuM e 10uM) respectivamente e controle ndo tratado (13 A) por
microscopia eletronica de varredura.

X450  Sym 5um X7,000  2um X7,500  2um

Estudo realizado por Mehwish et al. (2021) os parasitos de L. donovani tratados com a
quercetina, dcido galico e rutina, apresentaram vdrias alteracdoes morfoldgicas significativas,
observadas por microscopia eletronica de transmissao. Entre as principais mudangas, distor¢dao
do bolso flagelar, afetando a motilidade do parasita, e no aumento de vacuolos citoplasmaticos,
indicativo de disfuncdo celular. Além disso, foi observada a formagdo de corpos lipidicos e a

condensacdo da cromatina nuclear, sugerindo inducao de estresse e morte celular programada.
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5.5 Atividade in silico

Estudos in silico demonstraram que a inclusdo de agicar frequentemente resulta em um
aumento na biodisponibilidade da porcdo aglicona, sendo esta influenciada pela natureza
especifica do agticar substituinte tornando o composto mais eficaz. A posi¢do desses segmentos
parece ser crucial na sua eficdcia, os compostos substituidos no carbono 3, apresentaram maior
potencial do que aqueles que foram substituidos no carbono 7 (Cherrak, 2020).

Os flavonoides isoquercetina ERAS8.3 (glicose) e hiperina ERA10 (galactose) frente a
formas promastigotas de Leishmania braziliensis, ambos apresentam agicar no carbono C-3.

Em relacdo a atividade desses compostos frente a parasitos do género Leishmania, tem-
se o trabalho de Da Silva (2012) que descreve a atividade inibitéria da isoquercetina frente a
enzima arginase de L. amazonensis (LaARG) mediante interacdo em seu sitio catalitico.
Verifica-se que a LaARG apresenta 86,9% de identidade sequencial global frente a arginase de
L. braziliensis (LbARG). Se a comparacdo ocorrer na regido do sitio catalitico, esse percentual
¢ de 100% de identidade sequencial. Tal semelhanca estrutural altamente conservada sugere
que a isoquercetina iniba também a arginase de LbARG.

Adicionalmente a semelhanca estrutural entre isoquercetina e hiperina, epimeros que
diferem apenas na configuracdo de uma hidroxila do carbono 4 do agucar, sugere que esta
ultima também haja como inibidor da LbARG.

Até entdo ndo se tem menc¢do, pelo menos ndo foi possivel identificar nas buscas
realizadas pelos autores, da atividade da hiperina frente a LbARG, tampouco se tem descritas
as interagdes intermoleculares entre esse composto e a referida enzima. Nesse sentido, os fatores
estruturais que explicariam a inibi¢do da LbARG tanto pela quercetina quanto pela hiperina
podem ser analisados com auxilio de ferramentas in silico como acoplamento molecular.

Embora as coordenadas da estrutura 3D da LbARG, necessdrias para a realizagdo dos
estudos in silico, ndo estejam disponiveis no Protein Data Bank, a estrutura da LmARG em
complexo com inibidor competitivo nor-NOHA foi elucidada (PDB = 41U1, D’ Antonio et al.,
2013). A LmARG, por sua vez, apresenta 84,9% de identidade sequencial global e 88,2% de
identidade local na regido do sitio catalitico frente a enzima de L. braziliensis. Dado o elevado
grau de conservagdo estrutural entre as enzimas, os estudos de acoplamento dos compostos
foram conduzidos frente a LmARG, cujos resultados refletem de forma confidvel as interacdes
intermoleculares que ocorreriam entre esses compostos frente ao sitio catalitico da enzima de

L.braziliensis.
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Assim, a figura 14 apresenta as orientacdes espaciais bem como interagdes realizadas
entre os compostos e os residuos do sitio catalitico da LmARG. O nucleo quercetina de ambos
0s compostos apresenta orientagdes espaciais e interagdes semelhantes frente a LmARG, sendo
aceptores de ligacdes de hidrogénio da Ser150 e Asnl152, bem como realizando interagdes
hidrofébicas com a Thr257, (Figura A2) A Thr257 e Asnl52, por sua vez, interagem com O
inibidor competitivo da arginase de L. mexicana nor-NOHA (D’ Antonio ef al., 2013).

