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RESUMO

Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. (Myrtaceae) é uma especie nativa comestivel
encontrada na Floresta Amaz6nica, comumente conhecida como gabiroba. No Brasil, espécies
de Campomanesia sdo frequentemente usadas na medicina tradicional para desordens
gastrintestinais. Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram elevado teor de
fenois e alta atividade antioxidante para o extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia,
sugerindo relacdo de sua utilizacdo etnofarmacoldgica como antidiarreico, antitlcera gastrica e
cicatrizante. O objetivo deste trabalho foi avaliar a fitoquimica, a atividade gastroprotetora,
anti-inflamatoria e anti-Helicobacter pylori de C. lineatifolia e contribuir para sua padronizago
quimico-bioldgica. Para isso, foi desenvolvido método extrativo otimizado para obtencdo de
extrato enriquecido em fendlicos e método analitico por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia para avaliacdo qualitativa e quantitativa desse extrato. Na sequéncia, utilizou-se a
cromatografia em contracorrente de alta velocidade e métodos espectroscépicos para isolar e
caracterizar as substancias quimicas presentes no extrato otimizado. Analise por cromatografia
gasosa-espectro de massas foi utilizada para identificacdo das substancias quimicas presentes
no 6leo essencial. Para avaliacdo das atividades gastroprotetora, anti-inflamatéria e anti-H.
pylori, foram realizados ensaios in vivo em modelos experimentais de Ulcera gastrica e ensaios
in vitro. Os resultados do planejamento extrativo permitiram selecionar o extrato etandlico
obtido por sistema de refluxo como aquele enriquecido em fendlicos. Analises obtidas por
cromatografia liquida-espectro de massas e ressonancia magnética nuclear em 13C e 1H
permitiram identificar 15 substancias quimicas no extrato etandlico otimizado, das quais 12
delas sdo inéditas para a espécie, sendo os flavonoides quercitrina e miricitrina as substancias
majoritarias, e a quercitrina selecionada como marcador para o desenvolvimento do método
analitico. J& no Gleo essencial, foram identificadas 8 substancias quimicas, representando um
total de 98,09%, sendo o 3-hexen-1-ol (46,15%) e o a-cadinol (20,35%) os constituintes
majoritarios. Ensaio in vivo em modelo de Ulcera géastrica induzida por etanol demonstrou que
0 extrato protegeu o estbmago de camundongos, nas doses de 100 e 250 mg/Kg, e promoveu
um aumento do muco gastrico. No modelo de Ulcera géastrica induzida por indometacina, 0s
animais tratados com o extrato apresentaram reducao das citocinas inflamatérias CXCL-1 e IL-
6, além da inibicdo da via do NF-xB no tecido gastrico. Ensaios in vitro em células THP-1
estimuladas por LPS mostraram que o0 extrato e substancias isoladas, quercitrina e miricitrina,
foram capazes de reduzir TNF-o ¢ NF-xB. Ensaios in vitro de atividade anti-H. pylori
demonstraram que o extrato etanolico foi capaz de inibir o crescimento bacteriano de cepas
comerciais (MIC 0,49 ug/mL) e clinicas (MIC 125-250 pg/mL). Ainda, o 6leo essencial
também apresentou atividade anti-H. pylori, na menor concentracédo testada (MIC 0,6%) em
cepas comerciais e isolados clinicos. Como conclusdo, o extrato de C. lineatifolia foi otimizado
e padronizado quimicamente e 0s ensaios in vitro e in vivo, sugerem uma relacdo mecanistica
da gastroprotecdo a atividade anti-inflamatoria e estimuladora de muco protetor mucosal, além
da atividade antibacteriana anti-H. pylori. Isto abre perspectivas para um fitoterapico como
nova opgao terapéutica para pacientes com ulcera gastrica, tendo em vista que os protocolos
atuais de manejo clinico ndo contam com farmacos que apresentem estas atividades
farmacoldgicas em associacao.

Palavras-chave: Campomanesia lineatifolia; Ulcera gastrica; atividade anti-inflamatoria;
Helicobacter pylori.



ABSTRACT

Campomanesia lineatifolia Ruiz and Pav. (Myrtaceae) is an edible native species found in the
Amazon Rainforest, popularly known as gabiroba. In Brazil, Campomanesia species are
traditionally used for medicinal purposes such as gastrointestinal disorders. Previous studies
conducted by our research group demonstrated high phenolic content and high antioxidant
activity for C. lineatifolia ethanolic extract, suggesting a relation with its ethnopharmacological
use as antidiarrheal, gastric ulcer and healing. The objective of this study was to evaluate the
phytochemistry, gastroprotective, anti-inflamatory, and anti-Helicobacter pylori activities of C.
lineatifolia, and to contribute to its chemical-biological standardization. For this, an optimized
extractive method was developed to obtain a phenolic-enriched extract, and an analytical
method by ultra-performance liquid chromatography for qualitative and quantitative evaluation.
Next, high-speed countercurrent chromatography and spectroscopic methods were respectively
used to isolate and characterize chemical compounds in optimized extract. Gas
chromatography-mass spectrometry analysis was used to identify the chemicals present in the
essential oil. To evaluate the gastroprotective, anti-inflammatory and anti-H. pylori activities,
in vivo assays were performed in experimental gastric ulcer models, and in vitro assays. Results
of the extractive planning allowed selecting the ethanolic extract obtained by reflux system as
the one enriched in phenolics. Analyzes obtained by liquid chromatography-mass spectrum and
nuclear magnetic resonance in 13C and 1H allowed the identification of 15 chemical
compounds in the optimized ethanolic extract, of which 12 were new for the species, with the
flavonoids quercitrin and myricitrin being the major substances, thus being quercitrin selected
as a marker for the development of the analytical method. In the essential oil analysis, 8
chemicals were identified, representing a total of 98.09%, with 3-hexen-1-ol (46.15%) and a-
cadinol (20.35%) being the major constituents. In vivo assay in ethanol-induced ulcer model
demonstrated that the extract protected the stomach of mice, at doses of 100 and 250 mg/Kg,
and promoted an increase in gastric mucus. In indomethacin-induced ulcer model, mice treated
with the extract showed a reduction of the inflammatory cytokines CXCL-1 and IL-6, and
inhibition of the NF-kB pathway in gastric tissue. In vitro assays in LPS-stimulated THP-1 cells
showed that the extract and isolated compounds, quercitrin and myricitrin, were able to reduce
TNF-a and NF-kB. In vitro anti-H. pylori activity assays showed that the ethanolic extract was
able to inhibit bacterial growth of commercial (0.49 pg/mL) and clinical (125-250 pg/mL)
strains. Furthermore, the essential oil also showed anti-H. pylori activity at the lowest
concentration tested (0.6%) in commercial and clinical isolated strains. In conclusion, the C.
lineatifolia extract was chemically optimized and standardized, and the in vitro and in vivo
assays suggest a mechanistic relationship between gastroprotection and anti-inflammatory
activity, and mucosal protective mucus stimulator, in addition to anti-H. pylori activity. This
opens perspectives for an herbal medicine as new therapeutic option for patients with gastric
ulcers, considering that current clinical management protocols do not include drugs that have
these pharmacological activities in association.

Keywords: Campomanesia lineatifolia. Gastric ulcer. Antiinflammatory activity. Helicobacter
pylori.
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1.1 Introducéo

A Ulcera péptica é uma doenca cronica caracterizada pelo desequilibrio entre os fatores que
danificam a mucosa e aqueles que a protegem, resultando em lesdo da mucosa no trato digestivo
superior (NIETO, 2012). Dentre os fatores agressores incluem-se a infec¢do por Helicobacter
pylori, secrecdo de acido cloridrico e pepsina, uso de farmacos anti-inflamatorios néo-
esteroides (AINES), &cidos biliares, isquemia, hipoxia, estresse, fumo e alcool. Por outro lado,
a integridade da mucosa é mantida por mecanismos protetores, os quais incluem a secrecdo de
bicarbonato, muco protetor, fluxo sanguineo mucosal, constante renovacao celular via
proliferacdo de células progenitoras, prostaglandinas, 6xido nitrico e fatores de crescimento
(BANDYOPADHYAY, 2002; LAINE et al., 2008; KLEIN et al., 2010; AWAAD et al., 2013).
Esta doenca é considerada uma das mais prevalentes no mundo, e algumas de suas
complicacdes estdo relacionadas a causas de morbimortalidade (SUNG et al., 2012; ZAPATA-
COLINDRES et al., 2006).

Apesar de diversas classes de agentes farmacologicos estarem disponiveis para o tratamento
das Ulceras pépticas, a maioria apresenta alto custo e reacfes adversas quando utilizadas em
longo prazo (BOAKYE-YIADOM et al., 2021). Dentre essas reagdes, podem ser citadas a
hipergastrinemia, que pode induzir uma hiperplasia nas células enterocromafins e até desfechos
com desenvolvimento de cancer e a osteoporose (THOMSON et al., 2010; YANG, 2012;
BOYCE et al., 2014). Além disso, 0 uso cronico destes medicamentos também pode estar
relacionado a Ulceras recorrentes devido a um mau processo de cicatrizagdo (KANGWAN,
2014). Assim, a busca por alternativas para o controle desta doenca vem se tornando de grande
importancia e, neste cenario, destacam-se as plantas medicinais, as quais exibem beneficios
terapéuticos no tratamento de Ulceras gastricas, pois podem atuar em diferentes alvos bioldgicos

e apresentam baixa incidéncia de reagdes adversas (Bl et al., 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que 80% da populacdo mundial

utiliza, rotineiramente, a medicina tradicional para satisfazer suas necessidades de atencéo
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primaria a saude, e que grande parte dos tratamentos tradicionais implica no uso de extratos de
plantas e seus principios ativos (VELOZ, et al., 2012). Assim, os produtos naturais podem ser

considerados fontes potenciais para novos tratamentos de Ulcera.

