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“A cada mentira que contamos, aumentamos nossa divida com a verdade.’
—Inspirado em camarada Legasov, série Chernobyl.
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RESUMO

O liquido da castanha de caju (LCC) ¢ um 6leo viscoso, caustico e inflamavel, encontrado no
mesocarpo da castanha do cajueiro (4Anacardium occidentale), sendo uma das fontes mais ricas
de lipideos fendlicos ndo isoprenoides: acidos anacardicos, cardois, cardanois e metilcardois.
O Brasil ¢ categorizado como terceiro maior produtor mundial de castanha de caju, diante deste
cenario o LCC apresenta-se como matéria abundante e de baixo valor econdmico para o
desenvolvimento de pesquisas. Os componentes do LCC e seus derivados sdo considerados
agentes com grande potencial terapéutico, tais como: antimicrobiano; anticoagulante, anti-
inflamatorio, antitumoral, antiviral e anticonvulsivante. Em virtude das potencialidades
quimicas e biologicas 17 amostras obtidas no LITMO, incluindo LCC e seus derivados, foram
selecionadas para avaliagdo quanto as possiveis atividades inibitorias sobre as enzimas ao-
amilase (a-Amy) e acetilcolinesterase (AChE). As amostras organicas foram purificadas
(coluna cromatografica e recristalizagdo), avaliadas quanto a pureza (ponto de fusdo, fator de
reten¢do) e identificadas por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e "*C. Na etapa da
determinacgdo da atividade de inibi¢ao enzimatica realizada de acordo com métodos descritos
por Bernfeld e Lopez, todas as amostras testadas exibiram baixa ou nula acao inibitoria frente
a a-Amy, contudo apresentaram alta atividade de inibi¢do para AChE. Este trabalho apresenta
novas evidéncias do potencial das moléculas derivadas do LCC como inibidoras da
acetilcolinesterase, despertando interesse futuro quanto a estudos adicionais in vitro e in vivo
que correlacionem os efeitos dos derivados nos fatores etiopatologicos da Doenca de

Alzheimer, visando a descoberta de novas entidades quimicas para tratamento da DA.

Palavras-chaves: Liquido da castanha de caju (LCC). Lipideos fendlicos ndo isoprenoides.

Amilase. Acetilcolinesterase. Doenca de Alzheimer.



ABSTRACT

Cashew nut-shell liquid (CNSL) is a viscous, caustic and flammable oil, found in the mesocarp
of the cashew nut (Anacardium occidentale), being one of the richest sources of non-
isoprenoid phenolic lipids: anacardic acids, cardols, cardanols and methylcardols. Brazil is
categorized as the third largest producer of cashew nuts in the world. Given this scenario,
CNSL presents itself as an abundant material with low economic value for the development
of research. The components of CNSL and its derivatives are considered agents with great
therapeutic potential, such as: antimicrobial; anticoagulant, anti-inflammatory, antitumor,
antiviral and anticonvulsant. Due to chemical and biological potential of the CNSL and its
derivatives, 17 samples obtained at LITMO were selected for evaluation regarding possible
inhibitory activities on the enzymes a-amylase (Amy) and acetylcholinesterase (AChE). The
organic samples were purified (chromatographic column and recrystallization), evaluated for
purity (melting point, retention factor) and identified y Nuclear Magnetic Resonance of 'H
and C. In the stage of determining the enzyme inhibition activity carried out according to
methods described by Bernfeld and Lopez, all tested samples exhibited low or no inhibitory
action against a-Amy, however they showed high inhibition activity for AChE. This work
presents new evidence of the potential of CNSL-derived molecules as acetylcholinesterase
inhibitors, arousing future interest in additional in vifro and in vivo studies that correlate the
effects of derivatives on the ethiopathological factors of Alzheimer's Disease, aiming at the

discovery of new chemical entities for the treatment of AD.

Keywords: Cashew nut-shell liquid (CNSL). Non-isoprenoid phenolic lipids. Amylase.

Acetylcholinesterase. Alzheimer's disease.
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1. INTRODUCAO

1.1 O CAJUEIRO: IMPORTANCIA DO CAJU, DA CASTANHA E DO LCC

Com alta adaptabilidade e diversidade, compreendendo mais de 20 espécies, o
popularmente conhecido cajueiro, Anacardium occidentale, pertence a familia Anacardiaceae
e ao género Anacardium, encontra-se nas regides costeiras do nordeste brasileira e fundamenta-
se, através da origem filogenética, que a espécie € nativa da América Latina. A espécie teve seu
cultivo expandido pelas Indias orientais (atualmente corresponde ao sudeste asiatico e a India)
por colonizadores portugueses, mas ¢ apontado como nativo do solo brasileiro por diversos
autores. Uma forte evidéncia encontra-se no livro Singularidades da Franga Antértica - Les
singularitez de la France Antartique — do monge naturalista francés André Thevet, no qual
descreve o cajueiro (Figura 1) e o referencia como “Acaiou”, quando da sua passagem pela

costa nordestina brasileira em 1557 (Thevet, 1978).

Figura 1. O cajueiro por André Thevet.

Fonte: Extraida do livro “Singularidades da Fran¢a Antartica” (Thevet 1557).

Dentre todas as espécies, apenas a Anacardium occidentale Linn ¢é cultivada
comercialmente e compreende os tipos comum e ando-precoce (Figura 2). Além dessa, existe
uma espécie nativa do Cerrado (Anacardium humile), popularmente conhecida como

cajuzinho-do-cerrado (Silva, 1998).
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Figura 2. Anacardium humile — Cajuzinho-do-cerrado (Cajueiro Ando-Precoce).

J ; el

Fonte: https://www.embrapa.br/busca-de-projetos/-/projeto/210746/integracao-de-atividades-da-pequena-e-
media-exploracao-do-cajueiro-no-nordeste-do-brasil.

O pedunculo, chamado de caju (Figura 3), bastante desenvolvido e valorizado por
sua suculéncia, ¢ comumente confundido com o fruto, embora, na realidade, seja um
pseudofruto conhecido cientificamente como pedunculo floral, apresentando coloragdo que
varia entre amarelo e vermelho.

Figura 3. Cajus maduros ainda vinculados ao Cajueiro.
S s _..: . \ B

-

Fonte: https://oajuricaba.com.br/seguem-os-trabalhos-de-melhoramento-genetico-dos-cajueiros-do-
brasil-o-cajueiro-anao-tem-ajudado-agricultores-nordestinos/

Segundo dados de 2020, o Brasil ¢ o sexto maior produtor de castanha, com a
Costa do Marfim em primeiro lugar e a India em segundo (Brainer, 2022). Contudo, o cultivo
ocorre em varias regides equatoriais e sub-equatoriais do mundo (Silva, 1998). No territério
brasileiro diferentes espécies de cajueiros estdo localizados nos diversos dominios
fitogeograficos, como Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga (De Castro; Vasconcelos, 2021).

O fruto do cajueiro, que ¢ a castanha de caju, apresenta aparéncia rinoide,

comprimento de 3 a 5 cm e largura entre 2 e 3,5 cm, com peso que varia entre 3 ¢ 20 g, sendo


https://www.embrapa.br/busca-de-projetos/-/projeto/210746/integracao-de-atividades-da-pequena-e-media-exploracao-do-cajueiro-no-nordeste-do-brasil
https://www.embrapa.br/busca-de-projetos/-/projeto/210746/integracao-de-atividades-da-pequena-e-media-exploracao-do-cajueiro-no-nordeste-do-brasil
https://oajuricaba.com.br/seguem-os-trabalhos-de-melhoramento-genetico-dos-cajueiros-do-brasil-o-cajueiro-anao-tem-ajudado-agricultores-nordestinos/
https://oajuricaba.com.br/seguem-os-trabalhos-de-melhoramento-genetico-dos-cajueiros-do-brasil-o-cajueiro-anao-tem-ajudado-agricultores-nordestinos/
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composta por duas partes distintas (Figura 4): i) casca coridcea, onde se encontra um
mesocarpo espesso, duro e alveolar contendo um liquido escuro, caustico e inflamavel chamado
liquido da casca da castanha de caju (LCC), em inglé€s cashew nut shell liquid (CNSL), e ii)
améndoa, parte comestivel do fruto, revestida por uma pelicula de cor rosa/vermelha que a
separa da casca.

Figura 4. O fruto do cajueiro (castanha), seu mesocarpo e sua améndoa.

W ey,
PR

- Nl
Fonte: LITMO (2024).

O interesse no cultivo do cajueiro tinha por objetivo inicial o processamento do
pedunculo para industrializacdo do suco, rico em agucares, sais minerais, proteinas, ferro,
vitamina C, além da niacina, uma das vitaminas do complexo B, sendo utilizado na fabricacao
de sucos, vinhos, licores, doces e compotas, ja a améndoa € rica em proteinas € componentes
graxos € ap0s seu processamento, ela pode ser consumida como castanha torrada, farinha, no
preparo de doces e pratos quentes.

Posteriormente, o liquido da casca da castanha de caju (LCC), um 6leo escuro e
viscoso, passou a ser utilizado na fabricacao de inseticidas, germicidas, anti-oxidantes, isolantes
térmicos, material de atrito, plastificantes, tensoativos, tintas, vernizes (Ramaiah, 1976). O
emprego do LCC como aditivo para combustiveis e lubrificantes e como matéria-prima de
surfactantes, antioxidantes anfifilicos e nanomateriais foi investigado, tendo sua eficacia
comprovada (Amorati et al., 2011; Praveesh et al., 2010; Bruce et al., 2009; Balachandran et
al., 2012).

A importancia industrial do LCC ¢ refletida em centenas de patentes internacionais
e trabalhos publicados na area. Mazzetto e colaboradores (2009) em seu artigo na revista
Quimica Nova, evidenciam e reconhecem o quanto o LCC ¢ uma matéria-prima muito
promissora para o desenvolvimento de produtos sintéticos uteis & quimica fina e para uma
variedade de novos materiais.

Amplamente distribuidos na familia Anacardiaceae, com destaque para a espécie
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Anacardium occidentale, os lipideos fenolicos ndo isoprenoides do LCC sdo em grande parte
responsaveis por as potencialidades quimicas e biologicas do cajueiro. No entanto, na cadeia
produtiva do caju no Brasil, o LCC ainda ¢ considerado como um rejeito industrial devido aos
baixos precos comerciais de exportagao.

A biodiversidade e a potencialidade dos recursos naturais como fonte de
substancias uteis sdo fatores que fazem com que o interesse na bioprospec¢do seja cada vez
maior. Dessa forma, no ambito de linha de pesquisa que visa aproveitamento de matérias-
primas abundantes no pais, o LCC apresenta grande potencial para ser investigado considerando

a abundancia, composi¢do quimica e potencial bioldgico

1.2 LCC E SEUS CONSTITUINTES: ASPECTOS QUIMICOS

Das estruturas alveolares da casca do caju ¢ extraido o 6leo da casca da castanha ou
liquido da castanha de caju (LCC) rico em lipideos fenolicos ndo isoprenoides (Tyman, 1991),
correspondendo a 25% da massa da castanha in natura. Os alvéolos do mesocarpo esponjoso
sdo descritos como pequenos orificios circulares ou ramificagdes de estrutura rigida, localizado

entre a parte externa do fruto e a parte interna que contém a améndoa (Figura 5).

Figura 5. Castanha de caju in natura e apds corte transversal evidenciando mesocarpo e améndoa.

Fonte: LITMO (2023).

O LCC ¢ constituido por lipideos fendlicos nao isoprenoides: acido anacardico,
cardanol, cardol, e 2-metil-cardol, que na forma totalmente saturada correspondem ao acido 3-
n-pentadecilsalicilico, 3-n-pentadecilfenol, 5-n-pentadecilresorcinol e 2-metil-5-n-
pentadecilresorcinol, respectivamente. A fracdo insaturada ¢ uma mistura com uma, duas ou
trés insatura¢des ndo conjugadas, de configura¢do Z, que se localizam nos carbonos 8°, 11° e

14’ (Figura 6) (Caillol, 2018; Salehi et al., 2019).
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Figura 6. Estrutura quimica dos constituintes do LCC

OH O OH OH OH
R R HO R HO R
Acido Anacardico Cardanol Cardol 2-metil-cardol
(74 - T7%) (1 - 9%) (15 - 20%) (1-3%)
-
* Saturado (5 - 8%)
* — Monoeno (48 - 49%)
R= <
e = _~_ Dieno (16 - 17%)
L N S S TN TN, Trieno (29 - 30%)

Fonte: Adaptado de Caillol (2018).

Os constituintes do LCC possuem grupos polares e apolares em sua estrutura,
conferindo aos compostos fenodlicos propriedades tanto hidrofilicas quanto hidrofébicas. Esse
comportamento anfipatico permite que esses compostos atravessem membranas plasmaticas,
potencializando suas funcdes biologicas (Correia et al, 2006). A cadeia alquilica ndo-
isoprenoide ¢ responsavel por suas caracteristicas anfifilicas e lipidicas, enquanto o anel
aromatico facilita interacdes com outras moléculas aromaticas e permite funcionalizagdes
(Balachandran et al., 2013).

A natureza dualistica dos lipideos (carater aromatico e aciclico) do LCC, aliado a
existéncia de grupos funcionais no anel aromatico e multiplas insatura¢des na cadeia aliféatica,
o torna reconhecido como uma matéria prima promissora para o desenvolvimento de produtos
sintéticos uteis a quimica fina e de ampla variedade de novos materiais.

