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RESUMO

As plantas representam um recurso valioso para a descoberta de novos compostos
com potencial farmacologico, além de oferecerem alternativas terapéuticas por meio
da medicina tradicional. O género Trichilia, pertencente a familia Meliaceae, tem
despertado interesse devido as atividades biolégicas de seus metabdlitos
secundarios. Trichilia emarginata é uma espécie nativa da Mata Atlantica no sudeste
do Brasil, e assim como outras espécies do mesmo género, sdo conhecidas por
produzir limonoides. Esses compostos sdo amplamente documentados na literatura
por suas propriedades inseticidas, antioxidantes, anticancerigenas, antifingicas e
anti-inflamatorias. Diante dos efeitos adversos associados ao uso de anti-
inflamatorios convencionais, a busca por alternativas mais seguras permanece
altamente relevante. Nesse contexto, as folhas de T. emarginata foram submetidas a
extracdo hidroetandlica, seguida de técnicas cromatogréaficas classicas e modernas
para avaliar seu perfil quimico. A caracterizacdo dos compostos foi realizada por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de
alta resolucdo (UPLC-HRMS), bem como por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (*H NMR). As fracdes cloroformicas (CHLO) e
hidroalcodlica (HAL) demonstraram atividade anti-inflamatoria dual em ensaio ex
vivo, inibindo a liberacdo dos mediadores inflamatorios prostaglandina E, (PGE,) e
leucotrieno B, (LTB,). Limonoides, juntamente com uma variedade de outros
terpenos, incluindo triterpenos ndo limonoides e fitoesterdides, foram confirmados,
através das técnicas de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), nas
fracbes CHLO e acetato (ACT). Compostos fendlicos, particularmente &acidos
clorogénicos, foram predominantemente anotados na fracdo HAL e no extrato bruto
(CE). Além disso, um triterpenoide do tipo limonoide com férmula molecular
CosH46O, (M/z [ESIT] = 413,1654, Rt 2,4-2,8 min) foi isolado com sucesso e
caracterizado. Em resumo, os resultados obtidos confirmam que Trichilia emarginata
€ uma fonte promissora de compostos bioativos, especialmente limonoides e

fendlicos, com relevante atividade anti-inflamatéria.

Palavras-chave: Atividade anti-inflamatéria, Fitoquimica, Plantas medicinais, Trichilia

emarginata.



ABSTRACT

Plants represent a valuable resource for the discovery of new compounds with
pharmacological potential, in addition to providing therapeutic alternatives through
traditional medicine. The genus Trichilia, belonging to the Meliaceae family, has
attracted attention due to the biological activities of its secondary metabolites.
Trichilia emarginata is a species native to the Atlantic Forest in southeastern Brazil
and, like other species of the same genus, is known to produce limonoids. These
compounds are widely documented in the literature for their insecticidal, antioxidant,
anticancer, antifungal, and anti-inflammatory properties. Given the adverse effects
associated with the use of conventional anti-inflammatory drugs, the search for safer
alternatives remains highly relevant. In this context, T. emarginata leaves were
subjected to hydroethanolic extraction, followed by classical and modern
chromatographic techniques to evaluate their chemical profile. Compound
characterization was performed using ultra-performance liquid chromatography
coupled with high-resolution mass spectrometry (UPLC-HRMS), as well as proton
nuclear magnetic resonance spectroscopy (*H NMR). The chloroform (CHLO) and
hydroalcoholic (HAL) fractions demonstrated dual anti-inflammatory activity in ex vivo
assays, inhibiting the release of inflammatory mediators prostaglandin E, (PGE;) and
leukotriene B, (LTB,). Limonoids, together with a variety of other terpenes, including
non-limonoid triterpenes and phytosterols, were confirmed using high-performance
liquid chromatography (HPLC) in the CHLO and acetate (ACT) fractions. Phenolic
compounds, particularly chlorogenic acids, were predominantly observed in the HAL
fraction and crude extract (CE). Additionally, a limonoid-type triterpenoid with the
molecular formula C,gH,cO, (Mm/z [ESIT] = 413.1654, Rt 2.4-2.8 min) was
successfully isolated and characterized. In summary, the results obtained confirm
that Trichilia emarginata is a promising source of bioactive compounds, especially

limonoids and phenolics, with significant anti-inflammatory activity.

Keywords: Anti-inflammatory activity, Phytochemistry, Medicinal plants, Trichilia

emarginata.
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1 INTRODUCAO

Dede a antiguidade, as plantas sao utilizadas pelos homens, ndo somente na
agricultura como fonte de alimento, mas também com a finalidade medicinal. O uso
de plantas medicinais remonta aos primérdios da civilizacdo, com finalidades
terapéuticas e preventivas. Esse conhecimento tradicional, transmitido entre
geracdes, constitui uma valiosa fonte para a identificacdo de novos principios ativos,
0 que tem direcionado as pesquisas para descobertas e aplicacdo das propriedades
ativas vegetais, que sdo resultantes da producdo de metabdlitos secundarios pelas
plantas (Santos et al., 2011; Pedroso et al., 2021). Dessa forma, os produtos naturais
exercem ainda na atualidade um papel muito importante para o desenvolvimento de
novos farmacos (Newman; Cragg, 2020; Wan et al., 2022).

O Brasil, detentor de mais de 20% das espécies vegetais do planeta, destaca-
se como uma importante fonte de plantas medicinais. Sua rica biodiversidade
possibilita amplas pesquisas na area de principios ativos (Guerra; Nodari, 2010). A
maioria dos compostos farmacologicamente relevantes extraidos de plantas
corresponde a metabdlitos secundarios, de estrutura complexa, que atuam como
alvos terapéuticos em diversas patologias humanas (Ferreira; Pinto, 2010). As
plantas formam um rico arsenal de produtos quimicos, organicos e inorganicos, com
diferentes potenciais para exploracao pelo homem. Atualmente, tem se observado
um aumento tanto na prescricdo e orientacdo, por parte de profissionais de saude,
como no consumo de plantas medicinais, sejam por incentivo das politicas
governamentais, por influéncia de midias sociais ou para fins estéticos, como o
emagrecimento (Dias et al., 2018). O Brasil possui a maior biodiversidade vegetal do
mundo e, como muitas espécies ainda ndo foram identificadas, conforme Rodrigues
et al. (2016), ndo se conhece quais seriam suas potencialidades na medicina. O
interesse popular e o emprego de plantas medicinais e fitoterapicos esta consolidado
no pais (Carballo et al., 2020).

A fitoquimica é o estudo das substancias quimicas derivadas de plantas,
essas substancias, conhecidas como fitoquimicos, desempenham varios papéis nas
plantas, incluindo a protecdo contra pragas, doencas e predadores, além de
contribuir para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Os fitoquimicos séo
compostos quimicos derivados do metabolismo secundério das plantas, que podem

ajudar as plantas a resistir a infeccdes causadas por bactérias, fungos e virus. Para



14

serem classificados como fitoquimicos, esses compostos causam efeitos benéficos
ao organismo, e frequentemente também contribuem para a pigmentacdo dos
alimentos vegetais. Tal ramo da Quimica tem se aplicado tanto nesses esforcos,
devido a grande diversidade da flora brasileira, o que tem permitido a progressao da
bioprospeccao aliado ao estudo de Produtos Naturais (Santos, 2013; lamtham;
Wachirachaikarn; Jarussophon, 2023). Além da utilizacdo de plantas como
alternativa terapéutica ser atualmente observada em um namero cada vez maior de
pessoas no mundo, conforme Luz et al., (2014), cerca de 25% dos medicamentos
contém extratos vegetais em sua composicdo e um numero maior € derivado de
moléculas isoladas de fontes vegetais (Lima et al., 2015). Com isso, torna-se
importante o empenho em realizar pesquisas em fitoquimica com o intuito de
conhecer cada vez mais 0s principios, as propriedades farmacoldgicas e
toxicoldgicas, as formas de preparo e utilizacdo seguras das plantas com potencial
medicinal bem como o preparo adequado dos medicamentos, principalmente
aquelas com o uso indicado pelo conhecimento tradicional (Bessa et al., 2013; Luz
et al., 2014; Hyacienth; Almeida, 2015; Lima et al., 2015). Ao longo dos anos,
produtos naturais tém desempenhado um papel crucial no desenvolvimento de
medicamentos, com muitos remeédios importantes sendo derivados de fontes
naturais. A Fitoterapia é uma pratica médica caracterizada pelo uso de plantas
medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas sem a utilizacdo de substancias
ativas isoladas, ainda que de origem vegetal. O uso de plantas medicinais na arte de
curar € uma forma de tratamento de origens muito antigas, fundamentada no
acumulo de informacfes por sucessivas geracdes. Ao longo dos séculos, produtos
de origem vegetal constituiram as bases para tratamento de diferentes doencgas. Em
relacdo ao uso de fitoterapicos, em varias partes do mundo, ha um aumento
significativo tanto no uso de fitoterapicos, quanto no de suplementos alimentares,
sobretudo na Europa, nos Estados Unidos e na Australia, pela popularidade da
Medicina Alternativa e Complementar (Dias et al., 2018).

