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RESUMO

Psidium catteyanum Sabine (Mytaceae) € uma espécie nativa brasileira, amplamente
conhecida pelo consumo de seu fruto, o aragd, rico em compostos fendlicos. Alguns
estudos apontam os flavonoides como os principais constituintes quimicos das folhas,
e ensaios pré-clinicos demonstram o potencial antioxidante, antimicrobiano e anti-
inflamatoério que a espécie detém. Com o objetivo de contribuir com parametros de
gualidade, a otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos e a validacdo de uma
metodologia analitica para quantificacdo destes foram desenvolvidas. Ainda, foram
identificados 0s compostos majoritarios na espécie e testada a atividade
antiquimiotaxica dos extratos e isolados. O método de extracdo por ultrassom foi
definido e a metodologia analitica por CLAE para quantificacdo de quercitrina foi
desenvolvida e validada. Foram identificados cinco flavonoides principais na espécie:
hiperosideo, miquelianina, quercetina arabinosideo, quercetina xilopiranose e
guercitrina. Os resultados obtidos permitiram caracterizar dois quimiotipos, sendo que
a quercitrina foi 0 componente majoritario em ambos os tipos. Os teores de quercitrina
obtidos nas diferentes amostras variaram de 0.10-1.5% (m/m). A avaliacdo da
atividade antiqguimiotaxica demonstrou um potencial anti-inflamatorio da espécie, e
todas as amostras testadas inibiram significativamente a migracdo leucocitaria nas

concentragfes de 0.1, 1 e 10 ug/mL, em comparacao com o controle negativo.

Palavras-chave: Psidium cattleyanum; CLAE; flavonoides; validacao; quimiotaxia






ABSTRACT

Psidium catteyanum Sabine (Mytaceae) is a native species from Brazil, widely known
for the consumption of its fruit, ‘arac@’, rich in phenolic compounds. Some studies point
to flavonoids as the main chemical constituents of the leaves, and pre-clinical trials
demonstrated the antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory potential that the
species detains. In order to contribute to quality parameters, the extraction optimization
of phenolic compounds and the validation of an analytical methodology for their
guantification were developed. Also, the major compounds in the species were
identified and the antichemotactic activity of the extracts and isolates was tested. The
ultrasound extraction method was defined and the analytical methodology by HPLC for
guantification of quercitrin was developed and validated. Five main flavonoids were
identified in the species: hyperoside, miquelianin, quercetin arabinoside, quercetin
xylopyranoside and quercitrin. The results obtained allowed to characterize two
chemotypes, with quercitrin being the major component in both types. The levels of
guercitrin obtained in the different samples varied from 0.10-1.5% (w/w). The
evaluation of antichemotactic activity demonstrated an anti-inflammatory potential of
the species, and all the tested samples significantly inhibited the leukocyte migration

in the concentrations of 0.1, 1 and 10 pug/mL, in comparison with the negative control.

Keywords: Psidium cattleyanum; HPLC; flavonoids; validation; chemotaxis
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O interesse por produtos medicinais oriundos de fontes naturais cresce a cada
ano, uma vez que cerca de 30% dos medicamentos disponiveis para comercializacao
e utilizacdo na terapéutica sdo advindos destas fontes, especialmente de plantas
medicinais (NEWMAN; CRAGG, 2016). Entre os paises mais promissores para esta
area de investigacdo esta o Brasil, pais com a maior biodiversidade do planeta.
Estima-se que no pais encontrem-se cerca de 45.000 espécies de plantas,
representando 20 a 22% do total de espécies do mundo (JOLY et al., 2019). Essa
vasta biodiversidade proporcionou a descoberta de inGmeras moléculas bioativas, e
muitos principios ativos ja foram isolados a partir de plantas brasileiras, estimulando
ainda mais o interesse na pesquisa de espécies nativas deste pais (VALLI; RUSSO;
BOLZANI, 2018).

Sabendo que plantas e extratos vegetais assumem grande importancia como
fonte de matérias-primas para a producéo de medicamentos fitoterapicos (JAMSHIDI-
KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018), cria-se uma necessidade crescente de
desenvolvimento de métodos capazes de assegurar o controle de qualidade dos
insumos utilizados. E necessaria a avaliacdo da qualidade durante todo o processo
de fabricacdo de um fitoterapico. Sendo assim, determinar a identidade e qualidade
do material vegetal € considerada a primeira etapa para garantir a qualidade do
produto final (COSTA; GUIMARAES; VIEIRA, 2015).