Dependendo do método empregado para sua extragdo, verifica-se uma propor¢ao
distinta entre seus componentes fenolicos (Tabela 1). No processo industrial onde emprega-se
temperaturas elevadas, faz com que o liquido presente dentro do mesocarpo entre em ebuli¢cao
e, consequentemente, provoque uma explosdo da casca liberando sua améndoa, obtendo-se o
LCC técnico como subproduto (processo térmico-mecanico). J& o LCC in natura ¢€
geralmente obtido por expressdo a frio (prensas) ou extracdo com solventes organicos a
baixas temperaturas. O LCC natural € rico em 4acido anacardico e ndo possui material
polimérico em sua composi¢do. Entretanto, o LCC técnico possui um elevado percentual de

cardanol e material polimérico.
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Tabela 1. Composicdo quimica do LCC

Componentes LCC in natura (%) LCC técnico (%)
Acidos anacardicos 74 - 82 1,09 -1,75
Cardanois 1-9 67,82 -95,60
2-Metil-cardois 1-4 1,20 -4,10
Cardois 14-20 3,80 -18,86
Componentes minoritarios 2,20 3,05-3,98
Material polimérico - 0,34 - 21,63

Fonte: A autora (2024), baseado em Caillol (2018).

A explicagdo para esta diferenca encontra-se nas elevadas temperaturas (acima de
220 °C) utilizadas no processo industrial de remocao da casca de sua améndoa, que favorecem
a descarboxilagdo do 4cido anacardico (Figura 7) e consequente formagdo de cardanol,
resultando, portanto, em uma maior quantidade deste composto no LCC técnico, além de
material polimérico. A reacdo de descarboxilagcao no processo industrial € inevitavel, levando
a produg¢do de grandes volumes de LCC técnico. O aquecimento continuo resulta no
envelhecimento do o6leo, favorecendo reacdes de polimerizacdo a partir dos compostos
insaturados. Por outro lado, a obtengdo do liquido via extracdo por solventes organicos, ao
utilizar temperaturas amenas, possibilita a preservagdo da concentracao de acidos anacardicos

presentes (Rodrigues, 2006; Rodrigues et al., 2006; Oliveira, 2007).

Figura 7. Processo de descarboxilag@o do acido anacardico, n = 1, 2 ou 3 insaturagdes.

OH @) OH
OH -CO;
A
180-200 °C
15H310 " 15H31-n
Acido anacardico Cardanol

Fonte: A autora (2024), baseado em Mazzetto et al. (2009).

A utiliza¢do do LCC varia conforme os constituintes isolados, obtidos por métodos
especificos que dependem de sua origem. Para purificagdo do cardanol a partir do LCC técnico,
em escala industrial, o0 método mais empregado ¢ a destilacdo a vacuo (Durrani et al.,1982;
Tyman, 1985). A separagdo completa do cardanol dos demais componentes do LCC técnico €
realizada através de cromatografia em coluna, porém € um processo mais dispendioso. No caso
do LCC in natura, em geral, a metodologia mais conveniente envolve a precipitacdo quimica
da mistura de acidos anacardicos. A precipitacdo por tratamento com hidréxido de chumbo
resulta em residuos altamente toxicos que requerem manejo € tratamento especifico. Outra
opc¢do mais viavel e segura ¢ a precipitagdo com hidroxido de calcio (Kumar et al., 2002;

Paramashivappa et al., 2001) seguida pela separacdo dos demais fendis por coluna
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cromatografica convencional (Figura 8).

Figura 8. Procedimento de separacdo dos lipidios fendlicos do LCC, n representa o nimero de insaturagdes (n =
0, 1, 2 e 3) presente na cadeia lateral.

LcC
Ca(OH)z
l v
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15H31-n % CisHzp., HO 1sH31. HO 1sH31-n

Mistura de Acidos Mistura de Mistura de Mistura de

Anacardicos Cardandis 2-Metilcarddis Cardois

Fonte: A autora (2024), baseado em Kiong, Tyman (1981).

1.3 APLICACOES TECNOLOGICAS E INDUSTRIAIS

A busca por matérias-primas renovaveis e biodegraddveis tem se destacado na
industria moderna por promover o desenvolvimento sustentavel e a autonomia tecnologica.
Aplicada ao liquido da casca da castanha de caju (LCC), tal vertente permite a geracdo de
produtos de alto valor agregado e amplia o campo de aplicacdo de seus produtos como
demonstrado na figura 10 (Ramaiah, 1976).

No Laboratorio de Produtos e Tecnologia em Processos da Universidade Federal
do Ceara, coordenado pela Prof’. Dr". Selma E. Mazzetto, pesquisas levaram a sintese de
compostos fosforados do cardanol para uso como aditivos de lubrificantes e combustiveis,
melhorando seu desempenho e lubrificacdo. Ja os polimeros de LCC apresentam maior
resisténcia quimica, térmica e antimicrobiana, devido a cadeia alifitica de 15 carbonos
(Sadavarte et al., 2008; Kumar et al., 2002; Paramashivappa ef al., 2001).

O cardanol tem sido usado na producdo de surfactantes, antioxidantes e
nanomateriais (Foley ef al., 2012; Scorzza et al., 2010; Bruce et al., 2009; Tyman; Bruce, 2003;
Kubo; Muroi, 1993; Parasa et al., 2011; Amorati et al., 2011; Praveesh et al., 2010;
Balachandran et al., 2012; Facanha et al., 2007), além de substituir derivados fosseis em epoxis,

acrilatos e plastificantes (Caillol, 2018). Alguns exemplares dos compostos citados



anteriormente estdo ilustrados na figura 9.

Figura 9. Polimeros, aditivos e surfactantes derivados do cardanol.
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Fonte: A autora, baseado em Mazzetto et al. (2009).
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Derivados do LCC s3ao amplamente aplicados em sinteses de compostos

multifuncionais, como: lactonas, benzoxazolonas, sais de amdnio quaternario, dentre outros
compostos (Rios, 2008; Amorati et al., 2002; Saladino et al., 2000; Attanasi et al., 2006;
Mazzetto, 2002; Attanasi et al., 2004; Mele et al., 2004; Del Sole et al., 2004; Guo et al., 2006;
Attanasi et al., 2009; Mele; Vasapollo, 2008; Avellar; Godoy; Magalhaes, 2000; Santos;

Magalhaes, 1999).



Figura 10. Aplicagdes do LCC
Fonte: Adaptado de Ramaiah (1976)
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1.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DO LCC E SEUS DERIVADOS

Em virtude da sua alta versatilidade, o LCC e seus derivados fendlicos propiciam
os mais variados estudos, objetivando o seu emprego biofarmacologico, como anti-
inflamatérios, antimicrobianos, antioxidantes, antitumorais, fungicidas (Araujo et al., 2005;
Adetogun; Adegeye, 2003; Fenner et al, 2006), antibactericidas (Amorati et al., 2013),
antiacetilcolinesterase, moluscicidas, larvicidas e inseticidas, demonstrando seu potencial
terapéutico (Balgude; Sabnis, 2014; Kubo et al., 1993; Oliveira et al., 2010; Wu et al., 2011).

A partir do acido anacardico, foram sintetizadas novas séries de derivados
sulfonamidas, ureias e tioureias com o objetivo de controlar bactérias como M. smegmatis, E.
coli, P. aeruginosa, S. aureus e S. pyogenes (Reddy, 2012; Reddy, 2011; Swamy, 2007).

Na linha de combate as larvas do Aedes aegypti destacam-se os trabalhos de Farias
(2009), Schibichewski (2021), Lomonaco (2009), Jorge (2018) e seus respectivos
colaboradores, que utilizando o LCC in natura, LCC técnico, seus componentes isolados e
derivados, conseguiram uma taxa de mortalidade larval de até 100% em alguns casos.

Na década de 90, investigacdes voltadas ao uso de plantas medicinais em atividades
antibacterianas evidenciaram a eficiéncia do acido anacérdico contra bactérias Gram-positivas
Staphylococus aureus e Bacillus subtilis (Muroi; Kubo, 1993), e em anos posteriores, estudos
com extratos etandlicos das folhas do cajueiro também foram eficazes no controle de bactérias
gram-negativa Escherichia coli (Kudi ef al., 1999).

Morais e colaboradores (2010), ao induzir danos gastricos em espécies de ratos,
encontraram uma potencial forma de protecdo gastrointestinal ao verificar que os individuos
previamente tratados com o acido anacéardico apresentaram areas lesionadas significativamente
menores. Outras linhas de pesquisa visam a utilizacdo do material como ponto de partida para
agentes de inibi¢do do ciclo celular (células cancerigenas) (Sukumari-Ramesh et al., 2011; Wu
etal, 2011; Kubo et al., 2011), controle de pragas na agricultura (Schultz et al., 2006), agente
bactericida (Kubo; Muroi, 1993; Parasa et al., 2011) e inibicdo das enzimas metaloproteinases
(Omanakuttan et al., 2012), lipoxigenases (Wisastra et al., 2012; Ha; Kubo, 2005) e aurora
linase a (Kishore ef al., 2008).

Derivados sintéticos do cardanol foram analisados quanto ao seu potencial
antitumoral em linhagens de células de fibroblastos de ratos (Saladino ef al., 2000). O cardanol
metilado, o cardanol acetilado e o 2-ferc-butilcardanol (Figura 11) demonstraram atividades

superiores.
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Figura 11. Derivados do cardanol com atividade antitumoral.
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Fonte: A autora (2025), baseado em Saladino ef al. (2000).

Uma érea ainda pouco explorada, mas de grande relevancia, ¢ a investigacao da
citotoxicidade dos componentes do LCC. Nesta perspectiva, destaca-se o trabalho de Carvalho
e colaboradores (2011) que, investigando o emprego in vivo do acido anacardico, demonstrou
nao haver letalidade ou toxicidade para concentragdes até 2 g/kg peso corporal. Os estudos de
Suresh e Kaleysa Raj (1990) demostraram uma tolerancia de 5g/kg em ratos para o cardol,
componente responsavel pela toxicidade do LCC (Suresh; Kaleysa, 1990). A principal
caracteristica do cardanol puro ¢ sua ndo-toxicidade. De acordo com testes realizados pela
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD), uma das mais
reconhecidas referéncias internacionais para ensaios de produtos e métodos quimicos, o
cardanol apresentou os seguintes resultados em relagdo a ecotoxicidade: biodegradabilidade de
96% em 28 dias (OECD-302C); solubilidade em agua de 1,0 g/L; ecotoxicidade em 96 horas
para peixes < 11 g/L, dafnias < 66 g/L e algas < 1 g/L. (OECD-425); e genotoxicidade negativa
em testes com Ames salmonella.

Visando o emprego do LCC, diversos estudos do LITMO possibilitaram o
aperfeicoamento dos métodos de extracdo do LCC e de isolamento/purificagdo dos seus
constituintes lipidicos, bem como conduziram ao desenvolvimento de metodologias para
sintese de diversos intermediarios e novos heterociclos de 5 e 6 membros com potencial
bioativo: benzoxazina-2,4-dionas e isobenzofuranonas com potencial antimicrobiano;
derivados 4-hidroxicumarinicos candidatos a anticoagulantes, anti-inflamatorios, antimitoticos,
antitumorais e antivirais; indolinonas, isoindolinonas e benzoxazois com possiveis atividade
antimicrobiana, antifungica, analgésica, inseticida, antiviral, anticonvulsivante e antitumoral;
acidos w-fenil-w-quinonilalcanoicos e trifluorometano 1,3-dioxanos candidatos a antagonistas
de receptores TXA2/PGH: e inibidores da acetilcolinesterase (AChE); indolinonas e

isoindolinonas.

Em meados dos anos 2000, em colaboragao com o Prof. Dr. Luiz Antonio Soares
Romeiro da Farmacia/UnB, foram desenvolvidos no LITMO projetos visando a utiliza¢ao dos

lipideos fendlicos do LCC na sintese de novos derivados planejados para atuar na inibi¢do da
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enzima acetilcolinesterase (AChE), candidatos tuteis no tratamento da doenca de Alzheimer
(DA), Além do planejamento racional e dos experimentos sintéticos, a parceria com
professores Dr. Jodo Batista - IQ/UnB e Dr. Ricardo Gargano - [F/UnB, possibilitou varios
calculos computacionais com inibidores classicos e os canditados AChEI planejados (De Paula
et al., 2007; Nascimento et al., 2008). Os estudos tedricos usando os niveis de calculos HTR
e B3LYP e B3LYP (propriedades eletronicas, distribuicdes de cargas) indicaram que para a
série dimetilcarbamato do cardanol com substituintes N, N-dimetilformamida, pirrolidina e
N,N-dimetilamina exibem melhor correlacio com o farmaco rivastigmina (Figura 12). As
previsdes do estudo foram avaliadas experimentalmente, confirmando tais derivados como
potenciais candidatos a inibidores da AChE, bem como que o procedimento PCA selecionou
corretamente os compostos mais potentes da série (De Paula et al., 2009).

Figura 12. Candidatos a inibidores da AChE derivados do cardanol e geometria otimizada de rivastigmina
[orbital HOMO -1 para nivel B3LYP/6-311 p G(2d,p)].
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Fonte: LITMO (2024), baseado em De Paula et al. (2007).

Estudos de modelagem molecular de novos agentes terap€uticos para o tratamento
da doenca de Alzheimer com base na hipdtese colinérgica foram realizadas pelo Professor
Romeiro e colaboradores que resultaram resultaram em um conjunto diverso de moléculas com
otimos resultados tedricos e experimentais de inibicdo da AChE, por exemplo, a molécula ID-
16 derivada do acido anacardico com ICsode 50 uM (Kiametis et al., 2017), outro derivado do
acido que esta bastante correlacionado a atividade da donepezila ¢ a molécula 16 (Kiametis et
al., 2015), além disto, o proprio acido anacardico (LDT11) se mostrou um excelente pilar anti-
DA em razao das suas caracteristicas anti-inflamatérias e antioxidantes (De Souza et al.,
2018). Derivados aminicos do LCC apresentaram relevante atividade anticolinesterastica
(Ramos, 2015), modelagem com inibidores a partir do cardanol se mostraram satisfatorios em
relacdo a inibicdo da AChE (De Abreu Silva, 2019). Partindo de uma abordagem diferente por
meio de medicamentos epigenéticos utilizados na DA - inibidores de histona desacetilases de

classe I (HDAC) - Romeiro e Bolognesi desenvolveram os primeiros HDACis derivados do
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LCC atingindo um perfil terap€utico bastante satisfatorio (Romeiro et al., 2019). As principais

moléculas descritas nos trabalhos citados sdo apresentadas na figura 13.