Todavia, apenas no composto ERAS8.3 a por¢ao catecol do niicleo quercetina se aproxima
o suficiente do Aspl94 (3,0A) para agir como doador de ligacdo de hidrogénio. Dados
semelhantes foram identificados por Da Silva (2012), que observou que a porcao catecol da
quercetina interage com o residuo de Asp141 da LaARG, doando ligac@o de hidrogénio.

Apesar da semelhanca estrutural das por¢des moleculares da glicose e galactose,
compostos ERA10 e ERAS8.3, respectivamente, a quiralidade no carbono 4 desses grupamentos
determina diferentes tipos de interacdes realizadas com a arginase. Os aminodcidos Alal92,
Asnl143 (que recebem ligacdes de hidrogénio) e Ser150 (que doa uma ligagdao de hidrogénio)
sO sdo acessados pela glicose do ERA10, enquanto os residuos Aspl41 (aceptor de ligagdao de
hidrogénio) e Thr257 (doador de ligacdo de hidrogénio) realizam interacdes apenas com a
galactose do ERA8.3 (Figura B2).

Os aminodcidos Asp194 e Glul97, por sua vez, realizam interacdes tanto com a glicose
quanto galactose. Todos os aminoécidos da estrutura da LmARG que realizam intera¢des com
os compostos ERA10 e ERAS8.3 segundo a simulag@o in silico sdo idénticos na arginase de
LbARG. As excecdes sdo os residuos Asp194, cuja correspondéncia na LmARG € o residuo
similar Glu, e a alaninal92 de LmARG, ndo conservado na LbARG, que possui um Asp como

correspondéncia, o que ndo deve influenciar na confiabilidade dos resultados.
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Figura 14 - Resultados das poses de docking molecular obtidas pelo programa GOLD 5.3.0 dos compostos
Quercetina-3-0-f-galactopiranosideo (A1) e Quercetina-3f-glicopiranosideo (B1) no sitio catalitico da arginase

de L. mexicana (LmARG). Esquema 2D dos residuos de aminodcidos envolvidos nas interagdes realizadas entre
os referidos compostos e a arginase (A2 e B2).
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5.6 Sequestro dos radicais livres de DPPH

A capacidade dos flavonoides de sequestrar os radicais livres e, por consequéncia,
estabilizar as reagcdes induzidas por oxigénio € bastante conhecida e tem sido alvo da inddstria
farmacéutica no desenvolvimento de novos farmacos.

O ensaio DPPH ¢é uma abordagem nao enzimética bastante empregada a fim de fornecer
informacdes fundamentais sobre a capacidade de compostos em eliminar radicais livres. O
radical DPPH- exibe uma notdvel estabilidade e uma intensa cor violeta. O tnico elétron
presente no dtomo de nitrogénio no radical DPPH € reduzido para formar a hidrazina (DPPH-
H), tal formagdo leva a uma transi¢ao da colora¢do da solucdo de violeta para um tom amarelo
palido (Figura 15). Este fendmeno resulta da redug¢do do radical DPPH por meio da
transferéncia de 4tomos de hidrogénio provenientes dos antioxidantes, que atuam como
doadores de H (Gulcin, 2023)

Figura 15 - Representagdo da redu¢do do DPPH

NH'—N
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Radical 1.1-difenil-2-picrilhidrazila 1.1-difenil-2-picrilhidrazina
{Coloragdo parpura) { Auséncia de coloragio)

Fonte: Ribeiro 2011

As atividades bioldgicas dos flavonoides estio relacionadas com sua capacidade de atuar
como quelantes e oxidantes. Eles desempenham um papel significativo na quelaciao de metais,
como ferro e cobre, prevenindo assim a formacao de radicais livres contendo oxigénio durante
o processo metabdlico do oxigénio (Nardg, 2023).