Para isso, faz-se necessario o conhecimento dos constituintes quimicos
presentes em determinada espécie, para que se possa garantir a padronizacdo da
gualidade do material vegetal, bem como a repetibilidade dos efeitos farmacolégicos
desse produto quando utilizado na farmacoterapia. Sendo assim, o emprego de
técnicas analiticas que permitam a identificacdo e quantificacdo de substancias de
uma espécie vegetal é necessario tanto para o conhecimento da composi¢ao quimica,
como também para a determinacdo de uma substancia que sirva como marcadora
daquela espécie, para o controle de qualidade da mesma, possibilitando a
padronizacdo do material vegetal (GAVALI; PRADHAN; WAGHMARE, 2016).

Além disso, considerando-se a vasta biodiversidade brasileira, estudos com
plantas nativas tém por objetivo instigar a pesquisa com espécies oriundas da nossa

flora, a fim de se identificarem produtos com potenciais terapéuticos e subutilizados.
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Popularmente, os frutos do aracd sdo conhecidos por serem ricos em vitaminas,
sendo utilizados no tratamento de gripes e infecgbes. Porém, pouco se tem descrito
sobre a utilizacdo das folhas do aracazeiro, sendo necessaria uma maior investigacao.
Ainda, sabe-se que o género Psidium contempla espécies com ampla utilizacdo
popular e terapéutica, como Psidium guajava, popularmente conhecido como
goiabeira, que possui suas caracteristicas quimicas bem definidas, bem como
inimeras atividades biolégicas comprovadas, aumentando o interesse no estudo de
plantas deste género (MCCOOK-RUSSELL et al., 2012).



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar uma metodologia analitica para avaliagdo quimica de
Psidium cattleyanum Sabine, otimizar o método extrativo, identificar os compostos

majoritarios e avaliar a atividade anti-inflamatoéria in vitro dos extratos.

2.2 Objetivos especificos

e Coletar amostras de folhas de Psidium cattleyanum de diferentes regides
do estado e pais.

e Desenvolver um meétodo de analise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com detector de arranjo de diédos (CLAE-DAD) para
guantificacdo de compostos fendlicos na espécie;

e Realizar a otimizacédo da extracdo de compostos fendlicos através de um
Planejamento Fatorial Fracionado e Delineamento de Composto Central;

e Isolar os compostos majoritarios da espécie e identifica-los por
Espectrometria de Massas (CLUE/QTOF/MS);

e Avaliar a similaridade quimica através da Analise de Componentes
Principais (PCA) das diferentes amostras coletadas;

e Validar o método cromatografico por CLAE proposto;

e Avaliar a atividade anti-inflamétoria in vitro dos extratos e dos isolados,

através do modelo de quimiotaxia.






3. REFERENCIAL TEORICO
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3.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae é constituida por cerca de 140 géneros e 3.500 espécies,
distribuidas principalmente nas regibes da Asia, Australia e América (MORAIS;
CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014). No Brasil, encontram-se 23 géneros e cerca de
997 espécies, sendo considerada uma das principais familias de Angiospermas no
pais. Espécies desta familia sdo encontradas em todas as regides do pais, sendo os
dominios fitogeogréficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantida os mais
citados (SOBRAL et al., 2015).

Esta familia detém grandes potenciais, tanto no ambito da pesquisa quanto no
ambito econdémico, devido a suas inumeras espécies e aplicacdes. Algumas delas sao
fontes alimenticias, como a pitanga (Eugenia uniflora L.) e a goiaba (Psidium guajava
L.) (REISSIG, 2015). Outras, por sua vez, sdo utilizadas com fins farmacologicos,
como o cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) e o eucalipto (Eucalyptus globulus
Labill.), utilizados para o tratamento de gripes e infeccdes respiratorias, e a murta
(Myrtus communis L.), utilizada com finalidade hipoglicemiante (BOUASLA;
BOUASLA, 2017).

3.2 Género Psidium

O género Psidium, pertencente a familia Myrtaceae, possui cerca de 150
espécies, sendo 61 representantes no Brasil, e encontra-se distribuido por todas as
regides do pais. Atividades antioxidante (FERNANDES et al., 2014), antibacteriana
(ARAUJO et al., 2014), anti-inflamatoria (NASCIMENTO et al., 2018), antiparasitaria
(SOUZA et al., 2017) e antifangica (MORAIS-BRAGA et al., 2016) sao algumas das

relatadas para suas diferentes espécies.

Espécies nativas deste género sédo bastante estudadas principalmente devido
aos potenciais apresentados pelos seus frutos, uma vez que estes sao ricos em
vitaminas e polifenéis (MELO; SELEGUINI; VELOSO, 2013). Na medicina popular, as

espécies de Psidium sdo utilizadas principalmente no tratamento de problemas
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digestivos, no controle da pressao arterial e para o tratamento de diarreias (OLIVEIRA
et al., 2017).