Figura 13. Compostos modelados a partir do acido anacardico e cardanol.
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Fonte: A autora (2025).

Nos estudos realizados por Imbrosi e Aratjo (2008), o cardanol foi utilizado como
ponto de partida para a sintese de andlogos da rivastigmina, farmaco amplamente utilizado no

tratamento da doenga de Alzheimer (Figura 14).

Figura 14. Rivastigmina e andlogos derivados do cardanol.
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Fonte: A autora (2025), baseado em Imbrosi, Aratijo (2008).

Face as potencialidades quimicas e biologicas dos contituintes do LCC e de seus
derivados, este estudo buscou investigar as possiveis atividades e potencialidades inibitorias

dessas moléculas sobre as enzimas a-amilase (a- Amy) e acetilcolinesterase (AChE).

1.5 BREVE CONTEXTO SOBRE A DOENCA DE ALZHEIMER
Caracterizada por Alois Alzheimer em 1907, a Doenca de Alzheimer ¢ descrita
como uma desordem neurodegenerativa do cérebro, sendo a principal doenga que acomete as

55 milhdes de pessoas no mundo que possuem um diagndstico sobre algum tipo de deméncia.
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Segundo a Organizagdo Mundial de Saide (OMS) cerca de 7,7 milhdes de novos casos de
deméncia sdo diagnosticados a cada ano, incluindo a doenga de Alzheimer (DA) (Melo, 2024).
A prevaléncia desta doenga tende a aumentar de acordo com o aumento da idade e considerada
a principal causa de deméncia entre pessoas de faixa etaria acima dos 60 anos de idade, devido
a seus aspectos neuropatologicos degenerativos. Duas sdo as hipoteses que substanciam o
inicio e a progressdo da DA: a hipdtese colinérgica, na qual ha uma redugdo critica dos niveis
de acetilcolina (Figura 15) devido a rapida hidrolise do neurotransmissor pela
acetilcolinesterase, comprometendo aprendizado, memoria, comportamento € respostas
emocionais destes pacientes; e a hipotese amiloide, na qual a AChE promove a deposicao de
beta-amiloide na forma de placas e emaranhados no cérebro destes pacientes, dificultando o

impulso nervoso.

Figura 15. Estrutura quimica da acetilcolina.

O

N
O/\/N\

Fonte: A autora (2024).

Podem ser identificadas trés fases na evolugdo da doenca. A primeira, cuja duragdo
¢ de 2 a 5 anos, ¢ caracterizada pela deterioracdo gradual da memoria; na segunda etapa, com
duragdo de 2 a 10 anos, ocorrem alteracdes importantes no funcionamento do cérebro e
aparecem problemas de disfasia, apraxia e agnosia. Na terceira fase estdo comprometidas a
maioria das fungdes cognitivas do cérebro, ocorrem tremores espontdneos no corpo, as vezes
convulsdes, insonia marcada, colapso nervoso e perda total dos estados de personalidade
(Anand; Singh, 2013; Hansen et al., 2008; Cheignon et al., 2018).

No cérebro, os neurdnios se intercomunicam por meio de areas especificas,
conhecidas como sitios de sinapse neuronal. A acetilcolinesterase (AChE) esta presente nas
sinapses onde a acetilcolina (ACh) atua como neurotransmissor. O mecanismo envolve a
transmissdo de um sinal elétrico desde a regidao pré-sindptica de um neurénio com a regiao
pOs-sinadptica de outro, através do processo conhecido como neurotransmissao (Fawole et al.,
2010). Durante a neurotransmissdo colinérgica, ¢ liberada a acetilcolina (ACh), um
neurotransmissor dos neurdnios pré-ganglionares do sistema nervoso simpdatico e
parassimpatico bem como da medula adrenal. A acetilcolina ¢ liberada na fenda sinaptica, e
posteriormente, se liga a receptores (nicotinicos € muscarinicos) na regiao pds-sinaptica. Ao
se desligar do receptor, a ACh retorna a fenda sindptica, o efeito da ACh na neurotransmissao

¢ determinado pela atividade da AChE, capaz de hidrolisar o éster de colina, em colina e
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acetato (Araujo et al., 2016) (Figura 16).

Figura 16. Transmiss@o neuronal da acetilcolina e sua hidrélise por AChE.
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Fonte: A autora (2025), adaptagao de Petronilho, Figueroa-Villar (2014).

O sitio especifico na AChE para o substrato ¢ um local anidnico, devido a um
residuo aspartato, que interage com o nitrogénio da acetilcolina (Araujo et al., 2016; Atanasova
et al., 2015). A acetilcolinesterase acelera a agregacdo da proteina B-amiloide formando
complexos neurotoxicos estaveis. Esses complexos induzem uma desregulacio da
concentragdo de Ca*' intracelular no hipocampo neuronal, disfuncdo mitocondrial, distrofia

neuritica e apoptose (Organizagdo Mundial da Satude et al., 2019).

1.5.1 ACETILCOLINESTERASE (ACHE) E INIBIDORES DA ENZIMA

Do ponto de vista bioquimico e seguindo pela hipotese colinérgica, as medicacdes
para o tratamento da DA consistem na inibicdo reversivel da AChE, aumentando assim os
niveis de ACh no cérebro, aprimorando as fun¢des colinérgicas nos pacientes (Colovic et al.,
2013). Existem no mercado dois tipos de farmacos para o seu tratamento (Organizacdo
Mundial da Satde et al, 2019): inibidores de N-metil-D-aspartato e inibidores da
acetilcolinesterase (AChEI). O primeiro farmaco inibidor da acetilcolinesterase utilizado no
tratamento de pacientes com DA foi a tacrina (Figura 17). Entretanto, seus efeitos colaterais,
sobretudo a hepatotoxicidade, diminuiram a utilidade clinica deste medicamento.

No ultimo grupo, além dos inibidores sintéticos como a tacrina e a donepezila
(Figura 17) também ¢ possivel encontrar inibidores de origem natural como galantamina,
rivastigmina e huperzina A (Figura 17). Atualmente, sdo utilizados os firmacos galantamina,

donepezila e rivastigmina (Wortmann, 2012; Prince et al, 2015), porém, alguns desses
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compostos (rivastigmina, galantamina e donepezila) apresentam atividade limitada e
produzem efeitos adversos relacionados com a estimulacdo colinérgica no cérebro e aos

tecidos periféricos (Acosta, 2011).

Figura 17. Farmacos inibidores da acetilcolinesterase.
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Fonte: LITMO (2024), ChemDraw Professional 20.0.

O alcaloide galantamina, originalmente extraido da espécie Galanthus woronowii
L., ¢ um exemplo positivo em pesquisas que buscam substancias bioativas a partir de espécies
da familia Amaryllidaceae sendo utilizado clinicamente no tratamento da Doenca de
Alzheimer (Torras Claveria et al., 2013; Cortes et al, 2015; Andrade et al., 2016). Os
compostos do tipo galantamina apresentam elevada importancia para obten¢ao de derivados de
galantamina com maior atividade bioldgica (Castillo ef al., 2018; Delatorre et al., 2014,
Marques; Cunha, 2008; Freitas; Coelho et al., 2008).

Em seu estudo sobre os farmacos donepezila, rivastigmina e galantamina
Maelicke e colaboradores (2001) observaram que 76% de pacientes em uso de inibidores da
AChE apresentaram ao menos um efeito adverso, dentre eles nausea, vomito, diarreia, perda
de peso, entre outros. Em sua pesquisa Maelicke (2001) estimou que aproximadamente 30%
dos pacientes em uso de tais medicamentos interrompiam o tratamento, e desta estimativa
cerca de metade dos pacientes justificavam o abandono do tratamento devido aos efeitos
adversos apresentados apds a terapia medicamentosa (Maelicke et al., 2001).

Apesar de ndo possuir cura, os pacientes acometidos pela DA encontram como
alternativa clinica tratamentos voltados ao controle ou retardo da evolugdo degenerativa,
entretanto, as limitagdes destes farmacos estimulam novas pesquisas objetivando a descoberta
de outros inibidores (Wilcock; Lilienfeld; Gaens, 2000). Considerando o interesse em novas
entidades quimicas com potencial atividade AChEI, neste estudo foram selecionadas 17

amostras, tendo o LCC como matéria de partida, para se realizar os testes de atividade inibitoria.
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1.6 BREVE CONTEXTO SOBRE A DIABETES

Disturbios relacionados a absor¢ao de carboidratos estdo associados a diversas
condicdes de saude, como diabetes, obesidade ¢ doencas bucais, todas com incidéncia crescente
na populacdo (Laar et al., 2008; Yanovski; A. Yanovski, 2002; Touger-Decker; Loveren, 2003).

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), o diabetes ¢ definido como uma
doenca cronica de etiologia multifatorial, caracterizada por niveis elevados de glicose no sangue
(hiperglicemia), que resultam de uma deficiéncia na producao de insulina pelo pancreas, de
uma ac¢ao ineficaz da insulina, ou de ambas. Essa condi¢cdo pode levar a complicagdes graves,
como doengas cardiovasculares, neuropatia diabética, retinopatia diabética e insuficiéncia
renal, impactando significativamente a qualidade de vida dos individuos afetados. O diabetes ¢
classificado principalmente em dois tipos: o tipo 1 (DMI1), que envolve uma produgao
insuficiente de insulina, e o tipo 2 (DM2), no qual o organismo ndo consegue usar a insulina de
forma adequada, mas ainda temos diabetes gestacional e quadros pré-diabéticos.

Uma das abordagens terap€uticas no tratamento da DM2 ¢ a reducgdo de
hiperglicemia a partir da inibi¢do das enzimas a-amilase e a-glicosidase (Van de Laar ef al.,
2008; Goke; Herrmann-Rinke, 1998; Se, 2002). A inibicdo dessas enzimas consiste na
diminui¢do da glicemia pos prandial, podendo auxiliar também no controle de peso (Bernfeld,
1955).

Com excecdo da insulina, os hipoglicemiantes presentes na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (Rename 2012) pertencentes a classe das biguanidas (cloridrato de
metformina) e das sulfonamidas (Glibenclamida e Glicazida) aceleram a perda Ossea e
aumentam o risco de fraturas, especialmente em mulheres idosas (Kahn ef al., 2008). Por essa
razdo, foram retirados do mercado (Nelson; Cox, 2022). Em contrapartida, a metformina e as
sulfonilureias ndo demonstram efeitos negativos sobre a saude Ossea e podem até proteger
contra fraturas por fragilidade. No entanto, a metformina € contraindicada para pacientes com

insuficiéncia renal (Duncan, 2022).

Outras medicagdes do tipo hipoglicemiantes estdo disponiveis no mercado, a saber:
a acarbose, o miglitol e a voglibose (Figura 18) que atuam no trato intestinal, inibindo as
enzimas que quebram os carboidratos, resultando na absor¢do lenta da glicose. Entretanto, o
uso da acarbose apresenta efeitos indesejaveis como desordens intestinais, incluindo diarréia,
flatuléncias e colicas abdominais (Chiasson, 2002; Gyémant et al, 2003; Chakrabarti,
Rajagopalan, 2002) que sd3o causados pela fermentacdo intestinal de carboidratos

imparcialmente degradados (Gyémant et al., 2003; Kwon; Apostolidis; Shetty, 2008).
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Figura 18. Hipoglicemiantes inibidores da a-glicosidase.
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Fonte: A autora (2025).

Dessa forma, visando a minimizacao desses efeitos colaterais, a busca por

inibidores especificos da enzima a-amilase ¢ desejavel.

1.6.1 a-AMILASE (0. -AMY) E SEUS INIBIDORES

O interesse por esses inibidores esta ligado ao controle de pragas que afetam as
lavouras, podendo também ser utilizados como aditivos em setores como detergentes,
combustiveis, alimentos, papel, téxtil e farmacéutico (Alagesan et al., 2012; Marshall; Lauda,
1975). Além disso, sdo evidenciadas aplicagdes na prevencao de céries e placa dentdria, no
papel antinutricional de alimentos que contém inibidores da alfa-amilase, no diagnostico e
tratamento de distirbios associados a hiperamilasemia e no tratamento de doengas como
diabetes ¢ obesidade (Ellman et al., 1961).

Diversos inibidores da a-amilase foram encontrados em variadas espécies vegetais,
com destaque para o feijao branco (Phaseolus vulgaris) (Lopez et al., 2002). A farinha de feijao
branco ¢ utilizada para auxiliar na inibi¢dao da absor¢ao de carboidratos (Bernfeld, 1955).

Em geral, os inibidores ndo proteicos sdo moléculas de baixo peso molecular, como
compostos fenolicos e agtcares (Ellman ef al., 1961). Entre os inibidores naturais, destacam-se
os compostos fendlicos, especialmente os flavonoides, que sdo os mais abundantes dessa classe,
além de taninos e triterpenos do tipo oleanano (acido oleanolico), ursano (4cido ursélico) e
lupano (lupeol) (Lopez et al., 2002). Alguns inibidores da a-amilase foram identificados em

muitas espécies de plantas (Lopez et al., 2002), destacam-se aquelas abundantes em compostos
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fenolicos principalmente moléculas de baixo peso molecular (compostos fendlicos e aguicares)
(Ellman et al., 1961), Tendo como referéncia as informagdes descritas acima em conjunto de
estudos acerca das estruturas quimicas das moléculas do LCC foi proposto a inser¢ao destas

moléculas nos testes biologicos da inibicao da enzima a-amilase.