O Brasil se destaca entre as doze nagdes que abrigam 70% da biodiversidade do planeta. A
importancia, de &mbito global, da conservacdo dessa biodiversidade, soma-se também a sua
relevancia para a economia do pais (BRASIL, 2002 apud SILVA et. al., 2006). Os
medicamentos fitoterapicos representam uma por¢do significativa do mercado mundial de
medicamentos, com crescimento nas vendas de 15% ao ano contra 4% do setor de farmacos
sintéticos. No Brasil, eles geram uma receita de aproximadamente US$ 160 milhdes anuais,
constituindo um mercado promissor e em franca expansao. Observa-se que grande parte dos
fitoterapicos apresenta rentabilidade elevada, desmistificando a justificativa das empresas de se
manterem ilegais devido a pouca significancia econémica desse mercado (CARVALHO et al.,
2011c). Esses dados apontam para uma grande janela de oportunidades para atendimento do
mercado interno e, dada a riqueza de nossa biodiversidade, um enorme potencial para o
desenvolvimento de novos produtos para a exportacdo (RODRIGUES, 2016). O
reconhecimento de que a pesquisa de plantas medicinais, usadas por populacées tradicionais,
representa um adequado enfoque para o desenvolvimento de novos farmacos é um grande

estimulo para que sejam ampliados os estudos voltados para o tratamento de Ulcera gastrica.

Registros do uso tradicional de espécies de Campomanesia para disenterias, problemas
estomacais, diarreia (PIO CORREA, 1952), cistites e uretrites (D’AVILLA, 1910), bem como
desordens hepéaticas (MORAES, 1881), vém sendo descritos em varios trabalhos. Estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram um elevado teor de fenois e alta atividade
antioxidante nos extratos das folhas de C. lineatifolia, sugerindo a relacdo de sua utilizacéo
etnofarmacoldgica como antidiarreico, antitlcera gastrica e cicatrizante (BARBOSA et al.,
2009). O mesmo extrato etandlico e a fracdo acetato de etila de C. lineatifolia protegeram a
mucosa gastrica de ratos contra lesGes gastricas induzidas por etanol e indometacina, e a
investigacdo de toxicidade aguda mostrou auséncia de morte dos ratos e de alteraces graves
nos comportamentos e sinais clinicos, indicando a seguranca oral aguda da espécie
(MADALOSSO et al. 2012). Em estudo de triagem de plantas medicinais brasileiras em células
de mondcito humano, THP-1, estimuladas por lipopolissacarideo (LPS), Henriques et al. (2016)

demonstraram a atividade anti-TNF-a, in vitro, de C. lineatifolia. Esses resultados prévios
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associados aos relatos do uso popular da espécie C. lineatifolia para o tratamento de distirbios
gastrointestinais suportam a continuidade dos estudos e tornam a espécie promissora como

alternativa ou adjuvante no tratamento de Ulceras gastricas.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Realizar estudo fitoquimico e avaliar a atividade gastroprotetora, anti-inflamatoria e
antimicrobiana de Campomanesia lineatifolia, contribuindo para a padroniza¢do quimico-

bioldgica para o desenvolvimento de um fitoterapico.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Otimizar a obtencdo de extratos das folhas de Campomanesia lineatifolia ricos em
fendlicos;

2. Obter e caracterizar o 6leo essencial das folhas de C. lineatifolia;

3. Fracionar, isolar e caracterizar os constituintes quimicos do extrato otimizado e do cha
das folhas por métodos cromatograficos e espectroscopicos;

4. Identificar e selecionar marcadores quimicos do extrato otimizado de C. lineatifolia;

5. Desenvolver método analitico para quantificacdo dos marcadores selecionados para a
padronizacao quimica de C.lineatifolia;

6. Quantificar os marcadores majoritarios no extrato otimizado de C. lineatifolia;

7. Avaliar a atividade antitlcera gastrica do extrato otimizado de C. lineatifolia, em
modelo in vivo de lesdo gastrica induzida por etanol e indometacina;

8. Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato de C. lineatifolia em modelos
experimentais in vivo e in vitro;

9. Awvaliar a atividade anti-Helicobacter pylori em cepas comerciais e isolados clinicos, do

extrato otimizado e do 6leo essencial de C. lineatifolia;
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2.1 Ulcera péptica

2.1.1 Definicéo e prevaléncia

A classificacdo de ulcera péptica (UP) é ampla e compreende as Ulceras gastricas, duodenais e
esofagicas, podendo ser caracterizada clinicamente pela presenca de uma ou mais lesGes
erosivas na mucosa do sistema gastrointestinal (SGI) em consequéncia da digestdo &cido-
péptica dos tecidos (MALFERTHEINER et al., 2009). Sua etiologia € multifatorial, incluindo
a infeccdo por Helicobacter pylori, uso continuo ou indiscriminado de AINES, alcool, estresse
emocional, dieta inadequada, atingindo um consideravel nimero de pessoas em todo o mundo
(JAIN et al., 2007; MUSUMBA et al., 2009).

Estima-se que a UP acomete, aproximadamente, 10% da populacdo mundial (PRASAD e
FRIEDMAN, 2018) e os individuos acometidos podem apresentar uma variedade de sintomas
como dispepsia, dor epigastrica, desconforto abdominal, vémitos e sintomas de refluxo. Além
disso, a UP é a causa mais comum de condi¢des mais complicadas, como a hemorragia, Ulcera
perfurativa e o desenvolvimento de cancer que, por sua vez, estd associada com alta mortalidade
e morbidade (BARKUN e LEONTIADIS, 2010). No Brasil, Oliveira et al. (2015)
demonstraram uma taxa de prevaléncia da Ulcera péptica de 0,2% para homens e 0,1% para

mulheres, com mortalidade de 3,0/100 mil habitantes.

2.1.2 Uso cronico de anti-inflamatdrios ndo esteroides

Os AINES estdo entre os agentes mais utilizados na pratica médica para o tratamento da dor e
inflamacdo, em pacientes com dor inflamatoria aguda (cefaleia, dor pos-operatoria e fraturas
ortopédicas) e dor crbnica (artrite reumatoide, osteoartrite e gota) (CASTELLSAGUE et al.,
2012; MCCARBERG & GIBOFSKY, 2012). Aproximadamente 70% das pessoas com 65 anos
ou mais utilizam AINES pelo menos uma vez por semana, e metade deles tomam, pelo menos,

sete doses por semana (FINE, 2013).
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Apesar do amplo uso dos AINES no altimo século, seu mecanismo de acdo (FIGURA 1)
somente foi elucidado em 1971, através das observacdes de Vane, o qual demonstrou que a
capacidade dos AINES de suprimir a inflamacédo baseava-se principalmente na sua capacidade
em inibir as enzimas cicloxigenases (COX) (VANE, 1971).

FIGURA 1 — Representacao esquematica da inibicdo da sintese de prostaglandinas pelos AINES.

|‘ Fosfolipidios |

‘. | Fosfolipase A,

| ﬂci@éamquid.ﬁpim |

| Lipoxigenase | | Cicloxogenases |

| Acidos gfnéxo | Troﬁ‘lbuxanas |
monoidréxidos :
| Leucotrienos | | Prostaglandinas

Eicosanoides

Legenda: AINES: anti-inflamatdrio ndo esteroide

Fonte: Adaptado de Sinha et al., 2013, p. 3.
Ha trés mecanismos principais pelos quais os AINES induzem as complicacdes
gastrointestinais (FIGURA 2): (i) inibicdo da enzima cicloxigenase-1 (COX-1) e das
prostaglandinas E> (PGEz) e I> (PGL,); (ii) permeabilizacdo da membrana (efeito citotdxico
direto nas células da mucosa gastrica) e (iii) producdo de mediadores inflamatorios adicionais
(SINHA et al., 2013).
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FIGURA 2 — Diagrama esquematico para o mecanismo de inducdo da inflamacé&o e lesfes gastrointestinais pelos
AINES.
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inflamatdrios adicionais, como
leucotrienos e TNFa

]

| Inflamacdo e lesdes gastrointestinais |

‘ Anti-inflamacdo ‘

Legenda: AINES: anti-inflamatorio ndo esteroide; COX-1: cicloxigenase 1; COX-2: cicloxigenase 2; LOX:
lipoxigenase; PG: prostaglandinas; TNFa: fator de necrose tumoral alfa.

Fonte: Adaptado de Sinha et al., 2013, p. 3.