3.3 Psidium cattleyanum Sabine

Psidium cattleyanum Sabine, tem como sinonimia, de acordo com Sobral et al.
(2015): Eugenia ferruginea, Sieber ex C.Presl; Guajava cattleiana (Afzel. ex Sabine)
Kuntze; Guajava obovata (Mart. ex DC.) Kuntze; Psidium cattleianum Sabine; Psidium
ferrugineum C.Presl; Psidium indicum Bojer; Psidium littorale Raddi; Psidium
obovatum Mart. ex DC. e Psidium variabile O.Berg. A espécie foi descrita pela primeira
vez como Psidium cattleyanum por Sabine (SABINE, 1821), que dedicou o epiteto a
William Cattley por ter sido o primeiro a obter sucesso no cultivo da espécie (TULER
et al., 2018).

Popularmente conhecida como araca, € uma planta nativa brasileira, com
ampla distribuicéo pelo pais, sendo cultivada em pomares desde o Rio Grande do Sul
até a Bahia, além de outros paises da América do Sul (REISSIG, 2015). Pertencente
a familia Myrtaceae, esta espécie floresce de outubro a novembro, e seus frutos

amadurecem de setembro a marco (PEREIRA et al., 2018).

Seus frutos, que séo de coloracdo amarela ou vermelha, sdo considerados 0s
melhores entre as espécies de aracazeiro conhecidas. Alguns autores classificam a
espécie em duas subespécies, conforme a coloracdo de seus frutos, sendo P.
cattleyanum var. cattleyanum, de frutos vermelhos, e P. cattleyanum var. lucidum, de
frutos amarelos (FRANZON; SOUZA-SILVA, 2017). Por outro lado, trabalhos de
selecdo de genotipos resultaram na divulgacao de dois cultivares até o momento, para
a espécie P. cattleyanum: “Ya-cy”’ e “lrapud”. A cultivar “Ya-cy”, produtor de frutos
amarelos, possui esse nome que significa “a mae de todos os frutos”, apresenta

caracteristicas de frutos doces com baixa acidez. Ja a cultivar “Irapua” produz frutos
de pelicula avermelhada, apresenta maior acidez e leve adstringéncia nos frutos

(FRANZON et al., 2009; SILVA et al., 2018).

3.3.1 Aspectos botanicos
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E uma arvore de casca fina e tronco tortuoso, de coloracdo castanha-
avermelhada e altura de aproximadamente 6 metros, conforme ilustragéo da figura 1.
Suas folhas, representadas na figura 2, sdo simples, opostas, coriaceas, de forma
ovalada, brilhantes e de cor verde. Plantas que produzem os frutos vermelhos
apresentam folhas verdes de tonalidade mais escura e de menor tamanho do que
aquelas produtoras de frutos amarelos (FRANZON; SOUZA-SILVA, 2017).

Suas flores solitarias e axilares, também sdo diclamideas, hermafroditas,
pentameras, zigomorfas, pendunculadas, com duas bracteas, ciclicas e com simetria
radial, de colorag&o branca e célice fechado no botdo (CORREA; PENNA, 1984). Além
disso, apresenta alto numero de estames, entre 250 e 480, os quais tem filete branco.
O ovario apresenta numero de ovulos variando de 94 a 165. O numero de graos de
polen por antera varia de 754 a 1558. O calice € gamossépalo com cinco sépalas e
com cinco pétalas (FRANZON; SOUZA-SILVA, 2017).

Figuras 1 e 2. Representacéo da arvore e folhas do aracazeiro

Fonte: Lorenzi (2002).

Os frutos séo bagas globosas, piriformes, ovoides ou achatadas, com coloragao
gue pode ser amarela ou vermelha. Além disso, tém tamanho pequeno, que variam
entre 2,5 a 5 cm de diametro, contendo numerosas sementes: um unico fruto pode
possuir até 100 sementes (RASEIRA; RASEIRA, 1996). A polpa da fruta é translucida,
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aromatica e suculenta, apresentando sabor que remete a morango, com toque picante
(BIELGELMEYER et al., 2011), além de apresentar epicarpo amarelo ou vermelho

guando maduro, dependendo do cultivar a que pertence, como mostra a figura 3.

Figura 3. Frutos do araca (P. cattleyanum) de coloracdo amarela e vermelha

Fonte: Franzon et al. (2009).

3.3.2 Aspectos quimicos

Estudos de prospeccéao fitoquimica relatam a presenca de compostos fendlicos,
flavonoides, saponinas, taninos, esteroides e catequinas para extratos das folhas da
planta (FALEIRO et al., 2016).