1.7 VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS DE
NEUROBLASTOMA HUMANO DO TIPO SH-SY5Y

A viabilidade celular ¢ definida como a capacidade das células de sobreviverem e
manter suas fun¢des normais em um determinado ambiente. Ja a citotoxicidade é caracterizada
como a capacidade de uma substancia ou material causar danos ou morte celular, sendo avaliada
através de ensaios in vitro que utilizam modelos biologicos para analisar a alteragdo metabolica
nas células.

As células de neuroblastoma do tipo SH-SYS5Y sao relativamente faceis de cultivar
em laboratdrio em comparacdo com células neuronais primarias de humanos ou modelos
animais mais representativas de neuronios saudaveis. Por serem mais resistentes e derivadas de
um tumor, as células de neuroblastoma tém uma capacidade de proliferacdo muito maior do
que as células neuronais normais. Isso torna as SH-SY5Y uma opg¢ao pratica para experimentos
em grande escala, ja que elas podem ser cultivadas e mantidas por longos periodos sem a
necessidade de regeneracdo constante, como acontece com as cé€lulas saudaveis (Kovalevich;
Langford, 2013; Castillo-Ordofiez, 2016). Como as células SH-SYS5Y vém de uma tinica origem
celular e podem ser manipuladas geneticamente ou diferenciadas de forma controlada, os
pesquisadores podem controlar melhor as varidveis experimentais, o que ¢ crucial para estudos
detalhados de toxicidade, neurodegeneragdo e mecanismos moleculares. Isso permite que os
resultados sejam mais consistentes e interpretaveis (De Medeiros ef al., 2019; Xicoy, Wieringa,
Martens; 2017).

As células SH-SYS5Y possuem a capacidade de simular aspectos das células
nervosas em condigdes patologica, além de sintetizarem neurotransmissores, como dopamina,
norepinefrina, e serotonina, o que as torna uteis para estudos relacionados a esses sistemas,
sendo muito utilizadas em pesquisas sobre doencas neurodegenerativas como Doenga de
Parkinson, Doenca de Alzheimer, Doen¢a de Huntington, Esclerose Multipla e Esclerose
Lateral Amiotrofica (ELA) (Cheung et al, 2009). Adicionalmente, esta linhagem nao
diferenciada pode ser usada para simular as respostas celulares de neuronios a agentes toxicos,
0 que a torna propicia para estudar a citotoxicidade em células nervosas (Li et al., 2013; Jin et

al., 2014; Kwon et al., 2015; Castillo et al., 2018; Shalgum et al., 2018; Trujillo-Chacon et al.,
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2019; Schneider et al., 2011; Castillo-Ordonez, 2016; Forster et al., 2016).

Estas células tem caracteristicas que as tornam uma excelente ferramenta para
modelar e entender os mecanismos da doenca de Alzheimer, incluindo a analise do impacto das
alteragdes celulares e moleculares associadas a essa doenga. Desta forma, ¢ possivel investigar
como fatores de risco (estresse oxidativo, acumulo de peptideos B-amiloide (AP), ou exposigdo
a substancias quimicas) que possuem um papel importante na degeneragao neuronal observada
na Doenca de Alzheimer podem afetar as células de maneira semelhante ao que ocorre em
condigdes patoldgicas (Krishtal et al., 2017; Beart et al.,, 2017). Paralelamente estas células
sdo usadas para estudar os mecanismos de morte celular programada, especialmente por
apoptose que esta associada a morte neuronal da DA (Beart et al., 2017). Entretanto, o processo
de diferenciacdo permite que as células SH-SYSY se tornem mais semelhantes a neurdnios
quando expostas a agentes diferenciadores, como o 4cido retinoico, embora nido sejam
neurdnios maduros (Liu et al., 2015; Krishtal ef al., 2017).

A linhagem celular SH-SY5Y ¢ um modelo extremamente til para estudar a
Doenga de Alzheimer devido a sua capacidade de simular caracteristicas neuronais e responder
a agentes toxicos, demonstrando ser uma plataforma eficaz para testar novas terapias e
estratégias de tratamento para a DA. As células podem ser expostas a diferentes compostos para
avaliar sua eficacia como agentes neuroprotetores que visam restaurar a fungdo neuronal e
reduzir os efeitos da DA, ou como eles afetam os mecanismos moleculares da doenca (como a
agregacao de proteinas ou a ativagao de caspases).

Para uma melhor comprensdo dos processos patologicos citados e para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais acertivas € necessario avaliar a
citotoxicidade dos compostos com possiveis perfis anti-DA sobre essas células SH-SYSY,
através do teste do MTT (Testes de reducdo de tetrazolio), que avaliam a viabilidade celular
pela atividade mitocondrial. Essas células respondem de forma confidvel a exposi¢ao a toxinas,
permitindo uma quantificagdo precisa do grau de citotoxicidade (De Medeiros et al., 2019),

Na busca por substancias antiacetilcolinesterasticas com perfil de toxicidade baixa
ou nula, sem danos irreversiveis ou efeitos drasticos nas células, alta viabilidade celular e
resposta dose-dependente bem caracterizada, foi proposto o estudo da citotoxicidade para as

amostras selecionadas que apresentaram melhor desempenho de ICso para a enzima AChE.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir com o estudo quimico e biologico dos lipideos fendlicos nao-
isopenoides do liquido da casca da castanha de caju (4Anacardium occidentale) ¢ de seus
derivados ao investigar as possiveis atividades e potencialidades inibitdrias dessas moléculas

sobre as enzimas o-amilase (o- Amy) e acetilcolinesterase (AChE).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Selecionar os compostos de interesse derivados dos lipideos fendlicos ndo-
isopenoides do liquido da casca da castanha de caju, elucidar suas respectivas estruturas

quimicas e purifica-las, caso necessario.

o Realizar a caracterizagdo fisico-quimica e espectrométrica dos lipideos e dos seus
derivados através de técnicas como cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia

em coluna, recristalizagdo e analise por RMN 'H e *C.

o Avaliar a atividade de inibicdo das moléculas de lipideos e dos seus derivados

selecionados, frente as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e a-Amilase (a-Amy).

o Avaliar a viabilidade e toxicidade celular das amostras com melhor desempenho de
ICso para a enzima acetilcolinesterase via ensaio do MTT utilizando células de neuroblastoma

humano SH-SYS5Y.
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 OBTENCAO DO LiQUIDO DA CASCA DA CASTANHA - LCC.

As reagdes e procedimentos quimicos foram realizados no Laboratorio de
Isolamento e Transformagdes de Moléculas Organicas — LITMO (Figura 19). Para obtengao
do LCC in natura foi empregada a extragdo continua em aparelhagem Sohxlet utilizando etanol
comercial (96% v/v) como solvente organico. A extragdo foi realizada por periodo de 12 horas,
com 96,85 g de cascas de castanha de caju (Anacardium occidentale) cortadas de forma
longitudinal, para retirada de suas améndoas para obteng¢do do LCC in natura. As castanhas de

caju foram adquiridas no comércio local em Brasilia.

Figura 19. Fluxograma usado na separagao e purifica¢do dos lipideos do LCC.
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Fonte: LITMO (2024).

A mistura de fenodis obtida apds separagdo dos acidos anacardicos fornece os
demais constituintes fenolicos do LCC in natura apds ser submetida & cromatografia em
coluna. Os compostos obtidos, utilizando-se metodologia acima, apresentam-se como liquidos
viscosos (0leo) de coloracdo marrom escura (acidos anacardicos), amarelo-claro (cardanois),

amarelo-escuro (metilcardois) e vinho (cardois) conforme apresentado na figura 20.
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Figura 20. Amostras dos constituintes fenolicos do LCC in natura apds realizagao do procedimento de
separagao.

Fonte: LITMO (2013).

3.2 SELECAO DE MOLECULAS ALVO PARA REALIZACAO DE ENSAIOS
BIOLOGICOS

O estudo foi iniciado com 21 amostras ¢ apo6s triagem foram selecionadas 17
amostras com alto grau de pureza, nominados pelos cédigos: 2B, 4D, SE, 6F, 7G, 8H, 91, 10J,
12L, 13M, 14N, 150, 16P, 17Q, 18R, 20T, 21U. Na tabela 2 contém a lista dos compostos
utilizados nos ensaios € suas respectivas estruturas.

As amostras utilizadas nesse estudo foram obtidas a partir do fracionamento do
LCC e os derivados foram sintetizados em pesquisas anteriores no LITMO por meio de reacdes
classicas em sintese orgénica, em geral, alquilagdo, nitracdo, oxidag¢do (ozonolize), reducao,
condensacdo inter e intramoleculares, amidacdo, e outras, sob variadas condicoes
experimentais: temperatura ambiente, refluxo, aquecimento, acidificacdo, dentre outras

técnicas.

Tabela 2. Compostos selecionados para ensaios bioldgicos e seus respectivos codigos de identificacdo e estrutura

molecular.
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Benzoato de cardanoila Acido Anacardico Dimetil cardol Saturado Cardanol Saturado
/12L Saturado / 14N /150
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Fonte: LITMO (2024), KingDraw: Chemistry Station.

As rotas sintéticas para as amostras empregadas neste estudo foram descritas em
trabalhos anteriores do LITMO, referenciados por amostras: 2B, 7G, 13M e 14N (Vieira, 2007);
150 e 17Q (Souza Filho, 2014); 20T e 21U (Freitas, 2014); 8H e 91 (Resck et al., 2005); 10J
(Gonzaga, 2010); SE e 6F (Avellar; Godoy; Magalhaes, 2000) e 18R (Ramos, 2014).

3.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ESPECTROMETRICA DAS
AMOSTRAS SELECIONADAS

A caracterizagdo estrutural dos compostos envolvidos nessa proposta foi realizada
por RMN de 'H e de *C, os espectros foram obtidos na CAIQ/UnB. Os espectros de 'H e de
13C foram registados no espectrometro Bruker Avance™ UltraShield™ Plus (9,4 T), operando
a 600 MHz para 'H e 150 MHz para '*C com deslocamentos quimicos relatados em ppm.

Para a anélise espectrométricas, as amostras passaram por um processo de secagem
em uma bomba de vacuo durante 4 horas para que fossem retirados resquicios de solventes
existentes no composto, em seguida 10 mg de cada amostra foi solubilizada em tubo de RMN,
em aproximadamente 1,5 mL de cloroférmio deuterado (CDCl3), e para as amostras que ndo
solubilizaram em CDCI; foi adicionado a elas aproximadamente 0,3 ~ 0,5 mL de metanol
deuterado (CD3OD) até a completa solubilizagdo, e como padrdo interno foi utilizado o

tetrametilsilano (TMS). Apos a solubilizacdo das amostras, as mesmas sao inseridas em um
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tubo de vidro fino até uma altura de 3,5 ~ 4 cm, medindo a partir da base fechada do tubo,
vedadas, identificadas e levadas para o CAIQ para posteriormente serem analisadas.

No processo de caracterizagao também foi realizado a identificagao dos compostos
com uso da Cromatografia da Camada Delgada (CCD), para qual foram estabelecidos
parametros de andlise, como por exemplo: didmetros fixos das placas, solventes especificos e
medicoes dos fatores de retencdo (Rf) (Tabela 7). Além da técnica CCD, também foi aferido o
ponto de fusdao (PF) (Tabela 7) dos compostos para verificar a pureza, visando complementar
as informagdes ja obtidas por outras técnicas. As analises de CCD foram efetuadas em placas
de silicagel suportada em aluminio 60F254/ 0,2 mm (MAChErey-Nagel), utilizando como fase
movel acetato de etila em hexano em proporg¢des variando de 5% a 20% v/v, reveladas com luz

ultravioleta, iodo e vanilina sulfurica.

3.4 ENSAIOS DE INIBICAO ENZIMATICA

Os testes biologicos envolvendo inibi¢des enzimaticas foram realizados no
Laboratério de Produtos Naturais — LabPronat. Os graficos de inibi¢do enzimatica
representados nas figuras e seus respectivos dados foram inicialmente plotados em Microsoft

Excel 2016 e posteriormente processados no software GraphPad Prism 6.

3.4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE
O ensaio para medir a inibicdo da acetilcolinesterase foi realizado conforme
descrito por Ellman (1961) e modificado por Lopez (2002). Este ensaio baseia-se na capacidade
da enzima acetilcolinesterase em hidrolisar acetiltiocolina em acetato e tiocolina, que em
seguida reage com o 4cido 5,5-ditiobis-2- benzoico (DTNB), produzindo 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina e anion 5- tio-2-nitro-benzoico, cuja forma¢do pode ser monitorada a 405
nm (Figura 21). Candidatos a inibidores da enzima acetilcolinesterase podem diminuir a
hidrolise da acetiltiocolina e, consequentemente, diminuir a formacdo do anion 5-tio-2-

nitrobenzoico (Kumar et al., 2002; Paramashivappa et al., 2001).
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Figura 21. Esquema sequencial de reacdes do ensaio enzimatico da acetilcolinesterase pelo método de Ellman.
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Fonte: A Autora (2025), baseado em Gomes (2020).

As porcentagens de inibicdo enzimdtica foram calculadas comparando a
absorbancia das amostras (ensaio contendo amostra, enzima e substrato) com a do controle da
enzima (enzima, substrato e tampao), descontado do valor da absor¢ao sem a enzima (tampao
e substrato), como controle de atividade enzimatica maxima. Também foram utilizados brancos
das amostras (amostra, substrato e PBS) para cada concentragdo. Os valores de referéncia para
o calculo da atividade bioldgica foram os obtidos em 10 minutos, tempo necessario para que a
variagdo de absorbancia seja menor que 2%. Na auséncia do extrato ou padrio, a enzima nao
foi inibida e, por conseguinte, hd maior produgdo de tiocolina e do composto colorido acido 5-
tio-2-nitro-benzoico. As porcentagens de inibicdo foram calculadas de acordo com a Equacéo
1, onde C ¢é a absorbancia do controle de atividade enzimatica maxima ¢ A sendo a absorbancia

da amostra, ambos subtraidos dos seus respectivos brancos:

% de inibicio = [ ] * 100

Equacao 1

A curva dose-resposta da galantamina foi construida com concentragdes variando
entre 1-0,015 pg/mL, no poco. As concentracdes das amostras variaram entre 200-0,09 pg/mL,
no pogo. A curva de inibi¢do enzimatica foi obtida plotando o logaritmo da concentra¢do do

inibidor e a porcentagem de inibi¢do enzimatica..