A inflamacdo € uma resposta essencial do organismo frente a estimulos
nocivos, como lesdes e infec¢cdes. Quando ocorre de forma controlada, resulta na
eliminacdo de agentes infecciosos e no reparo tecidual (Medzhitov, 2008).
Entretanto, respostas inflamatdrias excessivas ou desreguladas estdo associadas a
patogénese de diversas doencas, incluindo cancer, artrite reumatoide, Alzheimer e

diabetes mellitus (Kaur; Singh, 2022). O processo inflamatério € iniciado
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principalmente pela acdo de macrofagos, que em conjunto com células locais
promovem a liberacdo de mediadores inflamatérios. Esses mediadores, derivados
do metabolismo do acido araquidénico (AA), modulam a funcao de tecidos e 6rgéaos,
caracterizando os efeitos da inflamagéo (Medzhitov, 2008; Wang et al., 2021).

O metabolismo do AA ocorre principalmente por meio das cicloxigenases
(COX) e lipoxigenases (LOX). A COX apresenta duas isoformas: COX-1, relacionada
a funcdes homeostéticas, e COX-2, induzida em processos inflamatorios, ambas
envolvidas na sintese de prostandéides como a prostaglandina E, (PGE,),
responsavel por sinais como dor, febre e edema (Hanna; Hafez, 2018; Hansen et al.,
2012; Carvalho et al., 2022). J4 a 5-LOX catalisa a producéo de leucotrienos, entre
eles o LTB,, que desempenha um importante papel quimiotatico sobre leucécitos,
contribuindo tanto para a defesa antimicrobiana quanto para a modulacdo da
resposta imune (Wang et al., 2021; Wan et al., 2017). Os metabdlitos secundarios
provenientes de produtos naturais representam uma importante fonte de potencial
para o desenvolvimento de novas moléculas com atividade anti-inflamatoria (Attiq et
al.,, 2018). Nesse contexto, a realizacdo de ensaios que permitam avaliar tal
atividade constitui uma ferramenta relevante para a triagem de produtos naturais

ainda pouco explorados quanto aos seus efeitos anti-inflamatorios.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Investigar o perfil quimico da espécie T. emarginata a partir do uso de

abordagens metabolémicas e fitoquimicas e estudar seu potencial anti-inflamatério.

1.1.2 Objetivos especificos
a) obter extrato e fracdes a partir das folhas de T. emarginata;
b) caracterizar os constituintes quimicos bioativos presentes através de

métodos cromatogréficos, espectroscopicos e espectrométricos (RMN,
IV e EM);

c) realizar ensaio anti-inflamatoério ex-vivo das amostras estudadas.
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2 DESENVOLVIMENTO

O estudo quimico de plantas, sobretudo daquelas pertencentes a flora
brasileira, constitui-se numa estratégia cientifica e economicamente importante para
o futuro das industrias, além de, servir como direcionador do desenvolvimento
sustentado do pais. Regides remanescentes da Mata Atlantica constituem éareas
conhecidas mundialmente devido a alta biodiversidade e a necessidade da
realizacdo de estudos que visem sua conservacao e uso sustentavel. Uma maneira
de agregar valor as espécies vegetais pertencentes a esse hioma consiste na
selecdo de produtos naturais bioativos 0s quais apresentam potencial farmacologico.
E importante mencionar que as plantas tém contribuido, ao longo dos anos, para a
obtencao de varios farmacos que sdo mundialmente utilizados. (Santos et al., 2011;
Pedroso et al., 2021).

2.1 FAMILIA MELIACEAE

A familia Meliaceae, pertence a ordem Rutales, é dividida em quatro
subfamilias: Swietenioideae, Meliceideae, Quivisianthoideae, Capuronianthoideae
(Salles, 1995). A familia Meliaceae é formada por 51 géneros com aproximadamente
1400 espécies de caracteristica lenhosa, distribuidas nos tropicos e subtropicos de
ambos os hemisférios (Marinho, 2005; Banerji; Nigam, 1984). Entre os géneros de
Meliaceae, os mais representativos como fonte de madeira para as inddstrias séo:
Cedrela, Cabralea, Swietenia, Carapa, Guarea, Trichilia e Khaya. A Meliaceae é
uma familia composta por arvores e arbustos que podem ser mondicos ou didicos,
ou seja, 0s monoicos sdo constituidos por flores unissexuais, mas € distribuida em
um mesmo individuo, portanto, as didicas apresentam flores masculinas e femininas
distribuidas em individuos separados. A Meliaceae originalmente tem uma forma de
vida arborea, suas folhas sdo compostas, alternadas e pinadas, que possuem ou
nao um foliolo terminal, ocasionalmente bipinadas, muitas vezes com uma gema
terminal mostrando o0 crescimento intermitente que possuem ou hao linhas
translicidas. A Meliaceae é reconhecida por possuirem suas bases das folhas
inchadas e mais ou menos alongadas verticalmente. Por sua vez, os folhetos sao
secos, finos e quebradicos, como ilustrado nas figuras abaixo. (Pennington, 1981;
Mosqueta, 1995).
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Figura 1 - Imagens de plantas da familia Meliaceae

Fonte: Autor (2025).

A Meliaceae possui flores pouco vistosas, unissexuadas ou bissexuadas, que
possuem estaminodios e pistilodios bem definidos. Os botdes florais muitas vezes séao
mais longos do que largos, com pétalas maiores que as sépalas. As sementes sao
secas, aladas ou néo, recobertas total ou parcialmente por sarcotesta ou arilo. Os frutos
capsula loculicida ou septifraga, drupa ou baga. Os frutos sdo geralmente como as

sementes, grandes. (Pennington, 1981; Mosqueta, 1995).

A familia Meliaceae € composta por oito géneros neotropicais, sendo que quatro
nativos sdo representados no estado de S&o Paulo que sao Cabralea, Cedrela, Guarea e
Trichilia; e dois introduzidos Melia e Aglaia. Representa aproximadamente 550 espécies
em 50 géneros, entre a espécies arboreas estdo inclusas algumas com valores
econdmicos como a madeira do cedro-rosa. Meliaceae é encontrada em todos os
estados do Brasil, contudo, o maior niUmero de espécies € concentrado principalmente

nos dominios fitogeograficos da Amazonia e da Mata Atlantica.

2.1.1 Género Trichilia

O género Trichilia pertence a familia Meliaceae, € constituida de
aproximadamente 70 espécies, distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais, sendo
comumente encontradas em florestas Umidas da América do Sul. As espécies desse
género destacam-se por apresentarem folhas compostas, flores pequenas e frutos do
tipo cépsula, caracteristicas morfologicas que contribuem para sua identificacdo

taxonbmica. A Figura 2 ilustra aspectos botanicos representativos do género Trichilia,



18

evidenciando a disposicdo foliar, as inflorescéncias e a morfologia dos frutos.
(Pennington, 1981; Mosqueta, 1995).

Figura 2 - Imagem representativa de planta do género Trichilia

Trichilia

Fonte: Autor (2025).

Este género é rico em “terpenoides”, triterpenos, monoterpenos, diterpenos,
sesquiterpenos, limonoides e esteroides. Outras classes de composto quimicos podem
ser encontradas, porém com menos abundancia, como os flavonoides, cumarinas,
acidos fendlicos, lactonas e lignanas. Esse género vem despertando interesse dentre a
flora brasileira, devido as atividades biologicas de metabdlitos secundarios presentes
nessas plantas. (Flores et al., 2017). Até o ano de 2009 apenas vinte e seis espécies de
Trichilia foram estudadas quimicamente: T. americana, T. casaretti, T. catigua,
T.claussenii, T. connaroides, T. cuneata, T. dregeana, T. elegans, T. estipulata, T.
havanensis, T. heudellotti, T. hirta,T. hispida, T. lepidota, T. martiana, T. pallida, T.
prieuriana, T. quadrijuga, T. ramalhoi, T. reticulata, T. roka, T. rubescens, T. rubra, T.
schomburgkii, T. silvatica, T. trifolia. A T. emarginata € encontrada na regidao eco da Mata

Atlantica do sudeste do Brasil.

7

A familia Meliaceae é conhecida pela bioproducdo de limondides, os quais
apresentam diversas atividades biolégicas: inseticida, anticancerigeno, antifingico,
antiviral e antibacteriano. Tem como sinénimo heterotipico T. subalata C. DC. Ela é uma
arvore de até 6 metros de altura e é popularmente conhecida como “Caxua’ no estado
da Bahia e de nome comum “Catigua pequeno” no estado de S&o Paulo. A espécie é
zoocdrica (D’'Orazio; Catharino, 2013). Floresce de junho a dezembro; e frutifica em

junho, julho, outubro e janeiro, sendo representada na figura abaixo. (Pastore, 2003,
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Pennington, 2016; Flores et al., 2017).

Figura 3 - Imagem da planta Trichilia emarginata

Fonte: Autor (2025).

A espécie Trichilia emarginata (Meliaceae) apresenta ampla distribuicdo
geografica no territério brasileiro, ocorrendo principalmente nas regides Sudeste, Sul
e Nordeste. E uma espécie tipica de formaces florestais tmidas, sendo encontrada
em matas ciliares, florestas semideciduais e areas de Mata Atlantica. Sua presenca
também se estende a paises vizinhos da América do Sul, como Paraguai, Bolivia e
Argentina, onde ocupa ambientes semelhantes. Essa ampla distribuicdo reflete a
capacidade adaptativa da espécie a diferentes condi¢cdes edafoclimaticas, o que
reforca sua importancia ecolégica nos ecossistemas florestais tropicais e
subtropicais. A Figura abaixo apresenta o mapa de distribuicAo geografica de

Trichilia emarginata, evidenciando as principais regifes de ocorréncia da espécie.