Quanto a caracterizacdo do 0Oleo essencial, este apresenta monoterpenos e
sesquiterpenos, sendo [B-cariofileno (BIEGELMEYER et al., 2011) e isocariofileno

(CASTRO et al., 2015) os sesquiterpenos mais abundantes.

Em relacdo aos frutos, sua composicdo fitoquimica engloba vitamina C,
compostos volateis, carotenoides, e compostos fendlicos (PEREIRA et al., 2018).
Além disso, no que tange aos aspectos nutricionais, sabe-se que em 100 g de fruto
fresco encontram-se cerca de 83 g de agua, 0,7-1 g de proteina, 0,6-1,5 g de minerais,
4-10 g de carboidrato, 0,5 g de lipideos, 3-6 g de fibras e aproximadamente 27 Kcal
(MORTON, 1987).
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3.3.3 Aspectos farmacoldgicos e usos populares

3.3.3.1 Etnofarmacologia

A medicina popular utiliza esta espécie para o tratamento de diarreias
(NIEHUES et al.,, 2011; DENARDIN et al, 2015), desordens digestivas e dores
abdominais (SILVA; QUADROS; NETO, 2015), como diurético e para controlar a
presséo arterial (FALEIRO et al., 2016), além de quadros de hemorragias (DENARDIN
et al., 2015).

3.3.3.2 Atividade antioxidante

Diversos estudos ja foram realizados a fim de verificar o potencial antioxidante
da espécie, na sua maioria testando extratos a partir dos frutos do aracazeiro.
McCook- Russell et al. (2012) obtiveram extratos a partir dos frutos de araca e pitanga,
e avaliaram a atividade antioxidante através do método de ABTS, tendo os resultados
expressos em equivalentes de trolox (umol/g). Os resultados obtidos mostraram uma

atividade superior do araca quando comparado a pitanga.

Ribeiro et al. (2014) avaliaram o potencial de extratos etandlicos dos frutos de
araca em capturar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e obtiveram resultados
satisfatorios de captura, que séo correlacionados com o teor de polifendis totais das
amostras e sua atividade antioxidante. Resultado semelhante foi encontrado por
Vinholes et al. (2017) que, comparando extratos dos frutos araca, pitanga e butia,
obtiveram resultados de captura de radicais livres, além da capacidade de reducao do

radical DPPH, para o teste de atividade antioxidante, com todos os extratos testados.

Em um estudo realizado por Scur et al. (2016) com extratos etandlicos e
aquosos das folhas do aracazeiro, além do 6leo essencial, avaliou-se a atividade
antioxidante através do método de reducdo do radical DPPH, utilizando
butilhidroxitolueno (BHT) como controle positivo. Os resultados obtidos para o teste
foram muito semelhantes ao padréo, resultando em um percentual de inibicdo do

radical de 94,6% para o extrato etandlico (200 mg/mL) e de 95,8% para o BHT. Para
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o 6leo essencial foram obtidos percentuais de inibicdo menores, de até 16% (sendo a

concentracéo do 6leo de 100 mg/mL).

3.3.3.3 Atividade anti-inflamatéria

Em relacdo a atividade anti-inflamatéria da espécie, o mesmo estudo de
McCook- Russell et al. (2012) avaliou a capacidade de extratos obtidos a partir dos
frutos, em inibirem a enzima ciclo-oxigenase (COX). As atividades inibidoras de COX-
2 foram avaliadas através do monitoramento da taxa inicial de captacéo de O, usando

um eletrodo de oxigénio conectado a um monitor biologico de oxigénio a 37° C.

Perceberam que, para extratos com concentracdo de 250 pg/mL utilizando
hexano e acetato de etila como solventes, a inibicdo obtida para COX-2 foi de 18,3%
e 26,5%, respectivamente, indicando o potencial anti-inflamatorio in vitro para Psidium

cattleyanum.

3.3.3.4 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada especialmente com o 0leo
essencial da espécie, assim como descrito por Soliman et al. (2016). Estes autores
obtiveram o 6leo essencial através do método de hidrodestilacdo em aparelho de
clevenger. Em seguida, além da caracterizacdo quimica do 6leo obtido, realizaram a
avaliacdo da atividade antimicrobiana através do teste de susceptibilidade, com
técnica de difusdo em discos, utilizando bactérias gram-positivas, gram-negativas e
fungos, além do teste de concentragdo inibitéria minima (CIM). Com os resultados
obtidos, péde-se concluir que o 6leo desta espécie de Psidium € um potencial agente
antibacteriano, uma vez que foi possivel obter halos de inibicdo para as bactérias

testadas, e foi possivel determinar a CIM para as mesmas.