Etapa 1: Reagentes e Solucoes
» Solu¢ao mae da amostra e 2° solu¢ao da amostra:

Inicialmente, foram preparadas solugdes etandlicas das amostras com concentragao
inicial de 10 mg/mL. Em seguida, a partir das primeiras solug¢des, foram preparadas solugdes
etanolicas das amostras com concentracao de 600 pg/mL. Além das amostras, foram preparados

solugdes tampao, de enzima, de substrato, e de inibidores padrao.
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» Tampio:

Foi preparada uma solugao tampao fosfato salina (PBS), contendo KxHPO4 8§ mM
(Vetec®, 98%), NaH,PO4 2,3 mmol/L (Sinth®, 98%) e NaCl 0,15 mmol/L (Vetec®, 99%),
com pH ajustado para 7,5.

» Solucao da enzima Acetilcolinesterase:

A enzima acetilcolinesterase (AchE) de Electrophorus electricus (137,0 U/mg
solido em 217 U/mg de proteina, Sigma Aldrich®) foi dissolvida em tampao salina fosfato
(PBS) (pH 7,5), a fim de ser obtida uma solugdo de 137 U/mL (1 mg de AchE em 1 mL de
PBS), denominada solucdo-estoque. Para a solugdo da enzima foi preparado 16,41 pL da
solugdo-estoque da enzima acetilcolinesterase em 8983,59 uL de tampao fosfato (PBS). Esta
solucdo deve ser preparada somente no momento do ensaio e mantida sob gelo para assim
garantir o nivel de qualidade e interagdo na hora do teste com a amostra e evitar qualquer tipo

de degradagdo da enzima.

» Solucao de substrato:

Foi solubilizado iodeto de acetilcolina (0,24 mM, Sigma — Aldrich 98%), Na,HPO4
(0,04 M, Merck - 99%) e DTNB (0,2 mM, Sigma — Aldrich 99%) em &4gua destilada. Esta
solucdo deve ser preparada somente no momento do ensaio e mantida sob gelo para assim
garantir o nivel de qualidade e interagdo na hora do teste com a amostra e evitar qualquer tipo

de degradagdo do substrato.

> Preparo das amostras:
Os calculos de concentracao das amostras foram realizados com base em um fator
de propor¢ao de 1:3 para que as amostras resultasssem em uma concentragao de 200 ug/mL no

volume final do poco.

Etapa 2: Condig¢des do ensaio para curva geral
» [Etapa de 1° incubacio:

Seguindo o esquema representado na tabela 3, foram selecionados 21 pocos da
placa onde foram adicionados 50 puL de tampao PBS, 50 puL da amostra e 50 uL da solugado de
acetil (enzima). Em seguida, a placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente.
Durante o periodo da 1° incubag@o as demais solugdes foram adicionadas aos outros pocos da

placa como exemplificado na tabela 3.
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» [Etapa de 2° incubacio:
Posteriormente, 100 pL. de solugdo de substrato foi adicionado a cada poco das
amostras e incubados por 10 minutos. O substrato também foi adicionado a um dos controles

da primeira fileira horizontal da placa (Linha A) e incubado por 10 minutos.

Etapa 3: Leitura da placa

Por ultimo, apds a finalizacdo da 2° incubagido, a placa ¢ inserida no suporte da
leitora e o software € configurado e a leitura ¢ iniciada. A absorbancia foi determinada a 405
nm usando um leitor de placas (TP-Reader, Biogenic Scientific Product). O inibidor

Galantamina e fisostigmina (Sigma Aldrich, 99%) foram utilizados como controle positivo.

Tabela 3. Representacdo da organizacgdo da placa.

1(2(3(4(5/6|7 (8910|1112 Legenda

A S I O I : 200 uL tampao PBS + 50 pL enzima

B + + + " 100 pL tampdo PBS + 50 uL enzima +

C + + + 100 pL de substrato

D + + + ° 250 pL tampao PBS

E + + + || Branco da | 200 pL de tampao PBS + 50 pL da 2°

F N T + | amostra + | solugdo da amostra

G + T T 50 uL tampdo + 50 uL da 2° solugdo da
amostra + 50 pL da enzima + 100 pL da

H + + + solu¢do do substrato

Fonte: A Autora (2024), baseado em Ellman (1961) e Lopez (2002).

Ensaio da Curva Dose X reposta

Para os testes de curva dose-resposta, foi utilizado as mesmas solugdes da
determinagdo da atividade de inibi¢do, porém foi utilizado a dilui¢ao seriada e o mapeamento
da placa foi realizado de forma diferente. Para a dilui¢do seriada foi feita uma distribui¢do em

triplicata das amostras em 5 pogos com 5 concentragdes diferentes (Tabela 4).

Condicoes do ensaio
» [Etapa da 1° incubacio:

Seguindo o esquema representado na tabela 4, foram pipetados 100 uL. da solugao
(600 ng/mL) das amostras apenas no primeiro pog¢o de cada triplicata, em sequéncia, foi retirado
uma aliquota de 100 pL deste 1° poco e inserida no proximo pogo € assim por diante nos pogos
em sequéncia, porém para o 5° pogo essa aliquota foi descartada (Figura 22 e Figura 23),

depois 50 pL. da enzima ¢ adicionado nesses pogos e a placa foi incubada por 30 minutos a
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temperatura ambiente. Durante esse periodo as demais solugdes foram adiconadas aos outros

pocos. Para o branco das amostras a dilui¢ao seriada ocorreu da mesma forma, com a aliquota

do 5° pogo sendo descartada.

» [Etapa da 2° incubacio:

Posteriormente, 100 pL. de solu¢do de substrato foi adicionado a cada poco das

amostras e incubados por 10 minutos.

Leitura da placa

Por ultimo, apds a finalizacdo da 2° incubacio, a placa ¢ inserida no suporte da

leitora e o software é configurado e a leitura € iniciada. A absorbancia foi determinada a 405

nm usando um leitor de placas (TP-Reader, Biogenic Scientific Product). O inibidor

Galantamina e fisostigmina (Sigma Aldrich, 99%) foram utilizados como controle positivo.

Tabela 4. Mapeamento da placa de teste de dilui¢ao seriada para AChE.

Legenda

*

100 pL tampao PBS + 50 pL enzima +
100 pL substrato

250 pL tampdo PBS

H| +| +| +| +| +| =

Fonte

Branco da
amostra +

100 pL de tampao PBS + 100 pL da 2°
solugdo da amostra correspondente + 150
pL de tampdo PBS

Amostra 1 =100 pL tampao + 100 pL da
2° solugdo da amostra 1 + 50 pL da
enzima + 100 pL da solucdo do substrato

100 pL tampao + 100 pL da 2° solugdo da
amostra 2 + 50 pL da enzima + 100 pL da
solucdo do substrato

100 pL tampao + 100 pL da 2° solugdo da
amostra 3 + 50 pL da enzima + 100 pL da
solucdo do substrato

100 pL tampao + 100 pL da 2° solugdo da
amostra 4 + 50 pL da enzima + 100 pL da
solucdo do substrato

: A Autora (2024), baseado em Ellman (1961) e Lopez (2002).
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Figura 22. Mapeamento da placa e esquema da dilui¢do seriada.

Pogo 1 - 100 pL tampdo | |Pogo 2 - 100 ul tampdo Pogo 3 - 100 pL tampdo Pogo 4 - 100 pl tampdo
100yl 2° solucdo da | |+ 100 pL da solucio do I+ 100 pL da solucdo do I+ 100 pL da soluciio do | (100 plL da solucdo do
pmostra lpogo 1 poco 2 poco 3 jpoco 4

Descarte - 10C

pL da solugdo
do pogo 5

Pogo 5 - 100 pl tampdo

Fonte: A Autora (2024), baseado em Ellman (1961) e Lopez (2002).

Figura 23. Placa utilizada no ensaio de inibi¢do da AChE ap6s realizada a leitura das amostras.

———

Fonte: A autora (2024).

3.42 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE INIBICAO DA a-AMILASE

Nos testes para avaliar a atividade de inibi¢ao sobre a enzima a-amilase foi utilizado
o método colorimétrico para determinagdo de agucares redutores descrito por Bernfeld (1955)
adaptado por Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich, [s.d.]) com modificagdes. O método consiste em
determinar a diferenca de absorbancia da cor gerada pela reacdo de redugdo do 4acido 3,5-
dinitrosalicilico a 3 amino,5-nitrosalicilico (Figura 24) pelo produto da reacdo enzimadtica a a-
amilase e seu substrato o amido na presenca e auséncia de um possivel inibidor dessa enzima.
Para calcular a atividade de inibicdo da enzima da formula a seguir, onde C representa a
absorbancia do controle negativo e A sendo a absorbancia da amostra, ambos subtraidos dos

seus respectivos brancos:

% de inibicio = [ ] * 100

Equacéo 2
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Figura 24. Reacdo de reducdo do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

CoOH cHO COOH oonH
o | _ g |
. O]
O ‘ Q
OMN NO2 on NH,
acido 3,5- dinitrosalicilico aglcar redutor 3 amino |5 - nitrosalicilico acido alddnico

Fonte: Adaptado de Silva ef al. (2003).

Como controle positivo para a atividade inibitéria foi utilizado o
pseudotetrassacarideo de origem microbiana, a acarbose (Figura 25), esse hipoglicemiante ¢

comercializado pela Bayer e tem com nome comercial Glucobay®.

Figura 25. Estrutura molecular da Acarbose.

HO
OH OH
H
0] OH N OH
0 0
O
HO OH 0 OH OH
OH OH
OH OH

Fonte: A autora (2025), baseado em Rodrigues (2016).

Etapa 1: Reagentes e Solugoes
» Reagente acido 3,5 - dinitrosalicilico (DNS):

Sob agitagdo constante, foram dissolvidos hidroxido de sodio (Vetec), tartarato de
sodio e potéssio (Vetec), bissulfito de sodio (Vetec), acido 3,5-dinitrosalicilico (Sigma) em
agua destilada. O reagente foi acondicionado em frasco ambar, protegido da exposicao a luz e

mantido a temperatura ambiente.

» Soluc¢ao tampao fosfato de sédio 20 mM (pH 6,9):
Preparado pela mistura de 1,25 g fosfato de sodio monobasico, 2,95 g de fosfato de

sodio dibasico e 0,388 g de cloreto de s6dio em 1 L de 4gua destilada.

» Solucao de a-amilase 40 UI/mL:

Enzima a-amilase pancreatica suina (Sigma) dissolvida em solugdo tampao.

» Solucao de amido a 1%:
Foi dissolvido em solucdo tampao 2 g de amido soluvel (Sigma). Para facilitar a

solubilizagdo, a solugdo de amido foi mantida em aquecimento por 20 minutos com agitacao
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constante. O volume original da solu¢do de amido foi ajustado com 4gua destilada.

» Preparo das amostras:

As amostras foram diluidas de modo que a concentracao em 20 pL fosse suficiente
para obter a concentragao desejada no tubo de teste (pré-incubaciao) com volume final de 1 mL.
Foram usados como solvente dgua destilada ou mistura dimetilsulféxido — DMSO (Dinamica):
etanol (Vetec) na proporg¢ado de 1:3. A amostra diluida foi agitada mecanicamente para completa

solubilizagdo. A principio a amostra foi avaliada na concentragdao de 100 pg /mL.

» Solugao de acarbose - controle positivo:
Foi preparada solucdo de acarbose (Sigma) 1 mg/mL em agua destilada. A partir
dessa solucao foram feitas diluicdes e construida a curva dose X resposta com nas

concentragdes entre 0,9 — 62,5 pg/mL.

Etapa 2: Condic¢des do ensaio
» Etapa de pré-incubacgao:
A solu¢do da amostra juntamente a solucao da enzima foram adicionadas a um tubo

contendo 930 pL do tampao fosfato e mantidos a 25 °C por 30 minutos em banho-maria.

» Etapa de incubacio:

Uma aliquota de 250 pL da mistura preparada na etapa de pré-incubagdo foi
adicionada a tubo contendo 250 pL de solugdo tampao e 500 pL de solugdo de amido a 1%. A
nova mistura foi incubada a 40 °C em banho-maria por 20 minutos. Durante o tempo de
incubagdo foram adicionados 500 pL do reagente DNS a todos os tubos. Em seguida os tubos
foram aquecidos em agua fervente por 5 minutos e arrefecidos a temperatura ambiente.

Além das amostras foram preparados o controle positivo para a atividade da enzima
e os brancos para o desconto de possiveis interferentes como a coloragao do substrato, atividade
amiolitica ou agucares redutores pré-existentes no extrato além de sua coloragdo caracteristica
e para o ajuste da linha de base do equipamento. Controle positivo para a atividade da enzima:
tubo contendo apenas tampao, substrato e enzima. Para esse controle o volume correspondente
a amostra foi substituido por tampao na etapa de pré-incubagdo. Branco do substrato: tubo com
solucao 500 uL de solugdo tampao e 500 uL de solugdao de amido a 1%. Branco do extrato:
tubo contendo 500 puL da solugdo de amido a 1%, 545 puL tampao e 5 uL da solucao de extrato.
Branco do aparelho: tubo contendo apenas 1000 pL de solucdo tampao.