Figura 4 - Distribuicdo geografica de Trichilia emarginata

1

Trichilia emarginata

Fonte: Autor (2025).
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A espécie Trichilia emarginata € endémica do Brail, ou seja, € uma espécie
nativa do pais. As ocorréncias confirmadas estéo localizadas em algumas regides do
Nordeste, mais especificamente na Bahia, no Ceara, Maranhdo, Paraiba e
Pernambuco, no Sudeste pode ser encontrada em Sao Paulo, Minas Gerais, no Rio
de Janeiro e no Espirito Santo. Os dominios fitogeogréaficos sdo Caatinga, Cerrado e
Mata Atlantica. (CNCFlora, 2021).

2.2 INFLAMACAO

A iniciacdo do processo inflamatorio esta diretamente relacionada a atuagéo
dos macréfagos, os quais, em conjunto com células residentes nos tecidos,
promovem a liberagdo de diversas substancias biologicamente ativas conhecidas
como mediadores inflamatorios. Esses mediadores sdo responsaveis por alterar a
funcionalidade de tecidos e oOrgaos, desencadeando os efeitos caracteristicos da
inflamacédo (Medzhitov, 2008). Tais compostos sdo derivados do metabolismo do
acido araquidénico (AA), que € processado por trés principais vias enzimaticas:

cicloxigenases (COX), lipoxigenases (LOX) e citocromo P450 (Wang et al., 2021).

A inflamac&o é um processo biolégico complexo e essencial, que atua como
mecanismo de defesa do organismo frente a estimulos de natureza bioldgica,
guimica ou fisica. Embora diversos componentes celulares e moleculares estejam
envolvidos em sua ativacao e regulacdo, muitos dos eventos que compdem esse
processo ainda nao foram totalmente esclarecidos, mantendo-se como foco de
investigacBes cientificas (Germolec et al.,, 2018). A fase aguda da resposta
inflamatoria é caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatérios —
substancias biologicamente ativas responsaveis pelas manifestacbes clinicas
classicas da inflamacéo, como dor, rubor, edema e calor (Serhan; Chiang; Van Dyke,
2008). Esses mediadores também desempenham papel fundamental na
amplificacdo da resposta inflamatoria, promovendo o recrutamento de leucdcitos, a
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e a ativacdo de células do sistema imune,
com o objetivo de combater e eliminar os agentes patogénicos. Posteriormente, a
resolugdo do processo inflamatorio ocorre por meio da producdo e acgdo de

mediadores pro-resolugdo, os quais atuam restaurando o equilibrio e controlando a
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atividade inflamatéria (Hanna; Hafez, 2018; Tallima; El Ridi, 2018).

Os mediadores inflamatérios s@o derivados do metabolismo do &cido
araquidonico (AA), o qual é processado por trés principais vias enzimaticas:
cicloxigenases (COX), lipoxigenases (LOX) e citocromo P450 (Wang et al., 2021). As
cicloxigenases possuem duas isoformas principais, COX-1 e COX-2, que atuam
sobre o AA livre para produzir prostandides, como a prostaglandina E2 (PGE2), entre
outros mediadores associados as manifestacées inflamatérias classicas, incluindo
dor, febre e edema (Hanna; Hafez, 2018; Hansen et al., 2012). Em termos
funcionais, a COX 1 estd envolvida na manutencdo da homeostase fisiolGgica,
enquanto a COX-2 é induzida em situacdes inflamatérias, embora também possa ser

expressa constitutivamente em certos tipos celulares (Carvalho et al., 2022).

No caso das lipoxigenases, quatro isoformas séao descritas: 5-LOX, 8-LOX, 12-
LOX e 15-LOX. Dentre essas, a 5-LOX é responsavel pela sintese de leucotrienos
(LTs), incluindo LTB,, LTC,, LTD, e LTE, (Wang et al.,, 2021). O leucotrieno B,
(LTB,), em particular, apresenta potente atividade quimiotatica sobre leucdcitos,
promovendo seu recrutamento aos tecidos inflamados, contribuindo tanto para a
resposta de defesa antimicrobiana quanto para a modulacao do sistema imune (Wan
et al., 2017). A figura abaixo representa de forma esquematica o metabolismo do
acido araquiddénico. A via das lipoxigenases (LOX) esta envolvida na metabolizacéo
do acido araquidonico (AA) por meio das isoformas enzimaticas 5-LOX, 8-LOX, 12-
LOX e 15-LOX. Essas enzimas promovem a insercdo de oxigénio molecular na
estrutura do AA, originando quatro diferentes acidos hidroperoxieicosatetraendicos
(HpETEs): 5-HpETE, 8- HpETE, 12-HpETE e 15-HpETE, respectivamente.
Posteriormente, os HpETEs s&o zidos por peroxidases, gerando os acidos mono-
hidroxieicosatetraendicos (HETES), 0s quais sdo convertidos em metabdlitos

bioativos, como leucotrienos (LTs), lipoxinas (LXs) e hepoxilinas (Wang et al., 2021).
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Figura 5 - Representacdo esquematica do metabolismo do acido araquidonico

Acido araquiddnico esterificado % .
nos fosfolipidios de membrana  $4%¢ %% ) é

o SRREEAY f
Estimuloinflamatério—» % i §
, vy .
ACIDO ARAQUIDONICO
COX LOX l
COX-1|/ COX-2 5-LOX || 12-LOX | 15-LOX CYP4s0
PGG HpETEs EETs HETEs
PGH2 HETEs DHETs
PGs TXA2 ETEs
LXs LTs

Fonte: Autor (2025).

Durante a fase aguda da resposta inflamatéria, células do sistema
imunoldgico séo recrutadas para o local da lesdo em uma sequéncia coordenada
de eventos celulares e moleculares. Quando a lesédo é de baixa intensidade, essa
resposta aguda pode ser suficiente para neutralizar o0 agente agressor e iniciar 0s
processos de reparo tecidual. Contudo, em casos de exposicdo prolongada ao
estimulo inflamatério ou quando ha falhas na regulacédo da resposta, a inflamacéo
pode evoluir para a fase cronica. Nessa condicdo, ha potencial para dano tecidual
persistente e desenvolvimento de fibrose. A inflamacédo cronica esta implicada na
fisiopatologia de diversas doencas, incluindo artrite, asma, aterosclerose,
enfermidades autoimunes, diabetes, cancer e também no processo de

envelhecimento (Germolec et al., 2018).
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2.3 ANTI-INFLAMATORIOS

O uso terapéutico de substancias para o alivio da dor e febre, manifestacdes
classicas da inflamacédo, remonta a cerca de 3500 anos, com 0 emprego da casca
de salgueiro por egipcios e sumérios — posteriormente relacionada a origem da
aspirina. Em 1828, Johann Buchner isolou da casca um composto denominado
salicina. Em 1838, Raffaele Piria converteu esse composto em &cido salicilico, que
foi entdo modificado por Charles Gerhardt, em 1852, pela adigdo de um grupo acetil,
resultando na primeira forma sintética do acido acetilsalicilico (aspirina)
(Desborough; Keeling, 2017).

Com o avanc¢o no entendimento dos mecanismos inflamatorios, verificou-se
gue o acido acetilsalicilico atua como inibidor ndo seletivo das enzimas
cicloxigenases COX-1 e COX-2. Farmacos com esse mecanismo de agdo sdo
classificados como anti-inflamatérios néo esteroidais (AINES) ndo seletivos, ou
tradicionais, incluindo diclofenaco, ibuprofeno, indometacina e cetoprofeno (Kroesen
et al., 2017). Esses medicamentos bloqueiam a sintese de tromboxanos e
prostaglandinas, que estdo envolvidos em processos como adesao plaquetaria,
vasodilatacao, febre e percepcédo da dor. Entretanto, a inibicdo da COX-1 também
reduz a producdo de prostaglandinas gastroprotetoras, o que pode causar efeitos
adversos no trato gastrointestinal, especialmente em individuos com historico de
Ulceras pépticas (Ghlichloo; Gerriets, 2019). Para reduzir os efeitos adversos
associados a inibicdo da COX-1, especialmente os relacionados a integridade da
mucosa gastrica, foram desenvolvidos os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES)
seletivos, que atuam especificamente sobre a COX-2. Exemplos dessa classe
incluem o celecoxibe e o rofecoxibe. No entanto, seu uso foi associado a um
aumento no risco de eventos cardiovasculares, em razdo da reducdo na producao
de prostaglandina I, (PGl,), vasodilatadora e inibitora da agregacao plaquetaria, e ao
aumento relativo de tromboxano A, (TXA;), um potente agente agregante (Jacob et
al., 2018).