Os flavonoides ERA4, ERAS5.1.1, ERA7, ERA8.3 e ERA10, foram submetidos a
avaliacdo de suas propriedades antioxidantes, revelando um notédvel poder de eliminagcdo de

radicais DPPH que pode ser observado na figura 16.
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Figura 16 - Avaliacdo da atividade antioxidante dos flavonoides por meio da inibi¢do do radical DPPH
comparados ao padrdo BHT. Os resultados sdo expressos em percentual de inibi¢cdo do radical DPPH (média +
desvio padrdo, n = 3). A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA one-way, seguida do pds-teste de
Tukey. *P < 0,05.
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Os flavonoides ERA7, ERA4 e o ERAS8.3 apresentaram os maiores valores percentuais
de potencial antioxidante, respectivamente, seguidos do ERA10 e ERAS.1.1. De maneira
geral, a atividade como doador de prétons e elétrons aumenta proporcionalmente em relacdo
ao numero de hidroxilas presentes na molécula, isso justifica o flavonoide ter apresentado
um percentual menor, ja que seu esqueleto basico € formado pelo kaempferol, que possui um
grupo hidroxila a menos no anel B.

Os outros tem como estrutura bésica a quercetina que € um flavonoide conhecido pela sua
propriedade antioxidante e alguns aspectos em sua estrutura quimica contribuem para essa
propriedade, como por exemplo a presenca do grupo hidroxila em diferentes posicodes, sua
interagdo da carbonila em C-4 com a fracdo catecol e a hidroxila em C-3 facilita a
deslocalizacao de elétrons no anel B, conferindo a quercetina um status como um dos
antioxidantes de baixo peso molecular mais potentes, especialmente em condi¢des in vitro
(Hefmankova, et al., 2019).

A partir da equacdo da reta para cada um dos flavonoides testados, calculou- se os ICso,

cujos valores estio representados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Determinacdo de atividade antioxidante dos flavonoides

Flavonoides IC50 mg/Ml
ERA4 0,22
ERAS.1.1 2,46
ERA7 0,61
ERAS8.3 0,42
ERA10 1,37
BHT 0,60

Analisando a tabela 3, é possivel observar que o composto ERA4 (quercetina), foi o que
exibiu o menor valor de ICso (0,22 mg/mL), indicando ser o composto com o maior potencial
antioxidante, quando comparado aos outros compostos. Levando em consideracdo os alvos
estruturais da quercetina, a presenga do grupo hidroxila na posicdo orto do anel B, parece
estabilizar o radical e acredita-se que seja um dos locais responsaveis pela quelacdo de metais.
A ligacdo dupla entre C-2 e C-3 no anel C exerce um papel fundamental na interacdo com a
carbonila em C-4, promovendo a deslocalizacdo eletronica no anel B. Além disso, a
configuracdo cetol, formada pela carbonila em C-4 e pelas hidroxilas em C-3 ou C-5, atua como
um sitio potencial de quelacdo para metais (Abou Baker,2022).

Os compostos ERAS8.3 (Quercetina-3f-glicopiranosideo) e ERA10 (Quercetina- 3-O-f-
galactopiranosideo), ambos contendo um aguicar com seis carbonos em sua estrutura, exibiram
resultados distintos, com ICso de 0,42mg/mL e 1,37mg/mL, respectivamente.

Essa discrepancia pode estar relacionada a disposi¢do tridimensional dos substituintes
na estrutura dos compostos. A glicose e a galactose sao epimeros, agucar que difere apenas na
configura¢do de um tnico carbono assimétrico. Ambos sdo monossacarideos, isdmeros, o que
implica que possuem a mesma forma molecular- C¢H1206, mas diferem no arranjo espacial de
atomos. A diferenca especifica ocorre no carbono 4 (C4) do anel hexagonal, na galactose o grupo
OH, neste carbono estd voltado para cima, enquanto na glicose esta voltado para baixo, essa
variacdo na orientacio dos grupos funcionais, confere propriedades distintas a esses acucares,

como pode ser observado na figura 17.
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Figura 17 - BEstruturas quimicas da quercetina-3f4-glicopiranosideo e da quercetina-3-O-f-

galactopiranosideo, destacando a diferenca na configura¢do do grupo hidroxila (OH)
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H; HO o
o | CH,OH
H H
H OH
o s} OH

(Quercetina-3-glicopiranosideo) (Quercetina-3-0-f-galactopiranosideo)

Fonte: Ribeiro 2011

J&  os compostos ERA7  (Quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo) e o
ERAS.1.1(Kaempferol-3-O-a-arabinofuranosideo) apresentam um agucar na mesma posi¢ao
em forma de pentose, porém se diferenciam na estrutura basica do flavonoide, o kaempferol
apresenta apenas um grupo OH no anel B, enquanto a quercetina apresenta dois grupos OH
adjacentes nesse anel, os flavonoides apresentaram valores de ICso= 0,61mg/mL e 2,46mg/mL
respectivamente, quanto maior o nimero de hidroxilas livres, e a localizagdo dessas hidroxilas
no esqueleto, maior serd a capacidade desse flavonoide em reduzir o estresse oxidativo.