No presente, as enzimas COX ocorrem em trés isoformas — COX-1, COX-2 e COX-3. COX-1
e COX-2 exibem quase 60% de similaridade, enquanto a COX-3, é uma isoenzima derivada do
gene da COX-1 (SHARMA et al., 2019). A COX-1 é constitutivamente expressa no estbmago
e é responsavel pela protecdo normal fisiol6gica da mucosa gastrica. Ela também é responsavel
pela sintese de prostaglandinas PGl> e PGE», as quais protegem o revestimento géastrico da
secrecao acida, mantém o fluxo sanguineo na mucosa gastrica e produzem bicarbonato (GUDIS
e SAKAMOTO, 2005; KONTUREK et al., 2004). A outra isoforma, COX-2, ndo é expressa
constitutivamente no SGI e é induzida por dano celular, por varias citocinas pré-inflamatorias
e por fatores derivados de tumores (SEIBERT et al., 1994; SEIBERT e MASFERRER, 1994).
A COX-3 é expressa no cortex cerebral e coracdo e esta relacionada aos efeitos analgésico e
antitérmico observados para os anti-inflamatorios ndo esteroidais analgésicos (i.e., paracetamol
e dipirona), os quais apresentam efeitos minimos na COX-1 e COX-2 e baixa atividade anti-
inflamatdria, com efeitos adversos gastrointestinais e renais minimos (PRZYBYLA,
SZYCHOWSKI & GMINSKI, 2020). Dado o amplo papel que as prostaglandinas
desempenham na fisiologia, ndo é surpreendente que a supressdo sistémica da sintese de PG
através da inibicdo da COX possa levar a efeitos secundarios indesejados. Em particular,
individuos que usam AINES por periodos prolongados podem apresentar efeitos adversos

gastrointestinais, que incluem irritacdo e ulceracdo do epitélio gastrico, além de efeitos sobre
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outros sistemas fisiologicos. Segundo estudos observacionais, o risco de complicagdes no SGI
superior é aproximadamente quatro vezes maior em usuarios de AINES quando comparado a
pacientes que ndo fizeram uso dessa classe de medicamentos (HERNANDEZ-DIAZ e
RODRIGUEZ, 2002). A analise dos resultados de quatro estudos prospectivos em pacientes
com artrite que faziam uso de AINES revelou incidéncia anual de efeitos adversos relacionados
ao SGI de 2,7% a 4,5% (SILVERSTEIN e GEIS, 1996; BOMBARDIER et al., 2000;
SILVERSTEIN et al., 2000; SCHNITZER et al., 2004).

Os AINES também tém um efeito direto nas células da mucosa gastrica, que ocorre pelo contato
do AINE no lumem e o epitélio mucosal, ap6s a ingestdo oral ou a excrecdo biliar desses
farmacos. Ainda, a interacdo dos AINES com fosfolipidios da bicamada leva a aumento da
permeabilidade da membrana, o que pode levar ao rompimento da barreira epitelial. Além disso,
0s AINES promovem o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias, com
consequente reducdo dos niveis de ATP e aumento do calcio intracelular, podendo induzir
necrose e apoptose das células da mucosa gastrica (BJARNASON et al., 2018).

Em adicdo, a inibicdo da sintese de PGs pelos AINES leva a uma ativacdo indireta da via da
lipoxigenase, justificado pelo excesso de substrato disponivel, e um aumento na sintese de
leucotrienos. Os leucotrienos causam inflamacao e isquemia tecidual, levando a um prejuizo da
mucosa gastrica (MCCAFFERTY et al., 1995; ANDREWS et al., 1994). Junto disso, ha
também um aumento na producdo de mediadores inflamatérios, como 0 TNF-a (SANTUCCI
et al., 1994). Isso ainda leva a oclusdo dos microvasos gastricos e, consequentemente, a uma
reducdo do fluxo sanguineo local e liberacdo de espécies reativas de oxigénio. Esses radicais
livres reagem com os &cidos graxos poli-insaturados da mucosa, acarretando uma peroxidacdo
lipidica e dano tecidual (WALLACE, 1997).

2.1.3 Infeccéo por Helicobacter pylori

A infecgdo por Helicobacter pylori € uma das infecgdes crénicas bacterianas mais comuns na
populacéo, afetando, aproximadamente, 4,4 bilhdes de pessoas mundialmente. No Brasil, a
prevaléncia de H. pylori na populacéo saudavel é estimada em 71,2 %, e mais de 147 milhGes

de pessoas vivem com a bactéria (HOOI et al., 2017).
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Apesar de a rota detalhada de transmissdo ainda permanecer incerta, as rotas oral-oral e fecal-
oral durante a infancia s&o as hipdteses mais plausiveis de transmisséo entre 0s seres humanos
(GOH et al., 2011). H. pylori € a Unica bactéria que pode persistir por décadas no ambiente
acido estomacal, onde pode danificar a mucosa e alterar o padrdo da liberacdo hormonal
(JUNIOR et al., 2016), afetando, dessa forma, a fisiologia gastrica, representando o fator de
risco mais significativo para tumores malignos géastricos (WANG et al., 2014).

Aproximadamente 10% dos individuos infectados desenvolvem lesdes gastricas severas, como
a Ulcera péptica, e 1-3% progridem para o cancer gastrico, com baixa taxa de sobrevivéncia,
em torno de 5 anos (CIRAK et al., 2007). Estudos tém indicado que a infec¢do por H. pylori
induz inflamacdo por varios mecanismos, entre eles o contato direto com as células epiteliais,
a estimulacdo e a liberacdo de citocinas. Pacientes infectados pelo H. pylori apresentam altos
niveis de expressdo e producdo de interleucina (IL)-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a (EL-OMAR et al.,
2000; ISRAEL & PEEK, 2001; SEPULVEDA, 2001). Além disso, neutréfilos ativados geram
espécies reativas de oxigénio e/ou de nitrogénio, que podem induzir danos oxidativos no DNA
e danos as células epiteliais, as quais incluem peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteinas,
levando a alteragdes do turnover celular (ISRAEL & PEEK, 2001).

2.1.4 Mecanismos inflamatérios da Ulcera péptica

Apesar dos grandes avanc¢os no conhecimento da doenca ulcerosa péptica, a sua etiologia ainda
ndo é totalmente conhecida. O conceito fisiopatoldgico basico é de que a Ulcera péptica resulta
da ruptura do equilibrio existente entre os fatores agressivos e os de protecdo da mucosa
gastroduodenal (CARVALHO, 2000). Os principais fatores de risco incluem a infec¢éo por H.
pylori, uso crénico de AINEs, pepsina, tabagismo, alcoolismo, &cidos biliares, esteroides,

estresse e mudangas na consisténcia da mucina gastrica (MYNATT et al., 2009).

As células epiteliais e macrdéfagos localizados na camada mucosa podem secretar citocinas
guimioatraentes e pro-inflamatdrias, e representam a primeira linha de defesa contra a invaséo
de microrganismos e outros estimulos que podem levar ao dano tecidual. Desta forma, essas
células atuam como um sistema de alerta precoce para eventos imunoldgicos e inflamatorios.
Alarminas e citocinas pro-inflamatdrias iniciam uma cascata de eventos, atraindo diferentes

populacbes de células imunes para o sitio do dano tecidual (FIGURA 3), as quais secretam
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diversas outras citocinas, como TNF-a, interleucinas, interferon, fatores de crescimento e
quimiocinas (STRIZ et al., 2014).

FIGURA 3 — Reacdo inflamatdria e iniciagéo das respostas imunes em superficie mucosal
TNFa IL-1p IL-18 IL-33 IL-6 IL-17 IL-31
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Legenda: TNFa: fator de necrose tumoral o; IL: interleucina; IFNs: interferon; TWEAK: fator
fraco de inducédo de apoptose semelhante ao TNF; BAFF: fator de ativagdo de célula B; CXC e
CC: familias de quimiocinas. Fonte: Adaptado de Striz et al., 2014, p. 596.

A infeccdo por H. pylori representa um grande fator causal, relacionada a incidéncia de 60% de
gastrite e até 50-75% de Ulceras duodenais. Caracteriza-se pelo desenvolvimento de uma
inflamacdo crénica devido & sua colonizagdo da mucosa antral. Apesar da producdo de
anticorpos, o sistema imunoldgico € incapaz de controlar a infec¢do, podendo causar uma
gastrite cronica ativa. Em decorréncia, a gastrina, liberada pelas células G da mucosa antral,
estimula a producéo de acido gastrico (HCI) pelas celulas parietais. As respostas da colonizagdo
por H. Pylori e o aumento da secrecdo de gastrina, com consequente aumento do &cido,
contribuem para a erosdo da mucosa e, portanto, para a formacao de tlceras (MUSTAFA et al.,

2015).

O H. pylori leva a producdo de citocinas pro-inflamatorias pelas células epiteliais gastricas
(CEGsS), por mecanismos: (i) interacdes entre o CagA (fator de viruléncia) translocado e as
células epiteliais gastricas, que levam a ativacdo do NF-kB, a alteragdo na transcri¢do genética

nas CEGs e a secrecdo de IL-8 pelas CEGs, acarretando no recrutamento de neutrdfilos; e (ii)
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a urease de H. pylori induz a producdo de IL-6 e TNF-a pelas CEGs. Outras citocinas sdo
secretadas durante a infecgé@o por H. pylori tais como, TNF-a, IL-1p, IL-1a, fator estimulador
de colbnias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF), proteina quimiotatica de mondcitos 1
(MCP-1), fator inibidor de migracdo (MIF) e fator de crescimento tumoral p (TGF-B)
(FIGURA 4) (ALZAHRANI et al., 2014). Hunt et al. (1995) e Misiewicz (1995) relataram que
a infeccdo pelo H. pylori induz inflamag&o da mucosa gastrica, que é acompanhada por uma
infiltracdo de neutrdfilos, monacitos, linfdcitos e plasmaocitos, bem como por uma expressao de
citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a ¢ interferon-y. Niveis
aumentados destas mesmas citocinas pro-inflamatorias no epitélio gastrico tém sido descritos
em varios estudos (CRABTREE, et al., 1991; CRABTREE, et al., 1993; FAN, et al., 1993;
NOACH, et al., 1994; YAMAOKA et al., 1996; ARAKAWA et al., 2012; PAWLIK et al.,
2016). Além disso, cepas de H. pylori que contém mais sitios de fosforilacdo na proteina CagA,
caracteristica associada a viruléncia da bactéria, sdo capazes de reduzir, com grande
intensidade, a expressdo das mucinas gastricas MUC1 e MUC5AC (FERREIRA JUNIOR et
al., 2017).