As prostaglandinas derivadas tanto da COX-1 quanto da COX-2 também
desempenham papéis na regulacdo hemodindmica renal. Embora ndo causem
efeitos adversos em individuos com funcéo renal preservada, o uso de AINEs pode

agravar disfuncdes renais preexistentes (Ghlichloo; Gerriets, 2019). Além disso, a
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inibicdo seletiva de uma via do metabolismo do &cido araquidénico (AA) pode
redirecionar o substrato para vias alternativas, como a via das lipoxigenases (LOX),
aumentando a producdo de leucotrienos — mediadores associados a processos
alérgicos e a asma (Ahmadi et al., 2022). Diante disso, compostos com ac¢éo dual,
capazes de inibir simultaneamente as enzimas COX-2 e 5-LOX, tém sido propostos
Como promissores por apresentarem potencial terapéutico com menor incidéncia de

efeitos adversos (Jacob et al., 2018).

Além dos AINESs, os corticosteroides representam uma importante classe de
anti-inflamatorios, atuando por meio da inibicdo da enzima fosfolipase A, (PLA;), o
gue bloqueia a liberacdo de AA e, consequentemente, a sintese de todos os seus

derivados. (Hodgens; Sharman, 2023).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de T. emarginata foram coletadas em setembro de 2022,
em um remanescente de vegetacdo de Mata Atlantica localizado no municipio de
Alfenas, Minas Gerais, Brasil (coordenadas geograficas: 21°25'45"S,
45°56'47"W; altitude: aproximadamente 900 m). O material coletado foi
autenticado pelo Professor Dr. Marcelo Polo, e uma exsicata foi depositada no
Herbario da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL) sob o nimero de tombo
UALF 1127 (Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado — SisGen — https://sisgen.gov.br —
codigo A589C85).

O material vegetal foi limpo e seco em estufa de circulacdo de ar a 45 °C por
72 horas, até atingir massa constante. Em seguida, o material seco foi moido em
moinho de facas até obter um po6 fino. Aproximadamente 500 g do material
pulverizado foram submetidos a maceracdo com etanol 70% (EtOH 70%) a
temperatura ambiente, com troca do solvente a cada 48 horas, totalizando cinco
extragcbes sucessivas. ApOs cada ciclo, a mistura foi filtrada, e os filtrados
combinados foram concentrados sob pressao reduzida a temperaturas inferiores a
45 °C, resultando em cerca de 40 g do extrato etandlico bruto (CE) das folhas de T.

emarginata.

3.2 PARTICAO DO EXTRATO BRUTO DE TRICHILIA EMARGINATA

O CE das folhas de T. emarginata foi submetido a um processo de particao
liquido- liquido para obtencéo das fracdes hexanica (HEX), acetato de etila (ACT),
cloroformica (CHLO) e hidroalcodlica (HAL) (Quadro 1). Inicialmente, uma
quantidade de 15 g do extrato bruto foi dissolvida em 80 mL de etanol. A essa
solucdo, foram adicionados 160 mL de &gua acidificada (pH ~2) para garantir
completa solubilizacdo. A mistura hidroetandlica resultante foi transferida para um

funil de separacéo e extraida sucessivamente com hexano (um terco do volume da
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fase hidroetandlica), em triplicata, para obtencdo da fracdo HEX. A fase aquosa
remanescente foi entdo submetida ao mesmo procedimento de extracao liquido-
liguido com acetato de etila, também em triplicata, para obtencdo da fracdo ACT.
Apbés a remocdo dos solventes organicos, a fase hidroalcodlica residual foi
basificada com solucdo de hidréxido de sdédio (NaOH) a 5% (pH ~9) e extraida
com cloroférmio, separando 0s compostos apolares dos constituintes polares
remanescentes. A fracdo CHLO foi coletada, e a fase aquosa restante foi neutralizada
(pH ~7), concentrada sob presséo reduzida, congelada e liofilizada, originando a
fracdo HAL. Todas as fragGes organicas foram individualmente concentradas sob
pressao reduzida utilizando um evaporador rotativo. A fragdo HAL foi liofilizada.
Todas as fragcfes, bem como o extrato bruto (CE), foram armazenadas a —20 °C até

as analises posteriores.

Quadro 1 - Obtencao das fracdes

Extrato dissolvido em etanol +2/3 |

de dgua acidificada
(pH 2)
I
I |
i
Fraglio Hexanica Fragdo Hicroalcoolica
(pH 2)
-
RotsEvEBOrSHGH Fragdo Acetato de Fracdo Hidroalcoolica
Lol el Etila Basificada pH 8
|
]
. . y Fragao hidroalcoolica
P Fracdo Alcalofdica Neutralizada
Rotaevaporador Liofilizador

Fonte: Autor (2025).
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3.3 CARACTERIZACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO POR HPLC-UV-DAD

Os perfis cromatograficos foram obtidos por meio de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com sistema de deteccao por arranjo de diodos (UV-DAD). As
analises foram realizadas em um sistema Shimadzu Prominence HPLC, equipado
com duas bombas LC-20AD, um dessorvedor DGU-20A 3R, um amostrador
automatico SIL-20A HT, um forno de coluna CTO-20A, um detector de arranjo de
diodos SPD-M20A (DAD) e um controlador CBM-20. Para cada andlise, 1 mg do
extrato ou fracdo foi dissolvido em 1 mL d e &gua ultrapura, particionado com hexano
grau HPLC para remocdo de componentes apolares e filtrado através de uma
membrana de PTFE de 0,45 pum. Um branco foi preparado utilizando acetonitrila

(ACN) em proporgéo 1:1 com agua ultrapura, nas mesmas condi¢oes.

A separacgdo cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa C18
(Shimpack CLC-ODS(M), 5 um, 4,6 mm x 250 mm), utilizando agua ultrapura
acidificada com 0,1% de acido acético grau HPLC como fase movel aquosa e
acetonitrila (ACN) como modificador organico. Foi aplicado um gradiente linear
exploratorio, iniciando com 5% de ACN e aumentando até 100% em 50 minutos, com

vazao de 1,0 mL/min e volume de injecédo de 20 pL.

3.4 ISOLAMENTO

O CE das folhas de T. emarginata foi submetido a cromatografia em coluna para
o isolamento de metabdlitos. Aproximadamente 3 g do extrato foram aplicados sobre
uma coluna de silica gel (malha 230—-400), sendo eluidos com um gradiente de
polaridade crescente utilizando hexano (HEX), acetato de etila (ACT) e metanol
(MeOH) (Quadro 2). A eluicéo foi realizada manualmente, com fracées coletadas de
forma sistematica e monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) em
placas de silica gel. A caracterizacdo dos metabdlitos foi baseada nos dados
espectrais obtidos por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H NMR) e por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢do (HPLC-
HRMS). Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrémetro Bruker de 7,05

Tesla, modelo AC-300, no Laboratério de RMN da Unifal-MG. As amostras foram
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analisadas em tubos de 5 mm, diluidas em metanol deuterado (CD;OD) e
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg). A caracterizagdo foi complementada por meio
de um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolugédo (HRMS).

Quadro 2 — Fluxograma de isolamento

Trichilia Emarginata

Filtracdo & vacuo
Massa da Trichilia: 3,008
Silica gel 60 / 70-230 mesh ASTM: 2508

Cromatografia - Gravidade - 100 de 10 ml
Massa da Trichillio: 4,00 g
Massa da Slica: 71.922 g

200 mi - 70% Hexano e 30% Acetato (Coluna Fina)
Sllica gel 60 / 70-230 mesh ASTM: 250g

Fonte: Autor (2025).

3.5 ENSAIO ANTI-INFLAMATORIO

O sangue venoso periférico foi coletado de voluntarios saudaveis, com idade
entre 20 e 35 anos, que relataram ndo fazerem uso de medicamentos anti-
inflamatorios. Todos os participantes assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Alfenas (CAAE: 89325818.1.0000.5142). O ensaio foi
conduzido conforme descrito em estudos anteriores da literatura de Rosa et al.,
2021; Nicacio et al., 2022; Katchborian- Neto et al., 2023; de Oliveira Silva et al.,
2024, resumidamente, em uma placa de 96 pocos, 35 UL de cada solucéo teste
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foram adicionados aos pocos individuais: solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS 1x) como controle negativo; dexametasona e indometacina (10 pg-mL™) como
controles positivos; e solugcdes aquosas dos extratos (100 pug-mL™). Em seguida,
foram adicionados 280 pL de sangue heparinizado recém- coletado por poco,
seguidos de 35 uL de solucdo de estimulo inflamatério contendo lipopolissacarideo
(LPS, E. coli 026:B6, 10 pg-mL™) e ionéforo de calcio (20 pmol-L™). As placas foram
entdo incubadas em estufa com 5% de CO, a 37 °C por 24 horas. ApGs a incubacéo,
a placa foi centrifugada a 172 x g (1000 rpm) por 5 minutos a 4 °C. Os
sobrenadantes (180 uL por poc¢o) foram transferidos para microtubos de 1,5 mL e
armazenados a —-20 °C até o processamento posterior. Para a precipitacdo de
proteinas, as amostras dos plasmas congelados, foram liofilizados por 4 horas,
depois ressuspendidas com 280 yuL de uma solucédo fria de ACN/MeOH (1:1, v/v)
contendo o padrdo interno Limaprost (30 ng-mL™). A mistura foi sonicada por 60
segundos, vortexada por 30 segundos e centrifugada a 15.332 x g (10.000 rpm) por
10 minutos a 4 °C. Uma aliquota de 200 uL do sobrenadante foi diluida em 1,8 mL de
agua ultrapura contendo 0,1% de &cido acético e mantida sob gelo e protegida da
luz até a extracdo em fase sdlida (SPE). A SPE foi realizada com cartuchos
Supelclean LC-18 (100 mg). Os cartuchos foram condicionados com 2 mL de
metanol e equilibrados com 2 mL de agua ultrapura (0,1% acido acético). As
amostras diluidas foram carregadas nos cartuchos, lavadas com 1 mL de agua (0,1%
acido aceético) e eluidas com 1 mL de metanol (0,1% acido acético) em microtubos
de 1,5 mL. Os eluatos foram armazenados a —20 °C e posteriormente secos
completamente em centrifuga a vacuo por aproximadamente 3 horas e 15 minutos,

protegidos da luz. As amostras secas foram armazenadas a —20 °C até as analises.