A disposicdo dos substituintes, em especial as hidroxilas, tem grande relevancia na
atividade antioxidante. Conforme observado em muitos antioxidantes polifendlicos, tanto a
quantidade quanto a posi¢ao dos grupos hidroxila no anel B dos flavonoides desempenham um
papel significativo nos mecanismos de atividade antioxidante. Notavelmente, a presenca de
uma estrutura 3'.4'-catecol no anel B exerce uma forte influéncia no aumento da atividade
antioxidante (Zhang et al., 2020).

A quantidade e a posi¢do dos substituintes hidroxila nos anéis moleculares exercem
influéncia na distribuicdo da carga eletrOnica, resultando em alteracdes na polaridade,
lipofilicidade e capacidade doadora-aceitadora da molécula. Todos esses fatores desempenham
um papel significativo na atividade bioldgica desses compostos, afetando aspectos como a
permeabilidade da membrana celular e a capacidade antioxidante (Lewandowski, et al., 2020).
O flavonoide ERA4 (quercetina) apresentou o menor valor de ICso (0,22mg/mL), seguido dos

seus glicosideos, como mostra a sequéncia decrescente abaixo:

ERAS8.3 > ERA7 > ERA10 > ERAS.1.1
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Estudos com a quercetina e seus derivados quercetina-3-0-glicosideo e quercetina-3-0-
rutinosideo, demonstraram que os derivados glicosilados apresentaram a capacidade
antioxidante reduzida em relag@o a sua aglicona. Os resultados indicam que a glicosilacido na
posicdo 3 (3-glicosilagcdo) consistentemente reduziu a atividade antioxidante, decorrente da
substitui¢do do grupo hidroxila na posi¢do 3 e da desordem na planaridade molecular causada
pela quebra do glicosideo (Xiao et al., 2021). Quando comparamos o flavonoide ERA4 que
apresentou o menor ICso (0,22 mg/mL), com o BHT, utilizado como controle positivo, que
apresentou uma ICso de 0,60 mg/mL, observamos que o ERA4 foi aproximadamente 2,7 vezes
mais potente que o BHT, pois requer uma concentracio menor para atingir o mesmo efeito

antioxidante.

Essa diferenca sugere que o ERA4 pode ter uma interagdo mais eficiente com os radicais
livres, possivelmente devido a sua estrutura quimica, uma vez na forma livre, possui maior

facilidade para doar elétrons, capturando os radicais livre com maior eficiéncia.
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5.7 Oxidacao acoplada do f#-caroteno/acido linoleico

O ensaio avalia a capacidade de um extrato ou substincia em inibir a oxida¢do do dcido
linoleico em um sistema de emulsdao aquosa contendo fS-caroteno. O mecanismo de agdo
envolve o branqueamento dos carotenoides, devido ao processo de oxidagao induzido pelo
calor, sendo essa descoloracdo inibida por antioxidantes que doam dtomos de hidrogénio para
neutralizar radicais livres (Pendota et al., 2020).

A Figura 18 apresenta os percentuais de protecdo oxidativa obtidos no ensaio S-
caroteno/dcido linoleico. Nas condi¢des experimentais, todos os flavonoides testados
demonstraram capacidade significativa de retardar a oxidacao do cido linoleico, com destaque
para a fracdo ERA4, que apresentou o maior valor de prote¢ao (~65—70%) quando comparado
com seus glicosideos. Levando em consideracdo a sua estrutura quimica, seu elevado poder
antioxidante esta associado a dois grupos farmaco6foros presentes em sua estrutura: um grupo
catecol no anel B e um grupo hidroxila (OH) na posi¢ao C-3 (Khan, 2019).

Os resultados obtidos no ensaio de DPPH apresentaram uma alta semelhanga com os
valores observados no ensaio f-caroteno/4cido linoleico, indicando que a atividade antioxidante
dos flavonoides foi consistente em ambos os métodos, independentemente do sistema de

avaliacdo utilizado.