Todos os tubos da etapa de incubagdo foram preparados em triplicata, exceto para
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a mistura de calibracdo do aparelho (branco do aparelho) e branco do extrato. Apds arrefecerem
os volumes nos tubos foram diluidos pela adicdo de 4,5 mL de 4gua destilada. Para cada
preparagdo, uma aliquota foi transferida para uma cubeta de plastico com caminho 6ptico de 1
cm e realizada a leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotometro UV-VIS (Evolution™
60S UV-Visible Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, EUA) previamente ajustado

com a solu¢do denominada, branco do aparelho.

3.5 CULTURA CELULAR E TESTE DE CITOTOXICIDADE COM MTT

As células de neuroblastoma humano SH-SYS5Y foram gentilmente doadas pelo
Laboratério da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia, essa linhagem
foi cultivada em frascos de cultivo (25 cm?) em monocamada e com meio de tratamento
completo, constituido de mistura 1:1 de Ham’s F12 e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) (Gibco®) suplementada com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mais 60 mg de
bicarbonato de s6dio (Merk®).

Para a passagem de meio, foi adicionado em 8 mL da mistura, 1 mL de L-
Glutamina a 10 mg/mL, mais 1 mL de solucdo antibiotica contendo 0,024 g/mL de penicilina
e 0,04 g/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich). O meio de cultivo foi trocado a cada 1-3 dias
e foram mantidas em estufa incubadora a 37 °C em atmosfera imida contendo 5% COz e 95%
0>. Quando as cé€lulas atingiram a confluéncia, foram soltas com solucao de tripsina 0,05% e
centrifugadas. O pellet de células foi ressuspenso em meio de cultura, seguindo-se da
quantificagdo do nimero de células em camara de Neubauer para defini¢do da quantidade de
células a ser adicionada em cada pogo da placa de cultura.

Os ensaios celulares das amostras selecionadas foram realizados no Laboratorio de
Controle de Qualidade em medicamentos, Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia,
Brasilia-DF, utilizando células de neuroblastoma humano, linhagem celular SH-SY5Y (Figura

26).
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Figura 26. Imagens das células nas placas de 96 pogos.

i

28
Fonte: A autora (2025).

As células de neuroblastoma foram semeadas em placas de 96 pogos a densidade
de 5x10* células por pogo. Apds o periodo de incubagdio de 48 horas para
estabilizacdao/aderéncia das células, o meio antigo foi descartado e em seguida foi realizado o
tratamento com as amostras 6F, 91, 10J, 13M, 16P e 20T, adicionando-as nos pogos nas
diferentes concentragdes: 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,1, 1,6, 0,8 e 0,4 pg/mL. As
concentracgoes testadas foram preparadas de tal forma que a concentragdo de DMSO, utilizado
para solubilizar as amostras, fosse menor que 2% no poco. As células com o tratamento das
amostras foram incubadas por mais 24 horas e apoOs esse periodo, todo o meio antigo foi
novamente descartado e depois foi adicionado 50 pL de solugdo MTT em cada pogo da placa e
incubado por 4 horas. Concluido o tempo de incubagdo, as células foram avaliadas em

microscoOpio para analisar a formacao de cristais de formazan, logo ap6s, o meio foi trocado por
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150 pL de solugdo de isopropanol acidificado que foi homogenizado na placa até os cristais
serem totalmente dissolvidos e os pogos contendo células viaveis mudarem da cor amarela para
roxo/ violeta intenso.

O teste do MTT vem substituindo metodologias tradicionais, como contagem
manual de células ou formacao de coldnias, em experimentos de larga escala, quando centenas
ou até mesmo milhares de amostras sdo testadas (Ali-Boucetta et al., 2011; Gasque et al., 2014;
Riss et al., 2016; Kuete et al., 2017). O teste do MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina) ¢ um ensaio colorimétrico mundialmente conhecido, inicialmente
descrito por Mosman (1983) e Alley (1988) ¢ utilizado para medir a atividade metabolica
celular por meio da avaliacdo da viabilidade e toxicidade celular. Também ¢ possivel medir a
quantidade de apoptose ou necrose causada pelo material testado.

Em sua dissertacao, Ferreira (2010) esclarece no que consiste o ensaio € como ele
se relaciona com a citotoxicidade. Neste ensaio o sal tetrazolico MTT ([3-dimetiltiazol-2-il) -
2,5-difeniltetrazoliobrometo]), de cor amarela, ¢ acumulado nas células por endocitose e, uma
vez no interior das células ¢ metabolizado essencialmente pela enzima mitocondrial succinil
desidrogenase que provoca a reducao do anel tetrazolico deste sal, resultando na formagao de
cristais de formazan ((E,Z2)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan) (Figura 27).
Posteriormente, estes cristais sdo acumulados em compartimentos endossomais e/ou
lipossomais, sendo liberado depois no meio extracelular por exocitose. Devido os cristais serem
produto da metabolizacdo celular do MTT somente as células vivas e vidveis sdo capazes de
realizar a conversdo e devido a isto ¢ possivel avaliar o grau de citotoxicidade e viabilidade

celular por este teste (Zabeu et al., 2022).

Figura 27. Reducdo enzimatica do MTT para Formazan.

NADH NAD*

N—N s
\ " Degidrogengse H
MTT

Formazan
Fonte: A autora (2025), baseado em Kuete ez al. (2017).

A intensidade da cor purpura ¢ diretamente proporcional ao numero de células e,
portanto, indica a quantidade de células vivas (Araujo et al., 2008; Ali-Boucetta et al., 2011;
Bahuguna et al., 2017). Posteriormente, foi medida a absorbancia em espectrofotdometro para

microplacas TP-Reader, Biogenic Scientific Product a 570nm onde se avalia a viabilidade das
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células. Os resultados foram expressos como porcentagem de células viaveis comparadas ao
controle positivo (100% viabilidade, apenas células cultivas em meio completo) e controle do
solvente (célula com 2% DMSO, v/v), usando a equagao:

(Absorbancia do tratamento — Branco do extrato)

% de células viaveis = | < 100
% de células viavets (Controle 100% de viabilidade — Branco do solvente) i
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 OBTENCAO DO LCC

A utilizacdo de método extrativo em Soxhlet, para obtencdo do LCC in natura,
mostrou-se eficiente, apesar de fornecer quantidades de LCC um pouco abaixo dos valores
relatados na literatura (Kumar et al., 2002; Paramashivappa et al., 2001), correspondendo a
17,5% em massa do fruto ou 25% em relacdo a massa das cascas (Tabela 5). O procedimento
de extracdo foi acompanhado por CCD e comparado a uma mistura de fendis sintetizada em
trabalhos anteriores do LITMO (Figura 28), sendo LCC in natura safra 2023 a esquerda da

figura e mistura de fendis do LCC apos reagao de precipitagcdo dos acidos anacardicos a direita.

Tabela 5. Resultados obtidos para a extracdo do LCC.
Massa do fruto (g) Massa das cascas (g) LCC (g)

138,088 96,850 24,184

Rendimento calculado com base na massa das cascas.
Fonte: A autora (2024).

Figura 28. Perfil cromatografico dos constituintes do LCC in natura.

, Cardandis
Arcido Anacardico——
Metilcardos

Cardol Cardol

LCC zafra 2023 —» Mlistura de Fendis

Fonte: A autora (2024).

Os derivados sintéticos utilizados nesse estudo foram preparados em pesquisas
anteriores ao meu trabalho, por meio de reacdes classicas em sintese organica, em
geral, alquilacdo, nitragdo, oxidagdo (ozonoélize), reducdo, condensagdes inter- e
intramoleculares, amidacdo, e outras, sob variadas condi¢des experimentais: temperatura
ambiente, refluxo, aquecimento, acidificagdo, dentre outras técnicas, conforme pesquisas

anteriores no LITMO.

4.2 DADOS FiSICO-QUIMICOS DAS 17 AMOSTRAS SELECIONADAS
Os compostos listados ja haviam sido objeto de pesquisas anteriores do LITMO,

sendo estes também purificados e suas estruturas confirmadas, comparando com seus dados
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espectrométricos ja registrados na literatura. As identificacdes preliminares dos compostos
foram realizadas com o uso da Cromatografia da Camada Delgada (CCD), Tabela 6,
comparando-se os fatores de retengdo (Rf) com dados de pesquisas como os descritos por Resck
(2005) e por Souza Filho (2014). A determinacao do ponto de fusdo (PF) dos compostos
também foi eficaz na verificagdo da pureza, pois na maioria das substancias foi obtido bons
resultados, variando em no maximo 2 °C ou 3 °C. Os valores se mostraram condizentes com 0s
dados da literatura, complementando as informagdes ja obtidas por outras técnicas.

A caracterizagdo estrutural dos compostos selecionados para os testes foi realizada
por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 'H e 13C, os espectros foram obtidos na CAIQ/UnB
e resultaram em dados espectrométricos semelhantes aos encontrados na literatura e descritos
por Resck (2005) e Souza Filho (2014) em seus respectivos trabalhos, onde os valores
experimentais estdo descritos na tabela 6 e os espectros estdo localizados na secao de anexos.
Os deslocamentos quimicos sdo expressos em & (ppm) com referéncia ao TMS (6 = 0 ppm), e
os padrdes de acoplamentos sdo definidos por: s (singleto), d (dupleto), t (tripleto), m
(multipleto), dd (duplo dupleto), td (triplo dupleto), dt (duplo tripleto) e bl (banda larga). Os
referentes dados de deslocamento quimico encontram-se na tabela 6.

Os espectros obtidos foram processados utilizando-se o programa MestReNova labs
e encontram-se nos apéndices deste trabalho. As estruturas dos compostos apresentados, foram
obtidos utilizando-se o programa KingDraw: Chemistry Station 2024.

Tabela 6. Dados Fisico-Quimicos das 17 amostras selecionadas.
Dados Fisico — Quimicos

Identificacio do Composto /Codigo da amostra /Rrem cm (Hexano: Acetato de Etila) /Ponto de fusao
/Principais sinais obtidos no RMN de 'H e de °C

2-Nitro-5-pentadecilbenzeno-1,3-diol (2B): R¢= 0,79; PF 68 °C; 'H NMR (600 MHz, CDCls) &: 9,50 (s, 1H),
6,25 (d, J=1,1 Hz, 1H), 2,53 (tt, J= 7.9, 0,8 Hz, 1H), 1,61 — 1,52 (m, 1H), 1,35 — 1,23 (m, 7H), 1,26 (s, 5H), 0,94
—0,85 (m, 2H); '*C NMR (151 MHz, CDCls) &: 154,1, 148,4, 121,9, 110,9, 34,8, 31,8, 31,6, 29,7, 29,7, 29,7, 29,6,
29.5,29,5,29.4,29.4,29.4,22.7, 14,1.

2-Metéxi-6-pentadecilfenil)metanol (4D): Ry= 0,24 ¢ 0,59; PF 53°- 55 °C; 'H NMR (600 MHz, CDCl3) 5: 7,26
(s, 1H), 7,19 (t, J= 7,9 Hz, 1H), 6,81 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,76 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 4,73 (s, 2H), 3,86 (s, 3H), 2,70
2,63 (m, 2H), 1,56 (td, J = 15,4, 8,3 Hz, 4H), 1,25 (s, 26H), 0,88 (t, /= 7,0 Hz, 3H); 3C NMR (151 MHz, CDCl)
5: 158.,4, 142,8, 128.6, 127,0, 122.5, 108,2, 77.3, 76,9, 57,5, 55,6, 33,4, 32,3, 32,1, 29,8, 29,5, 22,8, 14,2.

8-(3-Propéxifenil)octanal oxima (5E): Ry= 0,56 ¢ 0,64; PF 66°- 68 °C; 'H NMR (600 MHz, CDCI3) 6: 7,41 (t, J
=6,1 Hz, 1H), 7,26 (s, 1H), 7,17 (t, ] = 7,8 Hz, 1H), 6,76 — 6,69 (m, 5H), 3,91 (t, J = 6,6 Hz, 3H), 2,56 (t,J =77
Hz, 3H), 2,39 — 2,33 (m, 1H), 2,21 — 2,15 (m, 2H), 1,80 (h, J = 7,4 Hz, 3H), 1,60 (s, 3H), 1,47 (q, J = 6,7 Hz, 3H),
1,33 (s, 9H), 1,03 (t, J = 7,4 Hz, 4H); 3C NMR (151 MHz, CDCl;) &: 148,6, 142,6, 141,9, 133,8, 118,5, 110,1,
104,3, 100,8, 66,7, 58,8, 25,4, 20,7, 18,8, 18,7, 18,6, 18,4, 15,9, 15,5, 14,3, 12,1.

8-(3-Etéxifenil)octanal oxima (6F): R¢= 0,56 ¢ 0,64; PF 58°- 63 °C; 'H NMR (600 MHz, CDCls) &: 7,41 (t, J =
6,1 Hz, 1H), 7,17 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 6,76 — 6,74 (m, 1H), 6,72 (d, J = 2,7 Hz, 2H), 6,71 — 6,69 (m, 1H), 4,03 (d,
J=17,0 Hz, 1H), 4,01 (d, J= 7,0 Hz, 1H), 2,56 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 2,39 — 2,34 (m, 1H), 2,18 (dd, /=77, 6,1 Hz,
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1H), 1,60 (s, 2H), 1,48 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,41 (t, J= 7,0 Hz, 3H), 1,34 — 1,32 (m, 5H); *C NMR (151 MHz,
CDCls) &: 144,0, 138,2, 137,5, 129,5, 114,2, 105,8, 99,9, 96,4, 62,3, 61,9, 48,3, 21,0, 16,4, 14,2, 11,6, 11,1, 9,9.