3.5.1 Ressuspenséo e Andlise

As amostras secas foram reconstituidas em 50 pyL de acetonitrila e analisadas
dentro de 3 horas utilizando um sistema UPLC-MS/MS Shimadzu 8030 (Kyoto,
Japao), operando no modo de ionizagdo negativa. Um volume de 30 pL foi injetado
em uma coluna Kinetex® C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm), mantida a 30 °C. As fases

méveis consistiam em: (A) agua ultrapura com 0,1% de acido férmico, e (B)
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acetonitrila. Foi aplicado um gradiente de eluicdo com o seguinte perfil: aumento de
40% para 100% de fase B entre 0-3 minutos, manutencdo em 100% B até 4
minutos, retorno a 40% B em 0,5 minuto, seguido de re-equilibrio por 4 minutos. O

tempo total de corrida foi de 8,5 minutos, com uma vazéao constante de 300 pL-min™.

Os sinais dos analitos foram normalizados com base no padrdo interno
Limaprost. Os dados normalizados foram analisados utilizando o software GraphPad
Prism® v. 8.0.1 (La Jolla, CA, EUA), aplicando-se ANOVA de uma via (one-way
ANOVA) para detectar diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05), seguida
do teste de compara¢cBes multiplas de Dunnett, a fim de identificar quais grupos de
tratamento diferiram significativamente do controle negativo. Nos casos em que
foram necessarias comparagcfes adicionais entre pares, foi aplicado o teste de
Mann— Whitney (U test).

3.6 AQUISICAO DE DADOS

O CE e as fracbes de T. emarginata, foram analisados por meio de um
sistema de Cromatografica Liquida de Ultra Eficiéncia acoplado a Espectrometria de
Massas de Alta Resolucdo (UPLC-HRMS). As analises foram realizadas em um
sistema Waters ACQUITY UPLC, acoplado a um espectrébmetro de massas Xevo
G2-XS QToF (Waters Corp., Milford, MA, EUA), operando em modo de ionizagao por
eletrospray (ESI) negativo, com varredura completa (full-scan) e modo MSE
(aquisicdo de dados independente) habilitados para a deteccdo ndo direcionada de
metabdlitos. A separacédo cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa
C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um), mantida a 40 °C. As fases méveis consistiram em: (A)
agua ultrapura com 0,1% de acido férmico, (B) acetonitrila com 0,1% de &cido
férmico. Foi aplicado um gradiente linear de 5% a 100% da fase B ao longo de 15
minutos, seguido por 2 minutos a 100% B e re-equilibrio em 5% B, com vazao
constante de 0,3 mL-min~1. O volume de injecdo foi de 5 pL. A aquisicdo dos dados
espectrométricos foi realizada na faixa de m/z 100-1200, com 0s seguintes
parametros operacionais: voltagem do capilar: 2,0 kV, voltagem do cone: 40 V,
temperatura da fonte: 120 °C, temperatura de dessolvatacdo: 350 °C, fluxo de gas de

dessolvatagéo: 800 L-h™.
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A correcdo de massa de bloqueio (lock mass) foi realizada utilizando leucina
encefalina ([M-H]~ = 554,2615). A aquisicdo dos dados e o controle instrumental
foram realizados com o software MassLynx 4.1 (Waters Corp.). O processamento e
andlise dos dados foram realizados utilizando o pipeline DIA-IntOpenStream
(Katchborian- Neto et al., 2024). Em resumo, os dados brutos do Waters MSE foram
convertidos para o formato universal mzML utilizando a ferramenta Waters2mzML.
As amostras foram processadas no MZmine 3.8.1, com as etapas de deteccéo de
picos, deconvolucéo, alinhamento e agrupamento isotopico, utilizando os parametros

padrdo, seguidos por filtro de caracteristicas (feature filtering).

A anotacdo putativa dos metabdlitos foi realizada com base no banco de dados
interno TrichiliaDB, compilado a partir de compostos previamente reportados na
familia Meliaceae, utilizando o formato SMILES. Apenas caracteristicas com alta
acuracia de massa (£ 5 ppm) foram consideradas. Os parametros definidos
incluiram: tolerancia de m/z de 0,005 m/z ou 10 ppm, carga maxima: 1, uso de adutos:
habilitado, para modo positivo: [M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+, [M+NH,]+, para modo
negativo: [M-H]~, [M+CI]", [M+Br]~, [M+FA]". As tabelas de caracteristicas (feature
tables) foram exportadas, contendo informagdes sobre area dos picos alinhados,
massa exata, tempo de retencéo, féormula molecular e anotacdo quimica para todas
as amostras. Para a construcdo da TrichiliaDB, utilizou-se a plataforma KNIME,
conforme descrito no pipeline DIA-IntOpenStream (Katchborian-Neto et al., 2024),
com dados provenientes de bases como: Dictionary of Natural Products (DNP),
KNApSAcK molecular system, LOTUS-DB, NuBBe-DB. As estruturas quimicas
reportadas neste estudo foram processadas e desenhadas utilizando o software

ChemDraw Ultra 12.0 (Perkin Elmer Informatics™, Cambridge, Inglaterra).
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4 RESULTADOS

4.1 FITOQUIMICA

Para o preparo do extrato bruto da espécie T. emarginata foi realizada a coleta
da planta, nos entornos de Alfenas — MG. Em seguida, o material vegetal foi seco
em estufa a 45°C, com circulacdo de ar, por cerca de 72 horas, até atingir massa
constante. Em seguida, o material seco foi triturado em moinhos de facas e
submetido a maceracdo em etanol, com uma média de cinco trocas de solvente, a
temperatura ambiente. Apds a filtracdo, o solvente foi evaporado, obtendo-se o
extrato bruto etandlico das folhas de T. emarginata.

Inicialmente, o extrato bruto foi submetido a purificagdo por cromatografia em
coluna, CCD, que € uma técnica de cromatografia usada para separar compostos
guimicos que estado presentes em uma amostra, porém € uma técnica simples que
foi utilizada para iniciar a parte experimental do trabalho. Foram realizadas varias
CCDs de diferentes proporcdes de solventes para identificar e escolher qual seria a
melhor proporcédo a ser utilizada para os proximos passos do experimento. As
proporcdes de solventes utilizadas para a realizacdo da CCD foram as seguintes

apresentadas na figura abaixo.

Figura 6 - CCDs realizadas para analise do perfil metabdlico do CE
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Fonte: Autor (2025).

A Tabela a seguir apresenta os dados referentes as fragdes obtidas a partir do
extrato de Trichilia emarginata, incluindo o nome atribuido a cada fracdo, o

respectivo codigo de identificagdo e o rendimento percentual obtido ap6s o
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fracionamento. Essas informagbes s&do fundamentais para o0 controle e
rastreabilidade das amostras durante as etapas subsequentes de andlise quimica e
biolégica. Além disso, a comparagdo entre os rendimentos permite avaliar a
eficiéncia do processo de separagdo e a concentragao relativa dos compostos em
cada fracao, fornecendo subsidios importantes para a selecdo das amostras com

maior potencial de atividade bioldgica.

Tabela 1 — Codificacédo adotada e rendimento do extrato bruto e suas fragdes

Extrato e Fragoes Cédigos Rendimentos
Extrato Trichilia emarginata EXT 409
Fracdo acetato de etila FAC 89 —20%
Fracdo hexanica Fhex 10g — 25%
Fracao cloroformica FCI 59 -12,5%
Fracédo hidroalcodlica Fhd 179 - 42,5%

Fonte: Autor (2025).

O extrato bruto da espécie em estudo, foi submetido a uma particdo liquido-
liquido, resultando nas fracbes hexanica, acetato de etila, cloroférmica e
hidroalcodlica. Inicialmente, 80 mL de etanol foram usados para solubilizar 15
gramas do extrato, seguido pela adicdo de 160 mL de agua acidificada (pH 2) para
completa solubilizacdo. Em um funil de separacdo, o extrato foi misturado com
hexano (1/3 do volume do extrato) para realizar a extracdo liquido-liquido,
procedimento repetido trés vezes. O mesmo método foi aplicado utilizando acetato
de etila. Apds o término das extracdes, as fracdes obtidas foram concentradas em

um rotoevapo rador.