Figura 18 - Efeito dos flavonoides na prote¢do oxidativa frente ao sistema p-caroteno/acido linoleico. Os
flavonoides foram avaliados quanto a sua capacidade antioxidante e comparados ao padrio BHT. Os dados
representam a média + desvio padrdo (n=3). A andlise estatistica foi realizada por ANOVA one-way, seguida do
pos-teste de Tukey. *P < 0,01 vs. BHT.
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5.8 Inibicao da enzima acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) desempenha um papel crucial na regulacdao dos niveis de
acetilcolina nas sinapses e jungdes neuromusculares, atuando como um elemento fundamental
para o encerramento dos impulsos nervosos. Na Doenca de Alzheimer, a redugao da acetilcolina
¢ um dos principais fatores associados ao declinio cognitivo progressivo, dessa forma, a
inibicdo da AChE tem sido uma estratégia terapéutica amplamente investigada e aplicada no
tratamento dessa condicao neurodegenerativa (Lou ef al., 2022).

Os flavonoides foram avaliados em diferentes concentra¢des (1 mg/mL — 0,125 mg/mL)
com o objetivo de investigar seu potencial como inibidores da enzima acetilcolinesterase. No
entanto, os resultados obtidos demonstraram que os flavonoides ndo exibiram atividade
inibitdria significativa na maior concentracao testada, que foi de 1 mg/mL. Esse fendbmeno pode
estar relacionado a uma caracteristica ja conhecida da quercetina, denominado efeito bifasico
em que ela apresenta efeitos opostos dependendo da dose administrada. Em doses baixas, a
quercetina pode gerar efeitos benéficos, enquanto em doses elevadas podem desencadear
reacdes opostas, como um efeito pro-oxidativo (Kang et al., 2022).

Em concentracdes mais baixas, os flavonoides demonstraram uma inibi¢do moderada da
AChE, contribuindo para a manutencdo dos niveis de acetilcolina, favorecendo a fungdo
cognitiva. Contudo, em concentra¢des mais altas, devido ao efeito pré-oxidativo, podem ter
gerado um aumento excessivo na producao de radicais livres, o que pode ter comprometido a
atividade da AChE, diminuindo assim sua eficdcia ou degradando a enzima.

O gréfico apresentado na figura 19 apresenta os resultados do ensaio de inibi¢do da
enzima acetilcolinesterase (AChE) realizado com os cinco flavonoides em diferentes
concentracdes. O padrao eserina, utilizado como controle positivo, exibiu a maior atividade

inibitdria, atingindo aproximadamente 100% de inibi¢cao da AChE.
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Figura 19 — Porcentagem de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE) pelos flavonoides. As amostras foram
testadas nas concentracdes indicadas e comparadas ao padrio de eserina. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrdo (n = 3). A andlise estatistica foi realizada por ANOVA one-way, seguida do pds-teste de Tukey.
*P < 0,05 vs. Padrio de Eserina.

-
i

% Inibicéo da Enzima AChE

Entre os compostos testados, os flavonoides ERA4, ERAS.1.1 e ERA7, avaliados na
concentracdo de 0,25 mg/mL, demonstraram atividades inibitérias moderadas, variando entre
aproximadamente 40% e 60%. Essa atividade se mostrou superior em relagdo aos compostos
ERAS8.3 e ERAI1O, testados na concentracdo de 0,50 mg/mL, que apresentaram uma eficécia
inibitoria menor. Esses achados sugerem que os flavonoides ERA4, ERAS.1.1 e ERA7 possuem
maior potencial como inibidores da AChE, especialmente quando administrados em
concentracdes mais baixas, reforcando a hipétese do efeito bifdsico observado na quercetina.
Embora atuem em diversos alvos, os flavonoides t€ém sido amplamente estudados devido ao seu
potencial neuroprotetor, demonstrando eficdcia na prevengao de distirbios neurodegenerativos
e podem retardar esse processo.