1,5-Dimetdxi-2-nitro-3-pentadecilbenzeno (7G): Rs= 0,35 ¢ 0,71; PF 59°- 61 °C; '"H NMR (600 MHz, CDCI;)
6:6,37 (d, J=2,6 Hz, 1H), 6,32 (s, 1H), 3,84 (d, /= 11,3 Hz, 6H), 2,56 — 2,51 (m, 2H), 1,57 (d, /= 11,9 Hz, 4H),
1,25 (s, 24H), 0,88 (t, J = 7,1 Hz, 3H); 3C NMR (151 MHz, CDCl3) &: 161,1, 152,4, 137,5, 135,9, 105,5, 97,0,
77,2,76,8, 56,3, 55,6, 31,9, 31,7, 30,5,29,7, 22,7, 14,1.

5-Pentadecil-3-fenil-2H-benzo|[1,3]oxazina-2,4(3H)-diona (8H): Rr= 0,52 ¢ 0,73; PF 123° - 125 °C; 'H NMR
(600 MHz, CDCly) 6: 7,60 (s, 1H), 7,54 (t, J="7,7 Hz, 2H), 7,49 (t, J= 7,4 Hz, 1H), 7,31 (d, /= 7,2 Hz, 2H), 7,26
(s, 3H), 7,20 (t, J= 6,8 Hz, 2H), 3,15 (t, J= 7,8 Hz, 2H), 1,58 (s, 9H), 1,34 (d, J = 7,5 Hz, 3H), 1,24 (d, J=10,5
Hz, 16H), 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 3H); '3C NMR (151 MHz, CDCl;) &: 129,7, 128,2, 1279, 114,7, 31,2, 29,7, 29,5,
22,7, 14,1.

N-(4-Bromofenil)-2-hidroéxi-6-pentadecilbenzamida (91): R¢= 0,14, 0,19, 0,25 € 0,40; PF 83° - 84 °C; 'H NMR
(600 MHz, CDCl) 6: 8,93 (s, OH), 7,51 (q, J = 8,8 Hz, 2H), 6,84 (dd, J = 14,3, 7,9 Hz, 1H), 2,84 (t, J = 8,0 Hz,
1H), 2,10 (s, 1H), 1,69 (p, J= 7,5 Hz, 1H), 1,36 (ddd, J = 18,4, 12,8, 7,0 Hz, 1H), 1,31 (s, 1H), 1,31 — 1,23 (m,
8H), 0,91 (t, J = 7,0 Hz, 1H); *C NMR (151 MHz, CDCI;) &: 168,1, 140,6, 136,1, 1323, 132,2, 122,12, 122,
117,9, 115.3, 34,6, 32, 29,7, 29,6, 29,6, 29,6, 29,5, 29,4, 22,7, 14,1.

4-Hidréxi-5-pentadecil-2H-cromen-2-ona (10J): R;= 0,09 ¢ 0,12; PF 160°- 162 °C; 'H NMR (600 MHz, CDCls)
8:3,26 (s, 8H), 3,01 (t, J=7,7 Hz, 1H), 1,57 — 1,49 (m, 1H), 1,33 — 1,19 (m, 10H), 0,88 — 0,82 (m, 1H); '°C NMR
(151 MHz, CDCL) &: 179.5, 164,7, 150,2, 134,7, 125,2, 122,3, 1178, 53, 52,7, 52,3, 39, 35,9, 35,8, 33,8, 33.6,
33,5, 33,5, 33,2, 26,5, 17.8.

Benzoato de 3-pentadecilfenila (12L): Ry = 0,38, 0,45, 0,61, 0,69, 0,82 ¢ 0,87; PF 55°- 56 °C; '"H NMR (600
MHz, CDCls) ¢: 8,21 (dd, J=8,4, 1,3 Hz, 1H), 7,51 (t,J= 7,9 Hz, 1H), 7,03 (dd, J= 7,4, 1,1 Hz, 1H), 2,65 — 2,61
(m, 1H), 1,66 — 1,59 (m, 1H), 1,25 (s, 10H), 0,88 (t, J= 7,1 Hz, 1H); 3*C NMR (151 MHz, CDCl;) &: 165,3, 150,9,
1448, 133,5, 129,2, 128,5, 126, 121,5, 118,8, 35,8, 31,9, 31,9, 31,2, 29,7, 29,7, 29,3, 22,7, 14,1.

Acido 2-hidréxi-6-pentadecilbenzoico (13M): R;= 0,35; PF 59°- 61 °C; '"H NMR (600 MHz, CDCLs) &: 6,51 -
6,47 (m, 1H), 6,00 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 5,91 (d, J=7,5 Hz, 1H), 2,14 — 2,09 (m, 2H), 0,77 — 0,70 (m, 2H), 0,50 (d,
J = 8,2 Hz, 3H), 0,38 (s, 23H), 0,02 (d, J = 7,0 Hz, 2H): '*C NMR (151 MHz, CDCl3) &: 163,6, 147,8, 1354,
135,4,122,7, 115,8, 110,4, 36,5, 32,0, 31,9, 29,8, 29,7, 29,7, 29,7, 29,6, 29,5, 29,4, 22,7, 14,1.

1,3-Dimetoxi-5-pentadecilbenzeno (14N): Ry= 0,24, 0,81 ¢ 0,86; PF 40- 42 °C; 'H NMR (600 MHz, CDCl5) &:
6,37 (d, J=2,3 Hz, 2H), 6,32 (t, J = 2,3 Hz, 1H), 3,81 (s, 5H), 2,59 — 2,54 (m, 2H), 1,99 (q, /= 6,5 Hz, 1H), 1,66
— 1,58 (m, 1H), 1,62 (s, 1H), 1,38 — 1,32 (m, 6H), 1,30 (s, 3H), 1,28 (s, 10H), 0,91 (t, J = 7,0 Hz, 2H); '*C NMR
(151 MHz, CDCls) 6: 160,7, 145,4, 106,5, 97,5, 55,2, 36,3, 32,6, 32,6, 31,9, 31,3, 29,7, 29,7, 29,7, 29,7, 29,6,
29,5,29.4,29,2,22.7, 14,1.

3-Pentadecilfenol (150): R¢= 0,38, 0,74 ¢ 0,86; PF 45°- 47 °C; 'H NMR (600 MHz, CDCl3) §: 6,68 — 6,61 (m,
1H), 4,69 (s, OH), 2,58 — 2,52 (m, 1H), 1,63 — 1,55 (m, 1H), 1,34 — 1,26 (m, 2H), 1,25 (s, 7H), 0,88 (t, J = 7,0 Hz,
1H); BCNMR (151 MHz, CDCL) §: 155.,4, 145, 129,3, 121, 115,3, 112,4, 35,8, 31,9, 31,3, 29,7, 29,7, 29,7, 29,7,
29,6,29,5,29,5,29,4,29.3,22.7, 14,1

2-(Hidréximetil)-3-pentadecilfenol (16P): R¢= 0,14, 0,24 ¢ 0,47; PF 64°- 67 °C; '"H NMR (600 MHz, CDCL;) §:
7,53 (s, 0H), 6,75 (ddd, J = 17,2, 7.8, 1,2 Hz, 1H), 4,95 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 2,62 — 2,56 (m, 1H), 1,55 — 1,47 (m,
1H), 1,41 (s, 3H), 1,34 (td, J = 17,9, 6,5 Hz, 3H), 1,29 (s, 7H), 0,94 — 0,88 (m, 1H), 3C NMR (151 MHz, CDCls)
8: 156,7, 141,2, 128,9, 122.6, 121.,6, 114,4, 60,1, 33,3, 31,9, 31,8, 29,7, 29,7, 29,6, 29,6, 29,5, 29,5, 29,3, 22.7,
14,1.

2-Metoxi-6-pentadecilbenzoato de metila - Mistura (17Q): Ry= 0,56; 'H NMR (600 MHz, CDCl;) § 7,26 (d, J
=16,0 Hz, 5H), 6,81 (d, J= 7,3 Hz, 3H), 6,75 (d, J= 8,3 Hz, 3H), 5,39 (d, /= 17,8 Hz, 6H), 3,94 (d, /= 16,1
Hz, 2H), 3,90 (s, 9H), 3,81 (s, 9H), 2,84 — 2,77 (m, 2H), 2,77 — 2,71 (m, 3H), 2,68 (d, J = 14,5 Hz, 2H), 2,62 —
2,57 (m, 1H), 2,56 — 2,50 (m, 7H), 2,02 (d, J= 5,2 Hz, 3H), 1,96 (d, J = 4,1 Hz, 6H), 1,29 (d, /= 3,6 Hz, 20H),
1,25 (s, 11H), 0,90 — 0,85 (m, 6H), '3C NMR (151 MHz, CDCl;) § 169,0, 156,3, 141,4, 136,9, 131,0, 130,4,
130,3, 130,1, 123,5, 121,7, 114,9, 108,4, 36,7, 32,6, 31,9, 31,8, 31,1, 29,8, 29,1, 27,2, 22,7, 14,1.
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1,3-Dimetoxi-5-pentadecilbenzeno - Mistura (18 R): R¢= 0,20, 0,67, 0,77 € 0,88; 'H NMR (600 MHz, CDCls)
86,37 (s, 2H), 6,32 (s, 1H), 3,81 (s, 6H), 2,56 (t, J= 7,7 Hz, 2H), 1,28 (s, 2H), *C NMR (151 MHz, CDCl;) §
160,7, 130,0, 127,6, 106,5, 97,6, 55,2, 36,2, 31,3, 29,2, 27,2, 25,6.

3-Pentadecifenol - Mistura (20 T): R¢= 0,09, 0,28 € 0,35; '"H NMR (600 MHz, CDCl;) § 7,16 (t,J=7,7 Hz,
3H), 6,77 (d, J=17,7 Hz, 3H), 6,70 — 6,65 (m, 6H), 5,40 — 5,34 (m, 3H), 3,75 (q, /= 7,0 Hz, 1H), 2,58 (t, /= 17,7
Hz, 6H), 2,04 (q, /= 6,7 Hz, 6H), 1,61 (d, J= 7,7 Hz, 7H), 1,33 (d, /= 1,7 Hz, 24H), 1,31 — 1,25 (m, 16H), 0,96
— 0,86 (m, 8H), '3*C NMR (151 MHz, CDCl;) § 155,5, 144,9, 130,4, 129,8, 129,4, 127,6, 126,8, 120,9, 115,3,
112,5,35,8,31,9, 31,8, 31,5, 31,3, 29,4, 29,2, 27,2, 25,6, 22,7, 22,7, 14,1.

1-Metéxi-3-pentadecilbenzeno - Mistura (21 U): R¢= 0,77 ¢ 0,91; 'H NMR (600 MHz, CDCls) § 6,80 (d, J =
7,6 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,75 (q, /= 7,0 Hz, 1H), 2,63 — 2,57 (m, 2H), 1,28 (s, 13H),
1,27 (d, J=17,1 Hz, 4H), 0,91 (t, J= 7,1 Hz, 3H), 3C NMR (151 MHz, CDCls) § 159,6, 144,7, 129,1, 120,9,
114,2,110,8, 58,5, 55,1, 36,1, 31,9, 31,4, 29,7, 29,7, 29,6, 29,5, 29,4, 22,7, 18,5, 14,1.

Fonte: LITMO (2024).

4.3 DETERMINACAO DA INIBICAO ENZIMATICA FRENTE A ACETILCOLINES-
TERASE

No presente estudo, 17 amostras foram selecionadas e investigadas quanto a
capacidade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase a 200 pg/mL, e foram comparados ao
padrdo fisostigmina 20,0 ug/mL e ao padrao da galantamina a 1,0 ug/mL (Figura 29). O
bromidrato de galantamina, controle positivo para este ensaio, alcancou ICso de 0,16 = 0,01
ug/mL (0,56 uM). As estruturas das referidas amostras da figura 29 aparecem logo abaixo da
mesma. A atividade € expressa em porcentagem (%). Os resultados representam os valores da

média (n=3) + desvio-padrao (p <0,05) em triplicata.

Figura 29. Inibigdo da acetilcolinesterase por amostras selecionadas.
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Figura 30. Amostras selecionadas da figura 29.
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Fonte: A Autora (2024), KingDraw: Chemistry Station.

Os compostos e derivados do LCC obtidos a partir da casca da castanha do caju
foram capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase de maneira dependente da concentracdo.
Entretanto, dentre as amostras selecionadas, a amostra 6F e 91 foram menos ativas,
apresentando, respectivamente, 24% e 6% de inibi¢do. As amostras 10J e 13M foram as mais
ativas com 98% de inibicdo, assemelhando-se significativamente ao padrdo da Fisostigmina,
cuja atividade foi de 98,95% e sendo superior ao padrdo de bromidato de galantamina com
atividade de 80%. As amostras que apresentaram atividade de inibi¢ao superior a 60% a 200
pg/mL, foram avaliadas em diferentes concentracdes para construcdo das curvas dose x
resposta, possibilitando a obtenc¢ao do ICso.