Medina et al. (2011), por sua vez, avaliaram a atividade antimicrobiana dos
frutos de araca, através das mesmas técnicas de difusdo em discos e determinacao
da CIM. Todos os extratos testados demonstraram atividade antimicrobiana, e a CIM

obtida para os mesmos foi de 5% (m/v).



39

3.3.3.5 Atividade hipoglicemiante

Estudos in vitro avaliaram o potencial do fruto do aracazeiro em inibir as
enzimas alfa-amilase e alfa-glucosidase e, assim, contribuir para a modulagédo da
hiperglicemia. Obtiveram-se resultados satisfatérios de inibicAo das enzimas,
indicando um potencial antidiabético de extratos desta espécie (PACHECO, 2015;
VINHOLES et al., 2017).

Um estudo in vivo foi realizado por Cardoso et al. (2017), avaliou o potencial
preventivo de hiperglicemia apds inducdo de resisténcia a insulina e, embora o
mecanismo de acdo nao tenha sido descrito pelos autores, a administracdo dos
extratos foi eficaz na prevencédo da diabetes, 0 que indica hovamente esse potencial

hipoglicemiante da espécie.

3.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo um importante grupo de metabdlitos secundarios.
Estruturalmente, sdo substancias que possuem ao menos um anel aromatico, com no
minimo um de seus hidrogénios substituidos por grupamentos hidroxila (AMBRIZ-
PEREZ et al., 2016). Originarios do metabolismo secundario das plantas, sdo criticos
para o seu crescimento e reproducdo. Na natureza sdo encontrados em abundancia:
mais de 8.000 compostos fendlicos ja foram identificados em plantas. A finalidade
destes compostos esta associada com a inibicdo ou ativacdo de uma vasta
diversidade de sistemas enzimaticos, como quelantes de metais ou sequestradores
de radicais livres (TANASE; COSARCA; MUNTEAN, 2019).

O termo “fendlicos” engloba um grupo abundante de compostos quimicos, que
sdo subdivididos de acordo com o numero de subunidades de fenol presentes na
molécula, classificados entre polifendis e fendis simples. As principais classes e

subclasses de compostos fendlicos podem ser observadas na Figura 4.
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Figura 4. Classificagdo dos compostos fenélicos
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Fonte: Adaptado de Luthria (2006).

Esta classe de substancias pode ser sintetizada por diferentes rotas

metabolicas, sendo duas as rotas que possuem maior envolvimento: a do acido

chiquimico e a do acido meval6nico, como ilustra a Figura 5. A rota do acido

chiquimico desempenha o papel de converter precursores de carboidratos originados

através da glicélise e da rota da pentose fosfato em aminoacidos aromaticos (WANG

et al., 2019).

A maioria dos compostos fendlicos de plantas é derivada da desaminacéo da

fenilalanina formando acido cinamico. Esta reacao € catalisada pela PAL (fenilalanina

amonia-liase), uma das enzimas mais estudadas do metabolismo secundario de

plantas. A PAL estd situada na ramificacdo entre os metabolismos primario e

secundario. Sendo assim, a reacdo por ela catalisada € uma etapa reguladora e

essencial para a formacédo dos compostos fendlicos (MA et al., 2015).
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Figura 5. Biossintese dos compostos fendlicos
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Fonte: Adaptado de Taiz & Zeiger (2004).

Entre os grupos fendlicos, os flavonoides representam um dos grupos mais
importantes e estudados. Podem ser encontrados sob diferentes formas estruturais.
No entanto, a maior parte dos representantes dessa classe possui um nucleo
fundamental com 15 atomos de carbono, além de dois radicais fenil ligados por uma
cadeia de trés carbonos entre elas, conforme a Figura 6. Os flavonoides de origem
natural apresentam-se oxigenados e na sua maioria conjugados com acucares. A
classificacao dos flavonoides é baseada no grau de insaturacdo do anel central e no
estado de oxidacdo, sendo assim classificados em flavonas, chalconas, flavanonas,
antocianos, entre outros (ZUANAZZI; MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017).