FIGURA 4 — Producdo de citocinas pelas células do epitélio gastrico durante infec¢do por Helicobacter pylori.
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Legenda: OPA: proteina inflamatéria externa; IL: interleucina; TNF: fator de necrose tumoral; MCP-1: proteina
quimiotatica de mondcitos 1; Cag PAI: ilha de patogenicidade Cag, NF-(B: fator nuclear kappa.
Fonte: Adaptado de Alzahrani et al., 2014, p. 12775.

Um estudo realizado por Lindholm et al. (1998) demonstrou um perfil semelhante de resposta
local de liberagdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a entre pacientes
com ulcera duodenal infectados pelo H. pylori, e aqueles que apresentavam gastrite crénica,
sem infeccdo. Apesar da semelhanca no perfil de liberagédo dessas citocinas, foi observado que

0s niveis eram mais elevados quando a infeccdo por H. pylori estava presente.
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Paralelamente a prevaléncia da Ulcera péptica relacionada a infec¢éo por Helicobacter pylori,
Scarpignato e Hunt (2010) apontam como a segunda causa das Ulceras pépticas o uso de AINEs
e/ou aspirina. Essa relacdo pode ser justificada pelo aumento da expectativa de vida, que leva a
uma prevaléncia crescente de desordens artriticas na populacdo idosa, as quais sao
acompanhadas por um aumento das prescri¢cdes de AINEs. Shim e Kim (2016) também relatam
que a prevaléncia da Ulcera péptica vem aumentando na populagdo idosa, principalmente devido

ao aumento da utilizacdo dos AINEs para controlar a dor e a inflamacéo.

Em modelos in vivo de lesGes gastricas induzidas por indometacina, foi demonstrada uma hiper-
regulacdo de mediadores pro-inflamatdérios como TNF-a, IL-1B, IL-8 e fator ativador de
plaquetas (PAF) (MUSUMBA, 2009). Ainda neste modelo de lesdo, muitos estudos tém
demonstrado que a aderéncia de neutréfilos no endotélio vascular é um evento inicial critico na

patogénese do dano mucosal géstrico induzido por AINEs.

Ainda que em menor prevaléncia, o alcoolismo também é considerado um fator de risco
importante relacionado a Ulcera péptica (MUSTAFA et al., 2015). Os mecanismos pelos quais
o0 alcool induz as ulceras géastricas ainda ndo estdo totalmente definidos. Contudo, existem
evidéncias que indicam o envolvimento de citocinas pro-inflamatorias, estresse oxidativo e
apoptose, que desempenham papeis cruciais na sua patogénese (AL BRATAN et al., 2013;
SANGIOVANNI et al., 2013) (FIGURA 5). A invasdo da mucosa gastrica por neutrdfilos,
acompanhada da atividade aumentada da mieloperoxidase, contribuem para a danificacdo da
mucosa gastrica (WALLACE et al., 1990). A ativacdo dos neutrofilos esta associada a uma
regulacdo da resposta inflamatéria, com um aumento da expressdo do NF-kB, que controla a
ativacdo génica de produtos pro-inflamatérios, incluindo a molécula de adesao intracelular-1
(ICAM-1), a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), a COX-2, citocinas (IL-1B, TNF-a e IL-6)
e quimiocinas (IL-8) (ALESSANDRI et al., 2013; HAYDEN & GHOSH, 2014). Esses eventos
amplificam a cascata inflamatoria, disparando a liberacdo de outros mediadores pro-
inflamatorios, e reforcam o recrutamento de macrdofagos e neutrofilos, exacerbando o dano
gastrico (AUGUSTO et al., 2007; SANGIOVANNI et al., 2013).
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FIGURA 5 — Diagrama representativo da leséo gastrica induzida pelo etanol.
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Legenda: MPO: mieloperoxidase; PGE;: prostaglandina E; NO: 6xido nitrico; NF-«B: fator nuclear kappa B;
TNF-a: fator de necrose tumoral o; IL-10: interleucina 10.
Fonte: Adaptado de Arab et al., 2015, p. 16.

Modelos experimentais de lesdo gastrica induzida por etanol mimetizam varias condicdes
humanas e, portanto, podem fornecer um meio valioso para a avaliacdo de agentes com
potenciais a¢Oes antitlcera, juntamente com seus mecanismos relacionados a protecao gastrica
(SANTOS & RAO, 2001; LIU etal., 2012; SALGA et al., 2012). Além desses modelos, outros
agentes necrotizantes, como a utilizacdo de AINEs, tém sido amplamente utilizados para a
avaliacdo da atividade gastroprotetora e gastrotoxicidade de inimeras substancias (SAIRAM et
al., 2001; CHANDRANATH et al., 2002; AL MOFLEH et al., 2007; MUSUMBA, 2009).

2.1.5 Tratamento

O tratamento das Ulceras pépticas evoluiu de modificacdes na dieta e cirurgia para a supressao
de &cido com antiacidos, antagonistas do receptor H> (ARH2) para histamina, inibidores da
bomba de prétons e erradicacdo da infeccdo por H. pylori. Antes do desenvolvimento dos
ARHo>, 0s pacientes eram frequentemente internados e a cirurgia era a opgdo mais comum. Hoje,
0 uso de ARH: e, mais tarde, os inibidores da bomba de prétons (IBPs) mudaram drasticamente
0 manejo das UP intra-hospitalares para um ambiente em grande parte ambulatorial, com

reducdo no nimero de procedimentos cirdrgicos (SMOOTH et al., 2001).
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As estratégias terapéuticas atualmente utilizadas sdo direcionadas tanto para a redugdo dos
agentes agressores, como ao fortalecimento dos mecanismos de defesa da mucosa
gastrintestinal (JAIN et al., 2007), conforme descrito na Tabela 1 (WHO, 2004; KAMADA et
al., 2021). Muitas doencas gastrintestinais ainda sdo pouco responsivas as terapias e, mesmo
nos casos em que existe grande variedade de farmacos efetivos, ainda ha espago para o
aprimoramento e pesquisa em busca de novos farmacos (WALLACE e FERRAZ, 2010).

TABELA 1 - Agentes atualmente aprovados para 0 manejo das Ulceras pépticas.

Classe Terapéutica Agentes

Antiacidos Carbonato de célcio; Hidroxido de magnésio;

Hidroxido de aluminio

Agentes pré-cinéticos Betanecol; Metoclopramida; Domperidona; Cisaprida

Agentes protetores da mucosa Sucralfato; Acido alginico

Antagonistas do receptor Hz Cimetidina; Nizatidina; Ranitidina; Famotidina

Inibidores da bomba de prétons Omeprazol; Lansoprazol; Pantoprazol; Rabeprazol;
Esomeprazol

Bloqueadores de acido competitivos com o potassio  Vonoprazana
Fonte: WHO, 2004; Kamada et al., 2021.

A erradicacdo da H. pylori constitui importante estratégia terapéutica, considerando-se que
grande parte das UPs pode estar associada a essa infeccdo (JAIN et al., 2007). A infec¢do por
H. pylori pode levar a reducédo da producédo de somatostatina que resulta no aumento da secre¢do
acida juntamente com a reducdo da producdo de bicarbonato. Além disso, a infeccdo interfere
na regulacéo da liberagdo de gastrina e induz a resposta inflamatdria na mucosa gastrica com
liberacdo de citocinas. O tratamento consiste basicamente na associacdo de antibidticos e
agentes antissecretores (MALFERTHEINER et al., 2009).

Os atuais protocolos para o tratamento das Ulceras pépticas decorrentes do uso de AINES e/ou
por infeccdo por H. pylori ndo preconizam a utilizacdo de farmacos anti-inflamatorios (WHO,
2004; DROSSMAN, 2006; JAIN et al., 2007; COELHO et al., 2018), o que amplia a
possibilidade de novas opcdes terapéuticas para os pacientes com Ulcera, em especial, com a

utilizacdo de medicamentos fitoterapicos.
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2.1.6 Medicina Tradicional

Vaérias plantas medicinais tém sido usadas para o tratamento de distarbios gastrintestinais. O
primeiro farmaco sistematicamente efetivo contra Glceras gastricas, a carbenoxolona, foi
descoberto como resultado de pesquisas com Glycyrrhiza glabra (Alcaguz), comumente usada
pelos indigenas (AKTAR & MUNIR, 1989 apud SILVA et al., 2006).

Um estudo de revisao realizado por Bi et al. (2014) demonstrou que 0s medicamentos a base
de plantas séo eficazes no tratamento da Ulcera gastrica, e apresentam menos efeitos adversos
e menores taxas de recorréncia. Medicamentos a base de plantas, isolados ou em combinacéo
com farmacos convencionais, podem ser utilizados como uma alternativa para tratar certas
Ulceras gastricas e prevenir a recorréncia. Algumas plantas medicinais exibem, além da
atividade anti-ulcera géstrica, propriedades antimicrobianas (XIE et al., 2013 apud Bl et al.,
2014). Assim, a combinacdo de medicamentos a base de plantas e anti-H. pylori poderia

melhorar o resultado para pacientes com Ulcera gastrica.

Outro estudo realizado na Alemanha indicou que, aproximadamente, 50% dos pacientes com
sindrome do intestino inflamado j& utilizaram tratamentos alternativos, sendo a homeopatia e a
fitoterapia os mais comuns (LANGHORST et al., 2005).