Todavia, devido a baixa solubilidade das amostras 2B, 7G, 12L em etanol, foi
necessario adicionar DMSO a solucao de EtOH, visando solubilizar os compostos e permitir a
realizagdo dos testes utilizando os solventes adequados para o método. Porém, ao realizar a
curva do controle positivo e dos solventes foi observado que a mistura de solventes

DMSO:EtOH (0,5% v/v de DMSO em 1 mL de solu¢do) geraram interferéncia significativa na
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leitura da absorbancia, uma vez que a mesma também causou inibi¢ao da atividade da enzima
AChE (Figura 31). Ao testar a inibicdo da AChE nas concentragdes superiores a 12,5 ug/mL
para as amostras 2B, 7G, 12L, notou-se essa interferéncia da mistura de solventes, ja em
concentragdes menores que 12,5 pg/mL, onde o solvente nao causou interferéncia as taxas de
inibi¢do para as amostras 2B, 7G, 12L, foram baixas. Ao analisar os resultados de inibi¢ao para
estas amostras, nas concentragdes mais altas, ndo foi possivel identificar com exatiddo que os
dados obtidos foram de fato gerados pela inibi¢ao derivada exclusivamente das amostras ou
somente pelos solventes ou ainda pela jungdo de ambos. As estruturas das referidas amostras
da Figura 31 aparecem logo abaixo da mesma. A atividade é expressa em porcentagem (%).
Os resultados representam os valores da média (n=3) + desvio-padrao (p < 0,05) em triplicata.
Figura 31. Inibigdo da acetilcolinesterase por amostras selecionadas a 200 pg/mL em comparacio ao padrido

fisostigmina a 20,0 pg/mL, ao padrdo galantamina a 1,0 pg/mL e as misturas de solventes.
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4.3.1 ICs0 PARA AS 17 AMOSTRAS SELECIONDAS FRENTE A ACHE

As concentragdes foram avaliadas de forma que a concentracdo necessaria para
50% da atividade maxima inibitdria (ICso) fosse calculada, sendo possivel analisar sua eficacia
na funcdo bioldgica ou bioquimica da inibicdo. Os valores foram expressos como média +

desvio padrao e comparados por meio de regressao nao linear. Valores de p menores que 0,05
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foram considerados como diferenca significativa. As andlises estatisticas foram realizadas no
GraphPad Prism®, versdo 6.0. Entretanto, devido o teste ser realizado em triplica de amostra
para a maioria das amostras o ICso apresentou desvio padrao alto, sendo necessario realizar o
teste de inibicdo da AChE em triplica biologica para diminuir este desvio e apenas as amostras
6F, 91, 10J, 13M, 16P ¢ 20T foram testadas em triplicata bioldgica.

Para as amostras 4D, SE, 8H, 12L, 14N, 150, 16P, 17Q, 18R ¢ 21U foram
construidas curvas Dose x Resposta com as suas concentragdes variando de 200 até 0,20 pg/mL.
Para obter o ICso das amostras 10J ¢ 13M, as concentragdes variaram de de 4,00 até 0,0625
ng/mL. Nao foi possivel calcular o ICso para as amostras 2B, 7G, 12L devido a interferéncia

do solvente. Os resultados estao representados na Tabela 7.

Tabela 7. Compostos com capacidade de inibi¢ao da acetilcolinesterase.

Nome do composto/ Codigo de identificacio ICso (ng/mL) ICs0 (M)
Alcool metil éter anacardico saturado /4D 80,04 + 72,19 229,80 +£207,26
Propil-oxima do cardanol /S5E 58,86 + 53,69 212,34 + 193,69
Benzoxazina do acido anacardico /8H 53,44 + 53,72 118,94 + 119,57
4-Hidroxicumarina /10J 0,83 +0,07 2,23+0,19
Acido anacérdico saturado /13M 0,935 +0,003 2,68 +£0,08
Dimetil cardol saturado /14N 64,45 + 67,09 185,04 + 192,62
Cardanol saturado /150 8,07 +7,68 26,52 +£25,24
Alcool do 4cido anacérdico saturado /16P 31,75+ 0,33 94,98 + 1,01
Dimetil éster do acido anacardico insaturado /17Q 24,97 £26,74 66,31 £ 71,01
Dimetil cardol insaturado /18R 48,47 + 50,78 139,16 + 145,79
Cardanol insaturado /20T 44 81 + 1,07 147,26 + 3,51
Cardanol saturado metilado /21U 56,21 + 53,59 176,60 + 168,37
Galantamina 0,16 0,01 0,56 0,03

Os valores de ICsg estdo expressos como o valor médio + desvio padrio
Fonte: A Autora (2024).

A eficacia da inibicao da amostra frente a AChE ¢ expressa pela avaliagdo de seu
ICso. Portanto, quanto mais proximo a concentracdo desta amostra no seu ICso estiver do valor
de concentracdo do ICso da galantamina e/ ou do ICso da fisostigmina, maior serd a sua eficiéncia
na inibicdo, como o caso das amostras 10J e 13M (Figura 33) (comparadas ao ICso da

galantamina).

Figura 33. Moléculas das amostras que se apresentaram mais ativas.
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Fonte: A autora (2024), KingDraw: Chemistry Station.
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4.3.2 INIBICAO ENZIMATICA DAS AMOSTRAS FRENTE A o-AMILASE

As amostras foram submetidas ao ensaio de atividade de inibi¢do enzimatica da a-
amilase, com concentracdo de 100 pg/mL e foram comparadas ao padrao de acarbose a 62,5
ug/mL (Figura 34) inibidor da a-amilase ja conhecido pela literatura. A atividade € expressa
em porcentagem (%). Os resultados representam os valores da média (n=3) + desvio-padrdo em

triplicata

Figura 34. Inibi¢do da a-amilase por amostras selecionadas.
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Fonte: A autora (2024).
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Dentre os compostos testados, nenhum apresentou o valor de inibi¢do superior a
55%, se distanciando bastante do padrdo acarbose cuja atividade foi de (99,1%). Para
substancias isoladas a concentragdo maxima indicada pela literatura ¢ de 200 puM, valores
superiores podem causar diversas interferéncias no teste como saturagdo do inibidor,
toxicidade, reacdes secundarias indesejadas, interferéncia na quantificagdo, baixa solubididade
dos compostos, efeito de retroalimentacdo, comprometendo a confiabilidade dos resultados.
Desta forma, os resultados de inibicdo enzimatica da a-amilase obtidos no presente estudo
foram considerados nao promissores para continuar a avaliagdo dos compostos em diferentes
concentragdes para obten¢do da curva dose x resposta, face as baixas taxas de inibicao e os
possiveis efeitos adversos que poderiam ser causados pelo aumento da concentragdo das

solugoes das amostras.

4.4 CITOTOXICIDADE EM CELULAS DE NEUROBLASTOMA SH-SY5Y
Devido a dificuldade em cultivar as células SH-SYSY, a baixa qualidade do lote
adquirido e a demanda por outros académicos, foi obtida uma pequena quantidade de células e

apenas 5 amostras foram selecionadas para o teste, a saber: 6F, 91, 13M, 16P e 20T. As
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amostras foram testadas quanto a citotoxicidade em células, todos os ensaios foram conduzidos
em triplicata simples e os resultados foram analisados pelo valor médio da viabilidade celular
+ desvio padrao e também pelo coeficiente de variagdo. As analises estatisticas foram feitas
utilizando a planilha do Microsoft Excel.

Como mostrado na Tabela 8, em algumas concentragdes especificas, duas amostras
apresentaram coeficiente de variagdo e desvio padrdo <15%, a etil-oxima do cardanol (6F) e o
alcool do acido anacardico saturado (16P), demonstrando baixa ou nula toxicidade para essas
concentragoes, considerando uma viabilidade de 50-80% como sendo uma amostra de baixa
toxicidade, e viabilidade de 81-100% sendo uma amostra sem toxicidade. E importante salientar
que tais dados remetem apenas a uma aproximacao da citotoxicidade destes compostos, sendo

necessario realizar o teste em triplicata bioldgica.

Tabela 8. Amostras e sua viabilidade celular média.

Amostras Concentracao Média da Desvio Padrao, Vafi(;zgf)l?‘:;: ; ?iive
o 3 exe Py 0 )
(M) viabilidade (%) deve ser <15% ser < 15%
Etil-oxima do

cardanol (6F) 41,08 61,4 5,95 9,69
164,32 52,4 6,26 11,94
Alcool do acido 82,16 68,5 9,59 14,00
anacardico (16P) 41,08 94,9 12,19 12,84
1,28 74,9 4,14 5,52

Fonte: A Autora (2025).

Os demais resultados obtidos apresentaram o coeficiente de variagdo elevado,
superior a 20%, sendo que para a interpretagdo de resultados aceitdveis e com boa
reprodutibilidade o ideal seria valores <15%. Por apresentarem alta variacdo ndo foi possivel
elaborar a curva dose-resposta para calcular o ICso, inviabilizando calcular qual concentragao
as substancias testadas resultariam na morte de metade das células vidveis ou perda da sua
atividade metabolica, sendo necessario repetir o teste em triplicata bioldgica para cada amostra

buscando diminuir as interferéncias causadas pelos erros.

Apesar disto, foi desmonstrado que € possivel realizar o teste de citotoxicidade com
a linhagem celular SH-SY5Y utilizando amostras derivadas do LCC, pois quando testadas em
variadas concentragdes, até mesmo na concentracdo maxima indicada pela literatura, os

compostos nao causaram a morte total e imediata das células.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a viabilidade de pesquisas baseadas nos lipideos
fendlicos do LCC, uma matéria abundante no pais e de baixo valor economico, visando agregar
valor sob o ponto de vista sintético e do potencial biofarmacolédgico.

Os ensaios realizados para investigar a inibi¢do enzimatica dos lipideos fendlicos
do LCC e derivados sintéticos forneceram resultados muito promissores quanto a a¢ao inibitoria
para a Acetilcolinesterase. Para essas amostras, os ensaios de inibi¢do da a-Amilase nao se
mostraram promissores.

A alta atividade inibitoria para a enzima Acetilcolinesterase e baixa e/ou nula
atividade inibitoria para a o-Amilase mostra a seletividade dessas moléculas para a
acetilcolinesterase, caracteristica que pode ser grande aliada para que esses componentes
interajam apenas com as moléculas alvo desejadas.

Em relagdo aos testes de citotoxicidade em células de neuroblastoma humano SH-
SYS5Y nao foi possivel obter o ICso das amostras devido a alta variagdo e dispersdo dos valores
de porcentagem da viabilidade celular, comprometendo a exatidao e precisdo da analise da
citotoxicidade destes compostos derivados do LCC, sendo necessario realizar o teste em
triplicata bioldgica.

Os avancos descritos nessa pesquisa abrem a perspectiva para novas pesquisas €
ensaios adicionais que poderdo levar a descoberta de novas entidades quimicas alternativas para
o tratamento da doenca de Alzheimer (DA). Porém, o mesmo raciocinio ndo se aplica a doengas
metabdlicas, tais como diabetes e obesidade.

Essas descobertas ressaltam a importancia de se explorar os compostos presentes
no LCC in natura e seus derivados, em pesquisas visando uma investigacdo acerca da
toxicidade, antioxidantes e testes em células, interessantes para as areas de quimica, farmécia e

medicina.
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Anexo 1. Espectro de RMN de 'H do 2-Nitrocardol /2B
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Anexo 3. Espectro de RMN de 'H do Alcool metil éter anacérdico saturado /4D
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Anexo 4. Espectro de RMN de 3C do Alcool metil éter anacardico saturado /4D
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Anexo 5. Espectro de RMN de 'H da Propil-Oxima do cardanol /5E
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Anexo 6. Espectro de RMN de 3C da Propil-Oxima do cardanol /5E
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Anexo 7. Espectro de RMN de 'H da Etil-Oxima do cardanol /6F
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Anexo 8. Espectro de RMN de '3C da Etil-Oxima do cardanol /6F
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Anexo 10. Espectro de RMN de 3C do 6-Nitrocardol /7G
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Anexo 11. Espectro de RMN de 'H da Benzoxazina do acido anacardico /8H
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Anexo 12. Espectro de RMN de *C da Benzoxazina do acido anacardico /8H
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Anexo 14. Espectro de RMN de *C da Bromoanilida do acido anacardico /91
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Anexo 17. Espectro de RMN de 'H do Benzoato de cardanoila /12L
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Anexo 18. Espectro de RMN de *C do Benzoato de cardanoila /12L
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Anexo 19. Espetro 2D de RMN do Benzoato de cardanoila /12L
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Anexo 20. Espetro 2D de RMN do Benzoato de cardanoila /121
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Anexo 21. Espetro 2D de RMN do Benzoato de cardanoila /12L
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Anexo 22. Espectro de RMN de 'H do Acido Anacardico Saturado /13M
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Anexo 24. Espectro de RMN de 'H do Dimetil cardol saturado /14N
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Anexo 25. Espectro de RMN de 3C do Dimetil cardol saturado /14N
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Anexo 26. Espectro de RMN de 'H do Cardanol Saturado /150
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Anexo 27. Espectro de RMN de *C do Cardanol Saturado / 150
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Anexo 28. Espectro de RMN de 'H do Alcool do 4cido anacardico saturado /16P
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Anexo 29. Espectro de RMN de 3C do Alcool do acido anacardico saturado /16P
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Anexo 30. Espectro de RMN de 'H do Dimetil éster do acido anacardico insaturado /17Q
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Anexo 31. Espectro ampliado de RMN de 'H do Dimetil éster do acido anacardico insaturado /17Q
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Anexo 32. Espectro de RMN de *C do Dimetil éster do acido anacardico insaturado /17Q
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Anexo 33. Espectro de RMN de 'H do Dimetil Cardol Insaturado /18R
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Anexo 34. Espectro de RMN de *C do Dimetil Cardol Insaturado /18R 102
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Anexo 35. Espectro de RMN de 'H do Cardanol Insaturado /20T

ST £~
o1 £—-
L1

£12d0 mm.h/

95T
85 T———
6577

2.60 2.56

0.9

1.0

1.1

1.2

1.3

2,00 1.4

2.05

TLE

£LE
bLE

—

i B

L

EE'S
PE'S
SE'S .
T
9€'S

cP's
EF'S J

£9'9
599 /
99’9 VN
L ———

=T _h/ 549
— =" —56'0

=—T2'0 }

6.0 5.5 5.0 4.5 4,0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 {ppm)

6.5

7.0



104

Anexo 36. Espectro de RMN de '3C do Cardanol Insaturado /20T
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Anexo 37. Espectro de RMN de 'H do Cardanol Saturado Metilado /21U
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Anexo 38. Espectro de RMN de *C do Cardanol Saturado Metilado /21U
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