A atividade biolégica dos flavonoides e de seus metabdlitos depende de sua
estrutura quimica, que pode sofrer substituicdes incluindo hidrogenacdes,
hidroxilacdes, metilacdes e glicosilacbes. Flavonoides e isoflavonoides ocorrem
comumente como ésteres, éteres ou derivados glicosidicos. As substituicbes
glicidicas incluem D-glicose, L-ramnose, galactose e arabinose. Quando né&o
apresentam glicidios em sua estrutura, sdo denominados de aglicona (MACHADO et
al., 2008).
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Os flavonoides estdo associados a diversos efeitos benéficos a saude e séo
componentes indispensaveis em uma variedade de produtos nutracéuticos,
medicinais e cosméticos. Isto € devido ao seu potencial antioxidante, anti-inflamatorio,
antimutagénico e anticarcinogénico. Eles também s&o conhecidos por serem
inibidores potentes para varias enzimas, como xantina oxidase (XO), COX e
lipoxigenase (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Figura 6. Nucleo fundamental dos flavonoides

Fonte: Zuanazzi, Montanha & Zucolotto (2017).

3.5 Controle de qualidade vegetal e validacdo de métodos analiticos

Produtos naturais sdo matrizes complexas, que podem conter diferentes
constituintes quimicos. Além disso, alguns parametros essenciais para a garantia da
gualidade deste material vegetal podem sofrer variacbes quanto a pureza e até
mesmo a composicao quimica, dependendo da influéncia de fatores externos, como
diferentes localizacbes geograficas, solos e estacdes do ano. Por isso, o controle de
gualidade da matéria-prima vegetal € um passo essencial na producdo de
fitoterapicos, a fim de se garantir que esta possua o0s requisitos de qualidade minimo
estabelecidos para o uso a que se destina (YAU; GOH; KOH, 2015).

Em se tratando da pureza da matéria-prima, recomenda-se que as
especificacdes farmacopeicas para o material vegetal incluam perda por dessecacéo,

determinacéo de cinzas totais e de materiais estranhos (BRASIL, 2019).
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Para garantir um produto uniforme é necesséario que todos os insumos, desde
a droga vegetal até o produto acabado, sejam caracterizados através de seus
constituintes quimicos. Para isso, sao definidos marcadores quimicos para cada
espécie, compostos normalmente presentes em grande quantidade ou que possuem
influéncia na atividade farmacoldgica, e que servem para avaliar a identidade do

material vegetal ou a qualidade do produto fitoterapico (LI et al., 2019).

Para isso, 0 emprego de técnicas cromatograficas que permitam a separacao
dos constituintes de um material vegetal se faz necessario, tanto para a identificacéo
da presenca de um marcador quimico especifico, quanto para o conhecimento da
composic¢do quimica total. Por isso, metodologias que utilizam cromatografia, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), séo bastante utilizadas e eficazes para
estas finalidades (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

Apbs o desenvolvimento do método, se faz necessaria a etapa de validacéo da
metodologia analitica, tendo como objetivo comprovar por meio de analises que o
método atende aos objetivos que se propde e as exigéncias das aplicacdes analiticas
e orgaos reguladores, garantindo a confiabilidade dos resultados e, juntamente com
os testes de seguranca, sendo indispensaveis para o registro de novos produtos
farmacéuticos (SANTOS; BARROS; OLIVERIA, 2016).

Diferentes guias contendo diretrizes sobre validacdo de métodos analiticos
estdo disponiveis, como a Farmacopeia Brasileira e os guias do Conselho
Internacional sobre Harmonizacdo de Requisitos Técnicos em Produtos
Farmacéuticos para Uso Humano (ICH) e Farmacopeia Americana (USP). Apesar de
apresentarem diferencas em suas normas, estes produzem recomendacdes para
execucdo do procedimento de validacdo, requisito basico para demonstrar a
competéncia da técnica (SANTOS; BARROS; OLIVERIA, 2016).

3.6 Otimizacado da extracao

Planejamentos experimentais e analise de dados através da estatistica sédo
técnicas utilizadas para a otimizacdo de diversos sistemas, como os utilizados na

engenharia, computacao e, neste caso, na quimica de produtos naturais. A utilizacdo
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de planejamento fatorial (PF) em projetos que compreendem muitas variaveis, como
€ 0 caso da otimizacéo da extracdo de substancias quimicas em produtos vegetais é
de extrema relevancia, ja que torna possivel uma melhor adequabilidade do sistema,
com a realizacdo de menos experimentos, levando a uma economia de tempo e
recursos (PELOI et al., 2016).

Diversas etapas da andlise de um material vegetal podem ser planejadas
através de um desenho fatorial. Entretanto, considera-se que a etapa da extracéo é a
mais importante, uma vez que envolve uma série de fatores, como por exemplo:
método de extracdo, temperatura, polaridade do solvente, granulometria do material
vegetal e tempo de contato entre o liquido extrator e o produto (MIGLIATO et al.,
2011).