No contexto da Doenca de Alzheimer, sua acdo benéfica estd associada, principalmente,
a reducgdo da toxicidade do peptideo beta-amiloide (Af) e a diminui¢cdo do estresse oxidativo,
dois fatores cruciais para a progressao da doenca (Khan, Haroon et al.,2019; Carrillo-Martinez
et al.,2024). O flavonoide ERA4 (quercetina), apresenta um grupo hidroxila (OH) na posi¢ao
C-3, sendo amplamente reconhecido por suas propriedades antioxidantes, no caso especifico da
Doenga de Alzheimer, a hidroxilagdo nessa posi¢ao € fundamental para a quelagao de metais, a
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio e a prevencao da agregacdo do peptideo AP

(Olennikov et al.,2017).
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As estruturas quimicas dos flavonoides desempenharam um papel determinante na
interacdo com a enzima acetilcolinesterase. A presenca de grupos hidroxila no anel A dos
flavonoides, combinada a ligagc@o dupla entre os carbonos C-2 e C-3, favorece a interagdo desses
compostos com a AChE. Essa disposi¢do estrutural facilita a formacdo de ligacdes de
hidrogénio e potencializa as propriedades inibitérias dos flavonoides sobre a enzima AChE
(Smyrska-Wieleba, 2023).

Com base nas respectivas estruturas quimicas, € possivel inferir que os flavonoides
ERAS5.1 e ERA7 que contétm um agicar de 5 carbonos em sua composicdo, apresentam
percentuais de inibi¢do superiores aos demais flavonoides testados. A presenga desse agucar,
parece aumentar a afinidade dos flavonoides pela AChE, resultando em uma maior eficacia
inibitéria. O flavonoide ERA7, cuja estrutura é derivada da quercetina, exibiu um percentual de
inibi¢do superior a 50%.

Portanto, verifica-se que os flavonoides revelaram-se compostos farmacologicamente
ativos, exibindo diversas atividades bioldgicas, mostrando que o padrdo e/o tipo de substitui¢ao
pode ter influéncia no potencial bioativo dos mesmos, sendo considerados elementos

farmacoféricos-chave dos flavonoides (Figura 20).

Figura 20 - Elementos farmacoféricos-chave dos flavonoides

1 Antileishmania
1 Antioxidante
1 Acetilcolinesterase

R= OH: 1 Antioxidante
R= Glicosylation (5C): 1 Acetilcolinesterase
R= Glicosylation (6C): 1 Antileishmania

Fonte: autor
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6. CONCLUSAO

Os flavonoides ndo manifestaram atividade citotoxica frente a células de mamiferos,
indicando que a estrutura quimica dos compostos nao exerceram influéncia na varia¢do da sua
atividade. Entretanto, observou-se que os flavonoides com agicar de seis carbonos, em
configuracio beta (ERAS8.3 e ERA10), demonstraram uma notdvel capacidade de inibir as formas
promastigotas de L. braziliensis.

No teste de infec¢do in vitro, foram capazes de reduzir significativamente a infeccdo de
macréfagos J774 e o nimero de amastigotas intracelulares. O flavonoide ERAS8.3 foi mais
eficaz que a ERA10, com uma redu¢do maior tanto no percentual de macréfagos infectados
quanto no numero de amastigotas por célula, sugerindo que modificacdes estruturais especificas
no composto podem melhorar sua capacidade de penetracdo e interagdo com alvos celulares
criticos.

Através da MEV foi possivel observar alteracdes morfoldgicas significativas nos
parasitas como abaulamentos irregulares, encurtamento do flagelo, formacao de blebs, além de
alteracdo do formato celular, passando de fusiforme para esférico. Essas mudangas sugerem
perda de integridade estrutural, comprometendo na motilidade e na sobrevivéncia do parasita,
o que evidencia o impacto do tratamento na organizagao celular e na morfologia promastigota.

Em relacdo a atividade antioxidante, a quercetina dastacou-se em comparagao com seus
derivados glicosilados, evidenciando que a presenca do grupo hidroxila desempenha um papel
fundamental na atividade antioxiante do flavonoide.

Além disso, os flavonoides contendo agucar de cinco carbonos exibiram atividade leve a
moderada frente a enzima acetilcolinesterase, sugerindo que o acticar conjugado influenciou de
maneira positiva nessa atividade.

De maneira geral, os flavonoides demonstraram ser compostos com significativa
atividade farmacoldgica, apresentando diversas ac¢des bioldgicas. Observou-se que o padrio
e/ou tipo de substituicdo podem influenciar diretamente seu potencial bioativo, reforcando seu

papel como elementos farmacofdricos essenciais.
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