Os extratos vegetais tém caracteristicas distintas dos farmacos sintéticos. Geralmente, contém
uma série de substancias e, muitas vezes, o(s) principio(s) ativo(s) é(sdo) desconhecido(s)
(SAHOO et al., 2010). Estudos clinicos ja comprovaram a eficacia de alguns produtos naturais
para o tratamento de doencas gastrintestinais. Por exemplo, a capsaicina (derivada de pimentas
do género Capsicum) protegeu a mucosa gastrica em voluntarios sadios que fizeram uso de
acido acetilsalicilico (YEOH et al., 1995). O extrato de Curcuma domestica (acafrdo)
demonstrou ser eficiente para o alivio da dispepsia em um estudo duplo-cego com 116 pacientes
(THAMLIKITKUL et al., 1989). Ja pacientes tratados com extrato de Maytenus ilicifolia
(espinheira-santa) por 28 dias apresentaram melhora significativa, em relagéo ao grupo placebo,
no que diz respeito a sintomatologia dispéeptica global, e principalmente nos sintomas de azia e
gastralgia (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009).
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No Brasil, com a implementacéo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF - BRASIL, 2006) e ado¢do da Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC — BRASIL, 2015), a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME - BRASIL, 2020) conta, atualmente, com doze medicamentos fitoterapicos, dentre
eles, a Espinheira-santa (Maytenus officinalis Mabb.), com indicacdo no tratamento
coadjuvante de gastrite e Ulcera gastroduodenal e sintomas de dispepsia. No Formulério de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2021), constam algumas plantas com
indicacdes terapéuticas para o tratamento de disturbios gastrointestinais e que, inclusive, estdo
incluidas na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, (RENISUS) como a
mil-folhas (Achillea millefolium), horteld-pimenta (Mentha x piperita), carqueja (Baccharis
trimera), boldo-brasileiro (Plectranthus barbatus), dentre outras. Observa-se, portanto, que
com a implementacdo das politicas nacionais para as plantas medicinais houve um incentivo a
pesquisa de plantas medicinais tradicionalmente utilizadas pela populagéo para o tratamento de
diversas doencas, com o intuito de garantir o seu uso seguro, eficaz e de qualidade, o que torna

promissor o estudo da espécie C. lineatifolia.

2.2 A Familia Myrtaceae

Myrtaceae Jussieu é a nona maior familia de plantas superiores, que inclui arvores e arbustos.
Tem como centros de diversidade os tropicos umidos, particularmente na América do Sul,
Austrélia e Asia Tropical, distribuida em 132 géneros e 5671 espécies (GOVAERTS et al.,
2014). As espécies dessa familia tém folhas simples, com glandulas oleiferas, flores
polistémones, ovario mediano a infero, floema interno e pontuacdes ornamentadas nos vasos
do xilema (GOMES et al., 2009). Ela representa uma das maiores familias da flora brasileira,
com 23 géneros e 1034 especies que ocorrem distribuidas em todas as regiGes e formacdes
vegetais do pais (SOBRAL et al., 2015), destacando-se, com mais de uma centena de espécies,

0s géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes.

Economicamente, Myrtaceae € uma familia muito importante. Algumas espécies sao
cultivadas, como a Eucalyptus spp., a partir da qual a madeira é usada para produzir papel, poste
e carvao vegetal; outras espécies sdo ornamentais e algumas séo usadas como especiarias, tais
como Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, conhecido como "cravo-da-india” ou

cravo. Vérias espécies produzem frutos comestiveis que sdo usadas para fazer suco, geleia e
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doces, como Psidium guajava L. ("goiabeira™ e "goiaba™), Myrciaria cauliflora (Mart.) O.Berg
("jabuticabeira™), Eugenia uniflora L. ("pitangueira™), Syzygium spp. ("Jambo"), mas nem todas
sdo cultivadas (CASCAES et al., 2015). Espécies de Myrtaceae também sdo empregadas na
medicina popular para tratar varias doencas, especialmente distdrbios gastrointestinais, estados
hemorréagicos e doencas infecciosas, com uma agdo que provavelmente esta relacionada com
suas propriedades adstringentes, devido a presenca de taninos. As partes mais usadas sdo as

folhas, cascas e também os frutos que sdo comumente consumidos (CRUZ & KAPLAN, 2004).

Infelizmente, algumas espécies dessa familia estdo desaparecendo da natureza antes mesmo que
se tenha conhecimento basico de sua biologia ou se tenha qualquer estudo de seu perfil

fitoquimico ou eficacia farmacoldgica (GRESSLER et al., 2006).

2.3 O género Campomanesia

O género Campomanesia compreende 45 espécies distribuidas predominantemente em florestas
e vegetacOes de savana (LANDRUM, 1986; GOVAERTS et al., 2008). Pode ser separado de
outros géneros da familia Myrtaceae pelas flores pentdmeras, o alto nimero de l6culos
usualmente presentes (3-18, normalmente acima de 5), a presenca de uma parede locular
glandular que recobre a semente e serve como uma falsa cobertura no fruto maduro e um
embrido com grande hipocétilo e pequenos cotilédones (LANDRUM, 1986). No Brasil, de
acordo com Sobral et al. (2015), 41 espécies de Campomanesia sdo conhecidas, com 32 delas

endémicas.

As atividades biologicas nas diferentes espécies do género Campomanesia tém sido atribuidas
principalmente a presenca de metabolitos especiais, como terpenos, flavonoides, champanonas,
taninos e saponinas, identificados em vérios estudos (FIGURA 6, TABELA 2). Dentre essas
substancias, destacam-se os flavonoides, que possuem uma série de propriedades bioquimicas
e farmacoldgicas e que tem despertado interesse. Além de sua propriedade antioxidante, ha
evidéncias de que essas substancias podem afetar diversas fungdes biolégicas como a
permeabilidade capilar, processos secretdrios envolvidos na resposta inflamatoria e a atividade
de enzimas, receptores ou carreadores (NOROOZI et al., 1998; HODEK et al., 2002; MOTA
et al., 2009).
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FIGURA 6 — Algumas substancias quimicas isoladas de espécies de Campomanesia.
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TABELA 2 — Substancias/classes quimicas identificadas e/ou isoladas e atividades bioldgicas de espécies do género Campomanesia.

Espécie
C. lineatifolia

C. guazumifolia

C. xanthocarpa

C. adamantium

Substéancias identificadas e/ou isoladas
Quercitrina e catequina

Quercetina

deoxihexosideo,
deoxihexosideo e acido quinico
Flavonoides, saponinas, taninos

pentose, quercetina

miricetina

Flavonoides, saponinas, taninos

Flavonoides, saponinas, taninos

Taninos, flavovoides (quercetina,
miricetina,  quercitrina e  rutina),
saponinas e terpenos

Flavanonas e chalconas

(6 substéncias)

Monoterpenos (limoneno, a-pineno e B-
pineno e sesquiterpenos
(biciclogermacreno e globulol)

Acido elagico e 4cido gélico

33 substancias volateis (majoritarios: o-
pineno, espatulenol, p-eudesmol, y-
cadineno, y-muuroleno)

Miricitrina, quercetina e miricetina

Material vegetal
Extrato etandlico e
fracdo acetato de
etila (folhas)
Extrato
(folhas)

aquoso

Extrato
hidroalcdlico
(folhas)

Extrato seco
(folhas)

Extrato  etanodlico
(frutos)
Extrato

(folhas)

aquoso

Extrato (frutos)
Fracdo acetato de
etila

Oleo essencial
(folhas)
Extrato agquoso
(raizes)

Extrato hexanico
(frutos)

Extrato aquoso e
acetato de etila
(folhas)

Atividade bioldgica
Antioxidante e gastroprotetora

Anti-inflamatéria

Antiulcerogénica em ratos; toxicidade
aguda com ratos indicando seguranca nas
doses testadas

Reducdo do colesterol total e LDL em
pacientes hipercolesterolémicos;
antioxidante e inibicdo da enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril ~ coenzima A
redutase in vitro

Atividade antidiarreica

Atividades antiagregante
antitrombotica e fibrinoliticas

plaquetéria,

Atividade
tuberculosis

anti-Mycobacterium

Antioxidante e antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans
Atividades  antioxidantes e  anti-
hiperlipidémicas

Antimicrobiana contra S. aureus, P.
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella
setubal, Saccharomyces cerevisiae e C.
albicans
Atividades
antinociceptivas

anti-inflamatérias e

Referéncia
Barbosa, 2009

Catelan et al., 2018

Markman et al., 2004

Ktafke et al., 2010

Souza-Moreira et al., 2011

Klafke et al., 2012

Pavan et al., 2009

Coutinho et al., 2009

Espindola et al., 2016

Cardoso et al., 2010

Ferreira et al., 2013

42



C. phaea

C. pubescens

C. reitziana

Cardamonina

Dimetil-chalconas, = champanona C,
champanona D, flavanonas

Flavanonas e chalconas
(6 substancias)

Sesquiterpenos (40  substancias) e

flavonoides (alpinetina O-
dideoxihexosideo, 5,7-dimetoxiflavanona
e alpinetina)

Sesquiterpenos (23
triterpenos

substancias) e

2. 4’-diidroxi-3,5’-dimetil-6’-
metoxichalcona e 2°,4’-diidroxi-5-metil-
6’-metil-6’-metoxichalcona

34 substéncias volateis (majoritarios: a-
pineno, espatulenol, p-eudesmol, f-
cariofileno)

Dimetil-cardamonina (chalcona)

Extrato  etanodlico

(folhas)

Extrato
diclorometano
(polpa e casca dos

frutos)
Extrato metandlico
(frutos)
Extrato etandlico e
oleo essencial
(folhas)
Extrato  hexanico
(folhas)

Extrato hexanico e
acetato de etila
(frutos)

Extrato hexanico
(frutos)

Extrato metandlico
(frutos)

Atividades anti-proliferativas e efeitos
indutores de apoptose em células de
cancer de prostata
Anti-proliferativa  em
melanoma

células de

Reducdo da agregacdo plaquetaria e
inibicdo da cicloxigenase
Anti-inflamatéria

Antioxidante; toxicidade aguda com
micro crustaceo indicando seguranga nas
doses testadas

Antimicrobiana contra S. aureus, P.
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella
setubal, Saccharomyces cerevisiae e C.
albicans

Anti-nociceptiva

Pascoal et al., 2014

Lima e Silva et al., 2018

Lescano et al., 2018

Lorenconi et al., 2020

Cardoso et al., 2008

Cardoso et al., 2013

Cardoso et al., 2010

Nesello et al., 2016
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2.4 Campomanesia lineatifolia

A Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. (FIGURA 7) é originaria da regido oeste da
Amazonia e sua distribuicdo geografica compreende o estado brasileiro do Amazonas, leste da
Colbmbia e Peru, parte da Bolivia amazonica além de regides ndo inundadas de clima quente e
Umido e solos argilosos pouco drenados, podendo ser também encontrada nos vales
interandinos. E uma espécie arborea que pode atingir 8 a 10 metros de altura
(D'EECKENBRUGGE e FERLA, 2000).