Todos estes fatores influenciam diretamente no rendimento da extracdo de
metabdlitos de matérias-primas vegetais e precisam ser considerados. E desejavel
gue a granulometria, por exemplo, seja homogénea para que a penetracdo de
solventes no material seja facilitada. Enquanto isso, a polaridade do solvente deve ser
0 mais seletiva possivel, considerando a polaridade do grupo de substancias que se
deseja, para que se consiga extrair as substancias de interesse em quantidades
satisfatorias (MIGLIATO et al., 2011; KIDGELL et al., 2019). Em vista disso, torna-se

relevante a investigacdo do melhor método extrativo para cada espécie.

3.7 Avaliacédo da atividade anti-inflamatéria

A inflamacdo é a resposta do sistema imunolégico inato a estimulos
prejudiciais, incluindo patdégenos. Quando ativada de forma excessiva ou prolongada,
a inflamacédo pode causar o comprometimento de 6rgdos e sistemas, levando ao
aparecimento de doencas, uma vez que ja foi reconhecida como fator em comum em
varios disturbios cardiovasculares e metabdlicos, como insuficiéncia cardiaca,
hipercolesterolemia e sindrome metabdlica (OIKONOMOU; TOUSOULIS, 2018).

Uma das principais etapas da inflamacdo € a liberacdo de leucdcitos da
corrente sanguinea para o local da lesdo. Esta migracdo € chamada de quimiotaxia,

um mecanismo de defesa do organismo, momento em que comegam 0S Processos
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de reparagcao, com a cicatrizacdo e a regeneracgao do tecido afetado (DAWAR et al.,
2017).

Trabalhos descritos na literatura apontam para a atividade anti-inflamatéria dos
frutos de araca e das folhas de aragazeiro. Mc-Cook et al. (2012) foram os primeiros
a descrever esta atividade para os frutos, através do teste de inibicdo enzimatica COX.
Anteriormente, em 2006, Apel et al. descreveram esta atividade para o 6leo essencial

das folhas da espécie, através do ensaio em camara de Boyden.

O ensaio da camara de Boyden, utilizado com a finalidade de determinar a
antiquimiotaxia, foi desenvolvido por Stephen Boyden em 1962 e adaptado por
Suyenaga et al. (2011). Essa técnica possibilita avaliar a resposta antiquimiotaxica de
uma substancia. Observa-se, experimentalmente, o impedimento do processo
migratorio apdés a aplicacdo da substancia testada no compartimento superior da
camara (POISSONNIER; LEGEMBRE, 2017), assim avaliando o potencial anti-

inflamatorio in vitro das substancias testadas.
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4. MANUSCRITO
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O texto completo referente a Manuscrito, que no texto completo da dissertacéo
defendida ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 49 — 79, foi
omitido por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico

cientifico.
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5. DISCUSSAO GERAL






83

As plantas medicinais possuem grande importancia na area da saide humana,
tanto na cura como na prevencao de problemas, e o uso de plantas como agentes
profilaticos de doencas € algo que acontece desde os primordios da civilizacao.

No entanto, produtos naturais também séo passiveis de efeitos adversos, e o
uso indiscriminado deste tipo de produto emite um alerta, pois a populacdo muitas
vezes desconhece o0 risco de intoxicagbes e mesmo interagdes com outros
medicamentos. Isso se deve ao fato de plantas serem matrizes complexas, que
apresentam composic¢ao variada de substancias quimicas. Estas substancias podem
ser terapéuticas em determinadas doses, e possuirem efeito toxico em doses mais
elevadas. Ou ainda, podem agir em sinergismo ou antagonismo entre elas.

Alguns fatores que afetam a seguranca no uso de plantas medicinais estao
relacionados a ma qualidade ou falta de padronizacéo na obtencdo destes produtos,
como a falta de cuidados na coleta e no tratamento da planta vegetal, resultando até
mesmo em variacdes nas caracteristicas farmacologicas. Em razdo disso, tem se
tornado cada vez mais clara a necessidade de se estabalecerem parametros de
controle de qualidade destes materiais.

Psidium cattleyanum Sabine € uma espécie nativa do Brasil, bastante estudada
pelo seu fruto, o aracad. Porém, poucos estudos de caracterizacdo quimica que
auxiliem no controle de qualidade da espécie foram realizados com as folhas. Desta
forma, a otimizacdo da extracdo e os parametros de qualidade propostos neste
trabalho sédo de grande relevancia.