A fracdo hidroalcodlica foi basificada com hidroxido de sédio 5% e, em
seguida, cloroférmio foi adicionado ao funil de separacédo para isolar os alcaloides
das substancias polares. A fracdo hidroalcodlica, apdés neutralizagdo (pH 7), foi
concentrada no rotaevaporador, congelada e liofilizada. Tanto o extrato quanto as

fracOes foram armazenados a -20°C. Abaixo segue a imagem da etapa de extracéo
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liquido-liquido, onde foi possivel obter as fracbes Hexanica, Acetato de
Etila,Cloroférmica e Hidroalcodlica.

Figura 7 - Extragdo liquido-liquido do CE de Trichilia emarginata

Fonte: Autor (2025).

A cromatografia em coluna é a mais antiga técnica cromatografica. E uma
técnica para separacdo de componentes entre duas fases, sélida e liquida, baseada
na capacidade de adsorcdo e solubilidade. O processo ocorre em uma coluna de
vidro ou metal, geralmente, com uma torneira na parte inferior. A coluna foi
preenchida com um adsorvente adequado que permite o fluxo do solvente. A mistura
de extrato com um pouco de silica foi adicionada na coluna com um solvente menos

polar, que no caso foi 0 hexano.

Foi utilizada uma sequéncia continua de varios eluentes com o objetivo de
aumentar a polaridade e consequentemente, o poder de arraste de substancias mais
polares. Assim, os diferentes componentes da mistura foram movendo em
velocidades distintas, conforme a afinidade com o adsorvente e eluente, o que tornou
possivel a separacdo dos componentes. Foram coletados 36 frascos durante a
realizacdo das separacfes. A seguir a imagem representando a cromatografia em

coluna.

Figura 8 - Cromatografia em coluna do CE de Trichilia emarginata

Fonte: Autor (2025).
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Posterior a realizacdo da coluna cromatografica do extrato bruto, foi realizada
a juncao das subfracdes e em seguida, o perfil cromatografico do extrato EXT e das
fracOes FAc, Fhex, FCl e Fhd foram obtidos por HPLC-UV-DAD. O extrato bruto da
Trichilia emarginata foi isolado pelo sistema de cromatografia liquida, que consistiu
em um cromatografo Shimadzu de duas bombas modelo LC20AR Prominence
equipado com um amostrador automatico SIL-10AF, um forno de coluna CTO20A,
um médulo de comunicacdo CBM-20A, um desgaseificador em linha DGU- 20A3R, e
um detector de arranjo de diodos (PDA) - SPD-M20A. Para processamento de dados
utilizou-se o software Lab solution®. As andlises foram realizadas em uma coluna
Shim-pack VP-ODS (250 x 4,6 mm id, 5 ym; Shimadzu) com fluxo de 1,0 mL.min-1 e
as separacoes preparativas por HPLC foram realizadas usando um Shim-pack VP
Coluna -ODS (250 x 20 mm id, 5 ym; Shimadzu) a um fluxo de 10 mL.min-1. Os
espectros de RMN foram obtidos em Bruker 300 (300 MHz para 1H e 75 MHz para
13C). As amostras foram dissolvidas em MeOH deuterado.

As andlises cromatograficas das fracdes foram analisadas em um UHPLC
acoplado a espectrofotometro de UV-DAD. Para a analise, foram injetados uma
aliquota de 20 pL via autoinjetor da amostra preparada na concentracdo de 1 mg/mL
em MeOH, filtrada em filtro de PVDF de 0,45 um de diametro de poro. As analises
foram feitas utilizando a coluna de fase reversa C18 analitica, 250 x 4,6 mm, 5 um
de diametro de particula no primeiro momento, e depois esta foi substituida por uma
coluna C18 analitica (Athena C18-WP), 4,6 x 150 mm, e um diametro de particula de
5 um. A vazao da fase moével foi de 1,0 mL/min de um gradiente de ACN e H20 a
0,1% de acido acetico. O gradiente foi de 5% de ACN a 100% em 40 minutos para
analise do perfil. Os cromatogramas serdo representados conforme a melhor
resolucdo obtida das analises, sendo observadas no comprimento de onda de
320nm. Abaixo os cromatogramas da fracao cloroférmica, com comprimento de onda

em 320nm.
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Figura 9 - Cromatograma da fragdo cloroférmica coluna analitica, 320 nm

Fonte: Autor (2025).

Figura 10 - Cromatograma da fracao clorofoérmica, semipreparativa, 320 nm

b L

Fonte: Autor (2025).

A andlise cromatografica da fracdo foi realizada em um UHPLC acoplado a
espectrofotometro de UV-DAD. Para a analise, foi injetada uma aliquota de 20 uL via
auto-injetor da amostra preparada na concentracdo de 1 mg/mL em MeOH, filtrada
em filtro de PVDF de 0,45 um de diametro de poro. As anadlises foram feitas
utilizando a coluna de fase reversa C18 analitica, 250 x 4,6 mm, 5 um de diametro
de particula no primeiro momento, e depois esta foi substituida por uma coluna C18

analitica (Athena C18-WP), 4,6 x 150 mm, e um diametro de particula de 5 pm. A
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vazao da fase moével foi de 1,0 mL/min de um gradiente de ACN e H20 a 0,1% de

acido acetico. O gradiente foi de 5% de ACN a 100% em 40 min.

Em decorréncia da andlise do perfil cromatografico da fracdo cloroférmica, foi
otimizado um método para realizacdo do isolamento, em que foram escolhidos trés
picos de maior intensidade, maior massa e maior tempo de retengéo, o pico 1 foi
coletado com um tempo de corrida de 11 minutos e 40 segundos até 12 minutos e 50
segundos. Em seguida, o pico 2 foi coleta entre 13 minutos e 50 segundos, até 15
minutos e 24 segundos, ja o pico 3 foi coletado em seguida, com um tempo de 15
minutos e 26 segundos até 17 minutos e 10 segundos. O pico 3 foi selecionado
como pico majoritario, pois possui maior absor¢do e maior massa. Posterior a
analise do perfil cromatografico da fragdo cloroférmica ativa, foi escolhido o método
para realizacdo do isolamento das substancias presentes na fracdo cloroformica da
espécie estudada, o método selecionado foi o isocratico 25% acetonitrila / 75 %
agua, em 25 minutos, com a coluna semipreparativa. Os cromatogramas do perfil

cromatografico serédo representados a seguir nas figuras abaixo.

Figura 11 - Cromatograma do Pico 1, 320 nm

Fonte: Autor (2025).
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Figura 12 — Cromatograma do Pico 2, 320 nm

Fonte: Autor (2025).

Figura 13 — Cromatograma do Pico 3, 320 nm

Fonte: Autor (2025).

Este procedimento permitiu isolar trés compostos 1 (3,2 mg); 2 (6,6mg) e 3
(7,3 mg), o isolamento foi realizado a partir do extrato bruto de T. emarginata. Foi
observado que os trés picos absorvem em um comprimento de onda de 190-200nm,

possivelmente sao alcaloides, com base no comprimento de onda da literatura.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA EX VIVO

Os resultados da atividade anti-inflamatéria ex vivo do CE e das fragfes das
folhnas de T. emarginata foram comparados utilizando analise estatistica one-way
ANOVA, com teste pos-hoc de comparacdes multiplas de Dunnett. Os farmacos de

referéncia avaliados, dexametasona (DEX) e indometacina (IND), exibiram atividade
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anti-inflamatoria significativa no ensaio de PGE,, sendo estatisticamente diferentes
do controle negativo (NEG) (p < 0,0001). No ensaio de LTB,, apenas a DEX
apresentou diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle negativo (p <
0,0001), o que é consistente com sua conhecida capacidade de inibir tanto as vias
COX quanto LOX conforme Domingos et al., (2019); Rosa et al., (2021), validando

assim o protocolo de triagem anti-inflamatéria empregado.

No ensaio de PGE,, apenas as fracbes CHLO e HAL apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao controle negativo (p < 0,05), sendo
consideradas amostras ativas, com inibicdo da liberacdo de PGE, de
aproximadamente 48% e 41%, respectivamente. Paralelamente, ambas as fracdes
CHLO e HAL também demonstraram potencial inibitério sobre a liberacdo de LTB,,
com 61% e 48% de inibigcdo, respectivamente, sendo também estatisticamente
diferentes dos controles negativos. Dessa forma, essas fragbes demonstraram
potencial efeito anti-inflamatério dual. Adicionalmente, no ensaio de LTB,, o extrato
bruto (CE), bem como as fracdes HEX e ACT, também apresentaram atividade anti-

inflamatoria significativa (p < 0,05).

Figura 14 — Porcentagem de inibicdo de PGE; e LTB,, do CE e fracdes
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Fonte: Autor (2025).

Atividade anti-inflamatoria ex vivo e porcentagem de inibicdo da liberacdo de
PGE, e LTB, pelo extrato bruto (CE) e pelas fragbes das folhas de T. emarginata. Os
farmacos de referéncia utilizados foram dexametasona (DEX) e indometacina (IND).

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdao (DP). A analise
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estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguida do teste de comparacdes
multiplas de Dunnett. Os valores marcados com (*) indicam diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) em comparacéo ao controle negativo (NEG).