FIGURA 7 — Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. 1) Tronco e folhas; 2) Flores; 3) Formagéo do
fruto; 4) Frutos; 5) Frutos em diferentes estagios de maturidade; 6) Frutos maduros para consumo.

,
‘ "-t

Fonte: Adaptado de Balaguera et al., 2009, p. 115.
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E conhecida popularmente como gabiroba, gaviroba, champa, palillo, guayaba de leche ou
guayaba de mono. O nome gabiroba, em guarani, significa “arvore com casca acida”. Os frutos
sdo comestiveis e bastante apreciados, sendo utilizados no preparo de doces, sucos e licores
(D'EECKENBRUGGE e FERLA, 2000; LORENZI et al., 2006).

Estudos que relacionam a fitoquimica e atividades biol6gicas para a espécie ainda sdo escassos
na literatura. A analise fitoquimica de sementes de C. lineatifolia identificou como principais
constituintes as p-tricetonas (BONILLA et al., 2005; OSORIO et al., 2006), consideradas uma
classe de metabdlitos secundarios relativamente rara e que mostraram atividade antimicrobiana
(BONILLA et al., 2005). Barbosa et al. (2009) isolaram a quercitrina e a catequina e
demonstraram que C. lineatifolia apresenta elevado teor de fenois, como flavonoides e taninos,
além de alta atividade antioxidante, sugerindo a relacdo de sua utilizacdo etnofarmacoldgica
como antidiarreico, antitlcera gastrica e cicatrizante. Madalosso et al. (2012) demonstraram
que extratos etanolico e fracdo de acetato de etila de C. lineatifolia protegeram a mucosa
gastrica de ratos contra lesbes gastricas induzidas por etanol e indometacina, e que o efeito
gastroprotetor parece estar relacionado com suas atividades antioxidantes e seu contetdo
polifendlico. Ainda, a investigacdo de toxicidade aguda na dose de 2000 mg/Kg mostrou
auséncia de morte dos ratos e de alteracbes graves nos comportamentos e sinais clinicos,
indicando a seguranca oral aguda da espécie. Henriques et al. (2016) demonstraram a atividade
anti-TNF-a in vitro de C. lineatifolia, num estudo de triagem de plantas medicinais brasileiras
em células THP-1 estimuladas por LPS, sugerindo sua atividade anti-inflamatéria. Assim, a
continuidade dos estudos de caracterizacdo quimica e bioldgica da espécie C. lineatifolia torna-
se de importancia para relacionar seu uso na medicina tradicional ao tratamento da Ulcera

gastrica.

Esses resultados prévios associados aos relatos do uso popular da espécie C. lineatifolia para o
tratamento de disturbios gastrointestinais suportam a continuidade dos estudos e tornam a

espécie promissora como alternativa ou adjuvante no tratamento de Ulceras gastricas.
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3.1 Introducgéo

Em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa (MADALOSSO et al., 2012; BARBOSA,
2009), a investigacdo preliminar dos constituintes quimicos em extrato etandlico das folhas de
C. lineatifolia obtido por percolagdo mostrou a sua natureza flavonoidica. Este extrato foi
posteriormente submetido a parti¢ces sucessivas com hexano, diclorometano (CH.Cl.), acetato
de etila (AcOEt) e n-butanol, revelando que a planta Campomanesia lineatifolia é rica em
polifenois, com quantidades expressivas tanto de taninos (~ 18% para o extrato etanolico)
quanto de flavonoides (~ 9% para a fracdo AcOEt). A presenca de flavonoides foi confirmada
ndo apenas no doseamento realizado, mas também pelas analises fitoquimicas das fracdes
AcOEt, CHxCI; e extrato etandlico. Apesar do perfil obtido, o processo utilizado foi longo
(acima de 48 horas) e envolveu o consumo de grande quantidade de solventes
(aproximadamente 2 litros). Ainda neste trabalho, duas substancias foram isoladas e
identificadas por técnicas espectroscopicas, a catequina (flavan-3-ol) e a quercitrina (flavonol).
Assim, buscou-se neste trabalho o desenvolvimento de um processo extrativo de execu¢do mais
simples e rapida e de menor custo para obtencdo de extrato de C. lineatifolia rico em

flavonoides.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Material vegetal

A coleta das folhas de Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. foi realizada em fevereiro de
2017, em um remanescente de mata, no campus da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte — MG (GPS 19° 527 9.87°” S; 43° 58 12.04”” W). O material vegetal foi identificado
pelo Dr. Marcos Sobral e uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade Federal de
Minas Gerais, sob o numero BHCB 150606. O registro no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) foi realizado e tem o
codigo A216C7C.


https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
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3.2.2 Obtencéo de extratos

Apds a coleta, as folhas de C. lineatifolia foram submetidas a secagem em estufa com circulagéo
de ar e temperatura de 40 °C, por 72 horas. Em seguida, as folhas secas foram trituradas em
moinho de facas. Por¢bes do material vegetal seco e pulverizado (droga vegetal) foram
submetidas a diferentes métodos extrativos em diferentes solventes ou misturas desses,

descritos a sequir.

3.2.2.1 Extragdo por maceragdo em banho de ultrassom

Pesaram-se 5,0 g do material vegetal seco e pulverizado num béquer de vidro de 250 mL,
adicionaram-se 100 mL de solvente extrator e a solucdo foi entdo submetida a extracdo por
maceracao auxiliada por banho de ultrassom, a temperatura ambiente, durante vinte minutos.
Apos esse periodo, o sobrenadante foi transferido para tubos de centrifuga de 14 mL e
centrifugados a 1.400 g (Centrifuga Edutec, modelo EEQ-9004/B), durante cinco minutos. O
sobrenadante foi filtrado em funil contendo algoddo para um baldo volumétrico. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes e 0s extratos obtidos reunidos no baldo volumétrico
foram evaporados em rotaevaporador (T = 60°C) (Evaporador rotatério Buchi, modelo R-114
e waterbath B-480) e liofilizados (Liofilizador Liotop, modelo L101), para aqueles que
continham &gua, até a completa eliminagdo do solvente, obtendo-se, assim, 0s extratos brutos
secos (FIGURA 8).

Neste método extrativo, os seguintes solventes e misturas de solventes extratores foram
utilizados: etanol comercial 96°GL — 92,8°INPM (EtOH); metanol (MeOH); agua (H20),
EtOH: H20 8:2 v/v; EtOH: H20 7:3 v/v; EtOH: H.0 1:1 v/v; EtOH: H>0 3:7 v/v; EtOH: H20
2:8 viv; AcOEt e EtOH: AcOEt 1:1 v/v.
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FIGURA 8 — Fluxograma dos métodos extrativos por maceracdo (por ultrassom ou agitacdo
eletromagnética) e por sistema de refluxo da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia.
r
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3.2.2.2 Extragdo continua em sistema de refluxo

Pesaram-se 5,0 g do material vegetal seco e pulverizado num béquer de vidro de 250 mL e
transferiram-se para um baldo volumétrico. Entdo, foram adicionados 100 mL de solvente
extrator e a solucdo foi entdo submetida a extracdo por refluxo sob aquecimento (T = 90°C),
durante vinte minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi transferido para tubos de
centrifuga de 14 mL e centrifugados a 1.400 g (Centrifuga Centrifuga Edutec, modelo EEQ-
9004/B), durante cinco minutos. O sobrenadante foi filtrado em funil contendo algoddo para
um segundo bal@o volumétrico. Este procedimento foi repetido mais duas vezes e 0s extratos
obtidos reunidos no baldo volumétrico foram evaporados em rotaevaporador (T = 60°C)
(Evaporador rotatorio Buchi, modelo R-114 e waterbath B-480) ou liofilizados (Liofilizador
Liotop, modelo L101) até a completa eliminacdo do solvente, obtendo-se, assim, 0s extratos
brutos secos (FIGURA 8).
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Neste método extrativo, 0s seguintes solventes extratores e misturas foram utilizados: etanol
comercial 96°GL — 92,8°INPM (EtOH); EtOH: H20 8:2 v/v e EtOH: AcOEt 1:1 v/v.