A otimizacdo da extracdo por fatorial visa resultar em uma condi¢ao 6tima do
experimento, em que € obtido o maior rendimento da extracdo do metabdlito ou
substancia em questdo. Obtivemos ao final dos experimentos a seguinte condi¢cao
otima de extracao, ilustrada na figura 7: extracdo por ultrassom a 60 °C, por 30
minutos. Tamanho de particula utilizado de 180 ym em solvente metanol a 43%, na
proporcao de 1:40 (m/v). Embora os resultados encontrados ao final da DCC néo
tenham sido significativos estatisticamente, foi possivel observar um aumento no teor
de fendlicos expressos em quercitrina de 0,47% para 0,85%, quando comparado o

extrato otimizado com um extrato preliminar.
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Figura 7. Resultado final da DCC para a otimizacdo

A identificacdo dos compostos presentes nas folhas da espécie se deu por
Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplada a massas (UHPLC-MS). Essa
técnica permite que as substancias sejam separadas em um cromatograma, e apos
serem ionizadas, sejam separadas de acordo com a relacdo existente entre sua
massa/carga. Atraves desta técnica, juntamente com a comparacao de perfil UV e
tempo de retencdo com padrbes analiticos, foi possivel comprovar a presenca de
hiperosideo, miquelianina, quercetina xilopiranose, quercetina arabinosideo e
guercitrina nas amostras, vindo ao encontro dos resultados encontrados em estudo
anterior (SABER et al., 2018).

A determinacdo quimica qualitativa destes compostos acima relatados, e
guantitativa da quercitrina, componentes majoritarios em Psidium cattleyanum, foi
realizada por CLAE. Varios fatores podem ser modificados em uma analise por CLAE
a fim de obter um método adequado, com boa separacéo, simetria e resolucdo dos
picos. Neste trabalho, a separacéo ocorreu de forma satisfatéria com uma coluna de
fase reversa com particulas de tamanho 5 um.

Apbs o desenvolvimento do método, foi realizada a validacdo da metodologia
analitica para quantificacdo de quercitrina. A validacdo € essencial para atestar a
confiabilidade dos resultados, sendo necessaria para o registro de qualquer
medicamento. Neste trabalho, ela foi realizada seguindo as recomendacdes da RDC
166 (2017) e o guia ICH (2005). Os resultados indicaram que o método se mostrou
linear, preciso, exato e robusto.

Ao realizar a andlise do teor de quercitrina nas diferentes amostras coletadas,
foi possivel observar uma grande variabilidade nos resultados, como ilustra a figura 8,

com teores de quercitrina que variaram entre 0,10 — 1,5% (m/m). O teor de polifendis,
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assim como o teor dos demais metabdlitos secundarios, pode ser afetado por
diferencas genéticas, mas também pode sofrer variacbes temporais, devido a
diferencas na época de colheita, sazonalidade, locais de crescimento e técnicas de
cultivo (Moreira et al., 2012).

Variabilidade de quercitrina entre as coletas
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Figura 8. Variacdo do teor de quercitrina nas diferentes coletas
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Para finalizar, foi realizada a avaliacdo da atividade antiquimiotaxica dos
extratos e dos compostos isolados. Foi possivel observar que todos os extratos
testados inibiram significativamente a migracdo leucocitaria em pelo menos duas
concentracfes diferentes. Da mesma forma, os isolados também apresentaram
percentuais de inibicdo da migracéo estatisticamente significativos se comparados ao
controle negativo. Estes resultados indicam que a espécie possui uma potencial
atividade anti-inflamatoria através da inibicdo do processo de migracdo de neutrofilos

no estagio inicial.
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6. CONCLUSOES
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v A otimizacdo da extragado por planejamento fatorial nos permitiu obter uma
condicdo Otima de extragdo por ultrassom, com metanol 43% a 60°C, 3

renovacgOes de solvente por um tempo total de extracdo de 30 minutos;

v" O teor de perda por dessecacao pelo método gravimétrico foi de 9,23%;

v' O método analitico desenvolvido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
mostrou-se adequado, sendo linear, sensivel, especifico, preciso, exato e
robusto para quantificacéo de quercetrina em extratos de Psidium cattleyanum,

e passivel de utilizacao no controle de qualidade desta espécie;

v As amostras de Psidium cattleyanum obtidas em diferentes localidades
permitiram a observacao de dois perfis quimicos para a espécie, nos levando
a subdividi-la em dois quimiotipos e obtendo teores médios de compostos
fendlicos de 0,85% e 1,5% expressos em quercitrina para 0os quimiotipos 1 e 2,

respectivamente, nas amostras utilizadas para a validacdo do método;

v' Os resultados da atividade antiquimiotaxica nos permitiram avaliar que a
espécie possui um potencial anti-inflamatério, com inibicdo da migracao

leucocitaria de 70-100% na concentracdo mais alta.
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