4.3 PERFIL METABOLICO POR UPLC-HRMS

Inicialmente, foi realizada a anotacdo automatica utilizando o TrichiliaDB, um
banco de dados interno desenvolvido para o0 pareamento das massas
monoisotdpicas dos precursores (MS1) (Alves; Katchborian-Neto et al., 2024). Essa
metodologia favorece a identificacdo de compostos relacionados a
guimiossistematica, que estuda os metabdlitos produzidos pelos seres vivos — como
alcaloides, terpenoides, flavonoides e outros compostos secundarios, é usada como
ferramenta para auxiliar na classificacdo e identificagcdo taxonémica das espécies,
uma vez que o banco de dados é composto por produtos naturais previamente
isolados de espécies do género ou da familia (Meliaceae). Essa abordagem contribui
para minimizar anotacdes equivocadas, frequentemente observadas em estratégias
de identificacdo automatizadas (Zanatta et al., 2021; Alves, Katchborian-Neto et al.,
2024; Katchborian-Neto et al., 2024).

Além disso, a presente anotacdo de metabdlitos fornece uma base para
futuras etapas de isolamento de outros compostos com potencial atividade biologica.
Neste estudo, demonstramos a anotacdo de 27 metabdlitos (9 detectados em modo
ESI*, 18 em ESI~, dos quais 3 foram detectados em ambos os modos de ionizacao),
todos observados com areas de pico relevantes. Estes compostos pertencem

principalmente as classes dos limonoides, e foram representados na tabela a seguir.
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Erro (pp Aduto Anotagéo
m/z RT® m) proposta CE ACT| CHLO| HAL
5-0O-
707.1822 292  x XX [ﬁM Caffeoylquinic L /4E+ 137E 2.48E+ 3.47E+
X ] acid 06 ;)-6 04 04
M- . . 1.62E+ 1.24E 4.65E+ 1.63E+
191.0551 0.58 X XX L]_ Quinic acid 06 N 05 06
X
06
5-0O-
3530869 292  x XX ﬂ" Caffeoylquinic ~ 1-28F* 1-12E 1.34E+ 1 96E+
X ] acid 06 o 05 05
[M- . . 2.27E+ 459E 1.78E+ 2.53E+
451.1024 4.23 x XX HI Cinchonain la-c 05 + 02 01
X
03
5-0-
353.0869 256  x XX M- Caffeoylquinic ~ 202E+ 1.04E 1.90E+ 2.95E+
X H] . 06 + 05 05
acid 06
[2M- 2.01E+ 1.83E 2.56E+ 4.53E+
335.0764 3.63 x XX HI LTS0182197 05 + 04 02
X 05
341.1079 0.60 [M+B 1.15E+ 2.61E 2.64E+ 8.97E+
x XX e NuBBE_1153 05 + 04 04
X
03
5-Di-O-
515.1190 4.14 X XX [M_' caffeoylquinic 1.75B+ 7.58E 2.75E+ 8.36E+
" H] , 06 + 04 03
acid
05
413.1654 2.68 x XX [M+B 8.45E+ 1.89E 1.72E+ 7.38E+
X g NuBBETSS o0 T o4
03
543.2801 4.99 [2M- 8.15E+ 1.66E 3.55E+ 3.59E+
x XX HT LTS0258617 04 + 05 04
X 03
[2M- 5.76E+ 2.41E+ 5.96E+ 7.92E+
543.2804 5.70 ;(( XX HI LTS0258617 04 03 05 03
[2M- 5.67E+ 1.16E+ 1.13E+ 2.48E+
543.2805 4.83 ;(( XX HI LTS0258617 04 04 05 04
[M+C 5.49E+ 3.11E+ 4.16E+ 6.17E+
353.2260 2.56 ;(( XX I NuBBE_1157 04 04 03 03
[M- 4.76E+ 6.77E+ 0.00E+ 4.74E+
319.1910 7.36 ;(( XX " NuBBE_1511 04 02 00 02
M- L . 1.95E+ 3.63E+ 3.29E+ 4.43E+
197.0450 2.29 ;(( XX [H]‘ Syringic acid 03 03 02 01
[M- C L 1.92E+ 0.00E+ 3.81E+ 1.18E+
673.2831 5.41 ;(( XX n Trichilin A 02 00 03 01
[M+H 7.46E+ 3.64E+ 6.76E+ 4.78E+
146.0816 0.50 ;(( XX I NuBBE_1298 05 05 05 05
[M+H 1.12E+ 2.86E+ 2.69E+ 3.92E+
130.0867 0.57 ;(( XX I NuBBE_1297 05 04 04 04
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(Conclusao)
Erro (pp Aduto Anotagéo
m/z RT® m) proposta CE ACT| CHLO| HAL
(5S)-8-
(hydroxymethyl)
[M+H - 5-isopropyl-3- 3.14E+ 5.10E+ 1.72E+ 9.25E+
2351096 673 x XX T methyi5678 04 04 04 03
tetrahydronapht
h
alen-2-ol
(5S)-8-
(hydroxymethyl)
[M+H - b-isopropyl-3- 8.57E+ 1.25E+ 5.14E+ 1.12E+
2351096 652 x XX Th T methyl5678 04 04 04 04
tetrahydronapht
h
alen-2-ol
253.1804 5.94138 [M+H 2.20E+ 5.83E+ 8.37E+ 1.71E+
549 u % XX T NuBBE_984 04 04 04 04
Fonte: Autor (2025).
Figura 15 - Cromatograma de ions base do CE, modo negativo
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Cromatograma obtido por LC-MS do extrato (30 mg/mL), no qual é possivel
observar a distribuicdo dos principais picos referentes aos metabdlitos presentes na
amostra. Os tempos de retencdo destacados correspondem aos CcOMpPOStos
identificados ou putativamente atribuidos com base em suas massas exatas e
padrbées de fragmentacdo. A representacdo das estruturas quimicas acima de cada
pico evidencia a diversidade de classes presentes no extrato, incluindo derivados
fendlicos, acidos organicos, lipideos e esteroides. Esses resultados confirmam a
complexidade quimica do material analisado e fornecem suporte para a

interpretacdo dos dados apresentados nos capitulos seguintes.

Figura 16 - Cromatograma de ions base do CE, modo positivo
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Fonte: Autor (2025).

Cromatograma representativo obtido por LC-MS, evidenciando 0s picos
majoritarios do extrato analisado. Os compostos destacados apresentam suas
respectivas estruturas quimicas e massas exatas (m/z), indicando a diversidade de
metabdlitos detectados ao longo do tempo de retencdo. A distribuicdo dos sinais

demonstra a complexidade quimica da amostra e a presenca de diferentes classes
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de moléculas.

Figura 17 - Metabdlitos anotados no modo de ionizagéo negativo ESI-.

(28,3S,4R 58 8R 9R 10R 135, 14R 17R)- (25,3R,5R 8R9R 105 13R 14R 17R)-17-
. . 17-ethyl-2.3 4-trinydroxy-10,13- ethyl-2,3-dihydroxy-10,13-
Cinchonain la dimethyltetradecahydro dimethyltetradecahydro-1H-
-1H-cyclopenta[a]phenanthren-16(2H)-one cyclopentala]phenanthren-16(2H)-one

o
@\/\/\/\/\io/ ‘O OO

methyl 10-phenyldecanoate

(0}
|
(2S,3R 5a5,5bR,7aR 10aR,10bS,12aS)-

(S}-Q-methoxy-4-(melh0xymslhyl}- 2 3-dihydroxy-7a-methyltetradecahydro-
3'S'd'memy"s's'd'hyd’c'”apmh‘:'lz'S'b]'“?ﬁga-methanm:ycIopenta[s,e]naphlhoh 2.

o cloxepin-9(1H)-one

0]
©\N\/\/‘\/\/\./?L
~
4-hydroxy-5-methyl- OH 0
3-(13-phenyltridecyl)dihydrofuran-2(3H)-one

o o © Z\cr)(
oy
Yo

methyl 14-phenyltetradecanoate

methyl 2-((45,4aS,75,7aS,8S,11aR,12aR)-
4-(furan-3-yl)-4a, 7a-dimethyl-13-methylene-
0]
2-(3,4-diacetoxyphenyl)chroman-3,5,7-
triyl triacetate

(2R,3R)-(35,3aR 4R 5R 6R,7aS)-
6-((15,2R 3R 4S5 65)-4-acetoxy-6-hydroxy-2-(2-
methoxy-2-oxoethyl)-1,3-dimethyl-7 9-

Omo\@,cm (3R, 6R)-6-((8R,9S,10R,12R 13R,14S 17R)- dioxabicyclo[4.2.1]

12-hydroxy-10,13-dimethyl-3-oxo-
2,36,7,8910,11,12,1314,1516,17
-tetradecahydro-1H-cyclopentala]phenanthren-

\O . .
~ ~o 17-y1)-2, 3-dimethylheptan-4-ylium
0]
0~ "0 OH OO O o
: 0
Apocynin E )_\ (3R6R)-6-((8R,9S10R,12R13R 145 17R)-12-
o hydroxy-10,13-dimethyl-3-oxo-
2367891011121
(9-methoxy-5-methylnaphtho[2,3-b]furan-3-yl)methyl acetate 3,14,15,16,17-tetradecahydro-1H

Fonte: Autor (2025).
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Figura 18 - Metabdlitos anotados no modo de ionizagéo positivo ESI*.
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As figuras a seguir apresentam os espectros de RMN *3C do Composto 1,

obtido da amostra isolada F3 e, em seguida, seu respectivo esqueleto carbdnico.