3.2.2.3 Extracdo por maceracao em agitacao eletromagnética

Pesaram-se 5,0 g do material vegetal seco e pulverizado num béquer de vidro de 250 mL,
adicionaram-se 100 mL de solvente extrator e a solucédo foi entdo submetida a extracéo por
maceracao em agitacdo eletromagnética em chapa aquecida a temperatura de 50 + 5 °C, durante
vinte minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi transferido para tubos de centrifuga de 14
mL e centrifugados a 1.400 g (Centrifuga Edutec, modelo EEQ-9004/B), durante cinco minutos.
O sobrenadante foi filtrado através de funil contendo algodédo para um baldo volumétrico. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes e 0s extratos obtidos reunidos no baldo volumétrico
foram evaporados em rotaevaporador (T = 60°C) (Evaporador rotatério Buchi, modelo R-114
e waterbath B-480) ou liofilizados (Liofilizador Liotop, modelo L101) até a completa

eliminacdo do solvente, obtendo-se, assim, 0s extratos brutos secos (FIGURA 8).

Neste método extrativo, 0s seguintes solventes extratores e misturas foram utilizados: etanol
comercial 96°GL — 92,8°INPM (EtOH); EtOH: H20 8:2 v/v e EtOH: AcOEt 1:1 v/v.

3.2.2.4 Extracdo liquido-liquido a partir do extrato etanolico seco

Pesou-se 0,5 g do extrato etandlico, obtido na extracdo por maceragdo e banho ultrassénico
(item 5.2.1.1) em um béquer de 50 mL, adicionaram-se 10 mL da mistura de solventes H2O:
EtOH (9:1 v/v) e a solucdo, entdo, foi submetida a banho de ultrassom até completa
solubilizacdo. Em seguida, a solucdo foi transferida para um funil de separacdo de 125 mL e
foram adicionados 10 mL de CH2Cl,. O funil de separacdo foi agitado e aguardou-se a
separacdo das fases. A fracdo CH:Cl, foi recolhida e reservada. A fracdo aquosa remanescente
no funil foi adicionado novamente 10 mL de CH.Cl», repetindo-se o procedimento mais duas

VEZES.

Apos as extracdes com CH2Cl,, foram adicionados a fracdo aquosa no funil de separacdo 10
mL de AcOEt e o sistema foi submetido a agitacédo, aguardando-se, posteriormente, a separacao
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das fases. A fragdo em AcOEt foi recolhida e 0 mesmo procedimento foi repetido mais duas
vezes na fragdo aquosa remanescente (FIGURA 9).

FIGURA 9 — Fluxograma da particdo liquido-liquido com diclorometano e acetato de etila do extrato etandlico
obtido por maceragdo por banho de ultrassom da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia.
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Legenda: H,O: EtOH = 4gua: etanol; CH,Cl, = diclorometano; AcOEt = acetato de etila.
As fragbes CH2Cl, e AcOEt (fracdo AcOEt PLL1) reunidas foram evaporadas em capela e a

fracdo aquosa (fragdo aquosa PLL1) foi liofilizada (Liofilizador Liotop, modelo L101) até a
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completa eliminagdo do solvente, obtendo-se, assim, os extratos brutos secos. O mesmo
procedimento de extracéo liquido-liquido descrito acima foi realizado com o extrato etandlico
bruto, obtido por maceracdo em banho ultrassénico, utilizando-se como solvente extrator
apenas acetato de etila, obtendo-se ao final as fracGes aquosa e acetato de etila (PLL2)
(FIGURA 10).

FIGURA 10 - Fluxograma da parti¢do liquido-liquido com acetato de etila do extrato etanélico obtido por
maceragdo por banho de ultrassom da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia.
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Fracao AcOEt Fracdao aquosa 5
gz

1. Retornar ao funil
de separagdo

10 mL AcOEt [

Evaporacdo do solvente em capela

[ |

Fragdo AcOEt| |Fracdo aquosa

Legenda: H,O: EtOH = 4gua: etanol; AcOEt = acetato de etila.

3.2.2.5 Extracdo sélido-liquido a partir do extrato etandlico seco

Pesou-se 0,5 g do extrato etandlico seco, obtido por maceracdo em banho ultrasdnico (item
5.2.1.1) em um tubo de centrifuga de 14 mL, adicionaram-se 10 mL do solvente AcOEt e a
solucdo, entdo, foi submetida a banho de ultrassom até solubilizacdo. Em seguida, a solucéo foi
centrifugada a 1.400 g (Centrifuga Edutec, modelo EEQ-9004/B), durante cinco minutos. O
sobrenadante resultante da centrifugacdo foi recolhido e reservado e, ao residuo, foram
novamente adicionados 10 mL de AcOEt, repetindo-se o procedimento mais duas vezes
(FIGURA 11). As fragbes AcOEt (PSL) reunidas foram evaporadas em capela até a completa

eliminacdo do solvente, obtendo-se, assim, o extrato bruto seco.
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FIGURA 11 — Fluxograma da extragdo sdlido-liquido com acetato de etila do extrato etan6lico obtido por
maceracdo em banho de ultrassom da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia.

5,0 g extrato
etandlico bruto

1. Solubilizar em banho de ultrassom
10 mL AcOEt 2. Centrifugar a 1.400 g por 5 minutos
[ |
Sobrenadante Residuo
(Fr AcOEt)
o
[}
g lubil banho de ult
S | | 1. Solubilizar em banho de ultrassom
= 10 mL AcOEt 2. Centrifugar a 1.400 g por 5 minutos
@
‘g I
2 Sobrenadante Residuo
3 (Fr AcOEt)
o
©
o]
T 1. Solubili banho de ult
© Ll . 20lubilizar em Ranno de ultrassom
§_ 10 mL AcOEt 2. Centrifugar a 1.400 g por 5 minutos
©
o 1
Sobrenadante Residuo
(Fr AcOEt)

Legenda: Fr AcOEt = fracdo acetato de etila.

3.2.3 Analise cromatografica por CLAE/DAD

Preliminarmente, a fim de se avaliarem os diferentes solventes e misturas de solventes, para a
otimizacdo da obtencéo de extratos ricos em fendélicos, foram obtidos os perfis cromatograficos
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a detector de arranjo de diodos
(DAD) de todos os extratos obtidos por maceracdo auxiliada por banho ultrassdnico (item
3.2.1.1) e particdes liquido-liquido (item 3.2.1.4) e sélido-liquido (item 3.2.1.5). As solucdes
foram preparadas a partir dos extratos obtidos da droga vegetal de C. lineatifolia (item 3.2.1)
na concentracdo de 10 mg/mL, em metanol grau CLAE (Dinamica — Quimica Contemporanea
Ltda). Para tanto, pesaram-se 10,0 mg dos extratos em microtubos plasticos e adicionou-se 1,0
mL de metanol grau CLAE. A dissolucéo foi realizada com o auxilio de um banho ultrassénico
por 20 minutos. Em seguida, as soluc¢@es foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi transferido para tubos de 2 mL.

Para andlise por CLAE (Alliance - Waters, equipado com injetor automatico 2695, detector de
arranjo de diodos 2996, bomba L-6200A, integrador C-R4A e programa Empower para

processamento de dados) foi empregado o método previamente descrito por Barbosa (2009)
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para andlise dos extratos de C. lineatifolia. A coluna utilizada foi a de fase reversa C18
(LiChrospher® 100 RP-18, particulas de 5 pm, 125 x 4 mm d.i), pré-coluna de mesma marca,
fase e tamanho de particula, volume de injecdo 10 pL e fluxo de 1 mL/min, com temperatura
de 40°C. A leitura foi realizada em A 210 nm, sendo registrados em uma faixa espectral de A
200 a 600 nm.

A fase movel empregada foi composta de acetonitrila (ACN) grau CLAE (Merck) e agua
destilada (filtrada em sistema Milli-Q), contendo 0,1% de &cido fosférico, na proporcéo inicial

95:5, com gradiente linear de 60% a 40% de 4gua em 60 minutos, conforme Tabela 3.

TABELA 3 - Sistema de eluigdo empregado na obtencéo dos perfis cromatograficos por CLAE dos extratos brutos
e fragBes obtidos por diferentes solventes, a partir da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia.

MATERIAL TEMPO (min.) AGUA/ACIDO* ACETONITRILA/ACIDO*
ANALISADO (%)
0 95 5
Extrato bruto e 60 60 40
fracoes 70 95 5

*ACIDO (%): corresponde a adicio de 0,1% de acido fosférico aos solventes agua e acetonitrila.
Fonte: Adaptado de Barbosa, 2009, p. 44.

3.2.4 Analise cromatografica por CLUE/DAD

Apbs a andlise dos perfis cromatograficos obtidos preliminarmente por CLAE, os solventes /
misturas de solventes que apresentaram resultados extrativos otimizados, em funcéo do teor de
fendlicos, foram selecionados, e seus perfis cromatograficos analisados por Cromatografia
Liquida de ultra Eficiéncia (CLUE) acoplada a detector de arranjo de diodos (DAD), para
selecdo e posterior identificacdo de marcadores quimicos. Ainda, apés a selecdo dos melhores
solventes e misturas de solventes, foi realizado um planejamento experimental, utilizando-se
diferentes métodos extrativos (extracdo continua em sistema de refluxo, item 3.2.1.2 e
maceracao em agitacao eletromagnética, item 3.2.1.3), em comparagdo a maceracao auxiliada
por banho ultrassdnico, com o objetivo de melhorar os resultados da otimiza¢do obtida
anteriormente. Cabe ressaltar que, esta ultima avaliacdo foi realizada apenas pela anélise dos
perfis cromatograficos obtidos por CLUE, tendo em vista que a selecdo preliminar com o0s
solventes e misturas de solventes havia sido realizada utilizando-se os perfis obtidos por CLAE.
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Para tanto, foram preparadas solugfes dos extratos obtidos da droga vegetal de C. lineatifolia
(item 3.2.1) na concentracdo de 5 mg/mL, em metanol grau CLAE, preparadas conforme

descrito no item 3.2.3.