Um triterpenoide do tipo limonoide com férmula molecular C,gH.60, (M/z [ESIT] =
413,1654, Rt 2,4-2,8 min) foi isolado e caracterizado.

Figura 19 - Espectro de RMN de '3C do composto 1

| S e -+
Fonte: Autor (2025).
Figura 20 - Espectro de RMN de 'H do composto 1
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Fonte: Autor (2025).
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Figura 21 - Esqueleto carbonico do composto 1

27 13 26

Composto |

(6R)-3-1sopropyl-6-((8R,108,135)-10-methylhexadecahydro-

1 H -cyclopentala|phenanthren-13-yl)heptanoic acid

Chemical Formula: C5gH 450,
Exact Mass: 416.36543
Molecular Weight: 416.67952
m/z: 416.36543 (100.0%), 417.36879 (30.3%), 418.37214
(4.4%)
Elemental Analysis: C, 80.71; H, 11.61; O, 7.68

Fonte: Autor (2025).

No espectro de *3C, o carbono da funcédo acido carboxilico da posicdo 23
ocorre em JC 173,2. Os carbonos metilénicos das posi¢des 4 e 6 estdo ressonando
no sinal 29,5. O sinal JC 24,7 representa os carbonos metilénicos 11 e 16. Os
carbonos sp3 das posicfes 18 e 25 sado representados pelo sinal [JC 29,2. Os
carbonos metilénicos das posicdes 1, 2 e 3 sdo representados, respectivamente,
pelos sinais [JC 31,6; [IC 19,1 e [IC 26,4. Os carbonos sp3 das posicdes 5 e 9 sdo
representados pelos sinais [IC 54,2 e 62,0. Os sinais [JC 31,8 e UC 33,9
representam os carbonos das posi¢cdes 7 e 8. Os carbonos metilicos das posicdes
24, 26. 27 e 28 sédo representados, sequencialmente, pelos sinais [IC 22,5; [IC 22,6;
[0C 14,0 e UC 14,1. Os carbonos metilénicos das posicdes 12 e 15 sdo observados
nos sinais [1C 32,9 e [JC 26,1. Os carbonos metilénicos das posi¢des 19, 20 e 22
estao representados pelos sinais [JC 29,3; C 29,7 e UC 33,9. Os carbonos sp3 das

posi¢cdes 10, 13, 14 e 21 s&o observados, respectivamente, nos sinais [JC 29,0; C
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57,0, OC 57,2 e [C 54,2. Por fim, o carbono metilénico da posicdo 17 é
representado pelo sinal JC 31.6.A tabela a seguir resume 0s sinais do espectro de
13c_

Tabela 3 - Valores de deslocamento dos sinais de 13C no espectro de RMN

Posicéo | 13C (100 Hz)
1 31,6
2 19,1
3 26,4
4 29,5*
5 54,2
6 29,5*
7 31,8
8 33,9
9 62,0
10 29,0
11 24,7*
12 32,9
13 57,0
14 57,2
15 26,1
16 24,7*
17 31,6
18 29,2*
19 29,3
20 29,7
21 54,2
22 33,9
23 173,2
24 22,5
25 29,2*
26 22,6
27 14,0
28 14,1

Fonte: Autor (2025).

O composto 1 (nome IUPAC Acido (6R) -3-isopropil-6-((8R,10S,13S) -10-
metil- hexadecahidro-13H-ciclopentafenantreno-13-il) heptanéico) é derivado do -
sitosterol, um fitoesterol conhecido na literatura por sua ampla gama de atividades

biol6gicas, como a reducdo da lipoproteina LDL, conhecida popularmente como
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“colesterol ruim” e que € o principal agente causador de aterosclerose em humanos
(Jiang et al., 2020).

Figura 22 - Estrutura quimica do B-sitosterol

HO

fI-sitosterol

Fonte: Autor (2025).

N&ao foram encontrados dados na literatura sobre a atividade biolégica do
composto 1. Entretanto, por ser uma molécula derivada do B-sitosterol, estima-se
gue possua atividade semelhante. O B-sitosterol é um fitoesterol, um tipo de esterol
vegetal com estrutura quimica semelhante ao colesterol, caracterizado por um grupo
etil na posicdo 24 do anel de esterol. Quimicamente, € um p6 branco e ceroso,
hidrofébico e solivel em alcoois. Biologicamente, o [B-sitosterol € amplamente
distribuido em plantas como abacate, nozes e sementes. Suas propriedades incluem
a capacidade de competir com o colesterol pelos sitios de absorcdo no intestino,
resultando em menor absorcdo de colesterol e reducdo dos niveis de LDL no
sangue. Além disso, inibe a enzima 5a-redutase, diminuindo a conversdo de
testosterona em di-hidrotestosterona (DHT), o que € benéfico para pacientes com
hiperplasia prostatica benigna (HPB). Suas propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes também contribuem para a reducéo da inflamacédo e protecao contra
danos celulares (Ambavade et al., 2014; Khan et al., 2022).

O estudo conduzido por Gupta (2020), explora as propriedades terapéuticas

do B-sitosterol, destacando sua capacidade de reduzir os niveis de colesterol LDL,
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sua eficacia no tratamento da hiperplasia prostatica benigna (HPB) e seu potencial
antioxidante. Na discussdo, o autor detalha como o [(-sitosterol compete com o
colesterol pelos sitios de absor¢do no intestino, resultando em menor absorcdo de
colesterol e, consequentemente, na reducdo dos niveis de LDL no sangue. Além
disso, o B-sitosterol inibe a enzima 5a-redutase, diminuindo a conversdo de
testosterona em di-hidrotestosterona (DHT), o que é benéfico para pacientes com
HPB. O estudo também aborda as propriedades anti-inflamatérias do (-sitosterol,
gue ajudam a reduzir a inflamacao na préstata e em outras partes do corpo. Na
conclusdo, o autor enfatiza a relevancia do B-sitosterol na industria alimenticia e
farmacéutica, destacando seu potencial como componente funcional em alimentos e
suplementos dietéticos. A pesquisa conclui que o B-sitosterol possui um amplo
espectro de beneficios para a saude, incluindo a modulagéo do sistema imunoldgico,
tornando-o um composto de interesse significativo para futuras inovacoes

tecnoldgicas e terapéuticas.

Ja4 o estudo conduzido por Nandi et al. (2024) investiga as propriedades
anticancerigenas e outras propriedades biomédicas do B-sitosterol, o artigo destaca
a capacidade do B-sitosterol de interferir em multiplas vias de sinalizacdo celular,
incluindo proliferacéo, ciclo celular, apoptose, sobrevivéncia, invasdo metastatica,
angiogénese e inflamagao. Especificamente, o B-sitosterol modula a expresséao de
genes e proteinas envolvidos na regulacdo do ciclo celular e na inducdo de
apoptose, promovendo a morte programada de células cancerigenas. Além disso, 0
B-sitosterol exerce efeitos quimiossensibilizantes, aumentando a eficacia de
tratamentos quimioterapicos ao tornar as células cancerigenas mais suscetiveis aos
agentes quimioterapicos. O estudo também aborda as propriedades antioxidantes do
B- sitosterol, que ajudam a neutralizar os radicais livres e a proteger as células
contra danos oxidativos. Suas propriedades anti-inflamatérias sdo destacadas pela
capacidade de reduzir a producdo de citocinas pro-inflamatérias, contribuindo para
um ambiente celular menos propicio ao desenvolvimento e progressao do cancer.
Os autores sugerem que o [-sitosterol pode ser integrado em estratégias
terapéuticas combinadas, visando melhorar a eficacia dos tratamentos existentes e

reduzir os efeitos colaterais associados a quimioterapia.



51

5 CONCLUSAO

A busca por alternativas naturais para o tratamento de doencas inflamatérias é
uma necessidade crescente, dada a prevaléncia dessas condicbes e os efeitos
adversos associados ao uso prolongado de anti-inflamatorios tradicionais. A T.
emarginata, pertencente a familia Meliaceae, se destaca por seu potencial
terapéutico. Os resultados obtidos indicam que os metabolitos especializados da
T. emarginata possuem grande potencial farmacologico, justificado pela presenca de
acdo anti-inflamatoria ex vivo. As fracdes HEX, ACT, CHLO e HAL obtida do extrato
da T. emarginata apresentaram atividade anti-inflamatéria, atuando na via da inibicao
da producédo de PGE2 e de LTB4. Em relacdo a composicdo quimica, compostos
fendlicos, particularmente acidos clorogénicos, foram predominantemente anotados
na fracdo HAL e no extrato bruto (CE). Paralelamente, limonoides, juntamente com
uma variedade de outros terpenos, incluindo triterpenos nao limonoides e
fitoesterdides, foram confirmados nas fracbes CHLO e acetato (ACT). Além disso,
um limonoide com formula molecular C,gH,60, (m/z [ESIT] = 413,1654, Rt 2,4-2,8
min) foi isolado e caracterizado. Este estudo também destaca a relevancia da
biodiversidade brasileira como fonte de novos farmacos, e a necessidade de
politicas que incentivem tanto a conservagao dessas espécies quanto o investimento
em pesquisa cientifica. Assim, este trabalho contribui para o avanco da
bioprospeccdo de plantas medicinais e para o desenvolvimento de novos

tratamentos com base em substancias naturais.
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