A condicao cromatogréfica utilizada consistiu na utilizacao de sistema de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia UPLC Acquity System® acoplado a detector UV/DAD, coluna Acquity
UPLC® BEH C18 (100 x 2,1 mm d.i., 1,7 um), pré-coluna VanGuard™ C18 (2,1 x 5 mm, 1,7
um), temperatura do forno 40 °C, fase movel em gradiente linear, utilizando-se dgua ultrapura
e acetonitrila grau CLAE, ambos acidificados com 0,1% de acido férmico, conforme descrito
na Tabela 4, fluxo 0,3 mL/ min, comprimento de onda de deteccdo em 210 nm, sendo
registrados em uma faixa espectral de A 200 a 600 nm e volume de injegdo: 2,0 pulL. Para
obtencdo da condicdo cromatografica por CLUE foi utilizado o sistema de conversdo Acquity
UPLC Calculator (Empower).

TABELA 4 —Sistema de elui¢do empregado na obtengao dos perfis cromatogréficos por CLUE-DAD dos extratos
otimizados ricos em fendlicos selecionados, obtidos da droga vegetal de Campomanesia lineatifolia.

TEMPO (min.) AGUA/ACIDO* ACETONITRILA/ACIDO* (%)
0 95 5
48 60 40
56 95 5

*ACIDO (%): corresponde a adigio de 0,1% de 4cido férmico aos solventes agua e acetonitrila.

3.2.5 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Graph Prism versao 6.0.
Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. A comparacao entre
dois grupos foi realizada empregando-se o teste “t de Student” ndo pareado. Para a comparagéo
de mais de dois grupos, foi empregado o teste One-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey
para compara¢Ges multiplas de pequenas amostras. A escolha desses testes foi realizada de
acordo com a dispersdo relativa dos dados na estatistica descritiva e p<0,05 foi considerado

significativo.
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3.3 Resultados e discussao

Sabe-se que os flavonoides sdo encontrados em plantas, principalmente na sua forma
glicosilada, ou seja, com acucares ligados as suas estruturas, podendo ser O-glicosiladas e C-
glicosiladas, sendo a D-glicose e L-ramnose os aglucares mais comuns (HERMANN, 1988;
ERLUND, 2004). O efeito da glicosilagdo faz com que os flavonoides apresentem uma maior
solubilidade em agua e, por isso, solucbes aquosas e hidroalcodlicas podem ser consideradas
mais adequadas para extracdo destas substancias. Ja para as agliconas de flavonoides menos
polares, como isoflavonas, flavanonas, flavonas e flavonois, podem ser extraidos utilizando-se
solventes de baixa a média polaridade como cloroférmio, diclorometano, éter etilico ou acetato
de etila (ANDERSEN e MARKHAM, 2006). Neste trabalho, foram avaliadas misturas de
etanol e agua em diferentes proporg¢des (80:20, 70:30, 50:50, 30:70 e 20:80), além de solventes
puros — EtOH comercial, MeOH e AcOEt — para extracdo do material vegetal. Em decorréncia
da indicacéo na tradicdo popular do consumo medicinal de cha das folhas de C. lineatifolia,
somada a alta polaridade dos flavonoides presentes, realizou-se, ainda, a extracdo utilizando-se

agua.

Os materiais vegetais sdo comumente extraidos empregando-se solventes liquidos, devido a sua
ampla aplicabilidade, eficiéncia e facilidade de utilizacdo (SHARMA e GUPTA, 2015;
SAFDAR et al. 2017). A técnica, denominada extracdo sélido-liquido, em geral, envolve a
secagem e moagem do material vegetal e a escolha de um solvente e de um procedimento
adequado para a extracdo das substancias de interesse (SHARMA e GUPTA, 2015).
Inicialmente, foi utilizado o método extrativo por maceragdo auxiliado por banho ultrassénico
das folhas secas e trituradas de C. lineatifolia, conforme descrito no item 3.2.1.1, realizados em
triplicata, para cada solvente e mistura de solventes. A escolha por esse método deveu-se em
funcdo de se tratar de um método de execucdo rapida, simples e ndo-laboriosa, com menor
consumo de solventes, tornando-se uma alternativa ambientalmente sustentavel para obtencéo
de extratos (MACHADO et al., 2017). O GRAFICO 1 demonstra os resultados do rendimento

(m/m%) desta primeira extracédo efetuada.
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GRAFICO 1 - Rendimentos extrativos (m/m) dos extratos de Campomanesia lineatifolia obtidos por maceragio
auxiliada por banho ultrassénico, empregando-se diferentes solventes extratores. Legenda: EtOH = etanol; MeOH
= metanol; AcOEt = acetato de etila; H,O = 4gua e misturas de etanol e 4gua em diferentes proporgdes. Teste:
One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey (n=3). *P< representam as médias que diferem entre si (p<0,05).
Em anélise aos resultados, pode-se constatar que ndo houve diferenca estatistica nos
rendimentos do extrato EtOH em relacdo aos outros solventes e misturas de solventes testados,
a excecdo do extrato MeOH. Para o extrato MeOH, houve diferenca estatistica em comparacéo
com o extrato AcOEt, H20 e EtOH:H20 (7:3), mas sem diferenca estatistica para os demais.

Além deste protocolo extrativo, outro frequentemente utilizado para obtencdo de extratos
enriquecidos em fendlicos, como flavonoides, é a extracdo sequencial utilizando-se solventes
de polaridades crescentes. Em uma primeira etapa, utiliza-se um solvente de baixa polaridade,
como diclorometano, por exemplo, para extrair as substancias de menor polaridade e agliconas.
Em etapa subsequente, utilizam-se solucGes hidroalcodlicas para obtencédo dos flavonoides mais
polares (ANDERSEN e MARKHAM, 2006). O extrato obtido é comumente denominado
extrato desengordurado. Assim, na tentativa de eliminar as substancias de menor polaridade e,
consequentemente, concentrar os flavonoides presentes, também se avaliou a utilizacdo de
extracOes com diclorometano, acetato de etila e ambos, no extrato etanolico de C. lineatifolia
(PLL1 e PLL2, descritas no item 3.2.2.4 e PSL, descrita no item 3.2.2.5). Os rendimentos

extrativos (m/m) estdo apresentados no Gréfico 2.
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GRAFICO 2 - Rendimentos extrativos (m/m) das fraces obtidas por particio com extrato etandlico seco de
Campomanesia lineatifolia. Legenda: PLL1 = parti¢do liquido-liquido em acetato de etila, desengordurado com
CH,Cly; PLL2 = particdo liquido-liquido com acetato de etila; PSL = extracdo sélido-liquido com acetato de etila.
Teste: One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey (n=3). *>¢ representam as médias que diferem entre si
(p<0,05).

A fracdo acetato de etila obtida por PLL1 apresentou diferenca estatistica quando comparada
as fracOes acetato de etila obtida por PLL2 e PSL. Para as demais fragdes, ndo houve diferenca
estatistica. Assim, preliminarmente, pode-se inferir que as fracdes acetato de etila obtidas por

PLL2 e PSL foram as que apresentaram os melhores rendimentos extrativos (m/m).

Apesar da importancia em se avaliar o rendimento extrativo (m/m) das matérias-primas
vegetais, este parametro pode ndo fornecer informacdes completas sobre a eficiéncia do método
e do solvente utilizado em extrair as substancias de interesse. Entdo, para se identificar o melhor
solvente ou mistura de solvente extrator, foram preparadas solu¢fes dos extratos obtidos para
analise em CLAE-DAD (TABELA 3, item 3.2.3), a fim de se obterem os perfis

cromatograficos.

A utilizacdo de CLAE acoplada a detectores UV-DAD tem sido, nas duas ultimas décadas, o
método padréo para deteccdo de flavonoides em misturas. Na auséncia de substancias quimicas
de referéncia, a técnica oferece informacdes espectrais importantes sobre os flavonoides
presentes em matrizes complexas, por meio do registro de espectros para cada pico do
cromatograma. Isso é possivel porque essa classe de substancias apresenta duas bandas de

absor¢do no UV muito caracteristicas, com valores méximos de comprimento de onda entre
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240 a 285 e 300 a 550 nm, sendo que os varios tipos flavonoidicos podem ser diferenciados
pelas caracteristicas do seu espectro de UV (ANDERSEN e MARKHAM, 2006).

A obtencéo destes perfis cromatograficos permitiu a analise qualitativa da composicao quimica
dos extratos e a identificacdo dos picos referentes as substéncias flavonoidicas majoritarias
presentes, em comparagdo com o0 obtido por Barbosa (2009). A Figura 11 mostra 0s
cromatogramas obtidos por CLAE-DAD, em A 210 nm, para os diferentes solventes utilizados
na extracdo da droga vegetal de C. lineatifolia. Nesta figura, pode-se perceber a ocorréncia de
picos majoritarios comuns entre os diversos cromatogramas de C. lineatifolia, identificando-se,
assim, 0s seus principais marcadores quimicos que, conforme perfil no UV, apresentam

caracteristicas flavonoidicas.

Trés picos majoritarios mais intensos (A, B e C) estdo presentes em todos 0s cromatogramas,
com tempos de retengdo semelhantes (~ 6,9; 18,8 e 23,5 min; respectivamente) para 0s
diferentes solventes e misturas de solventes testados nas extracdes. Foi possivel observar perfil
cromatografico semelhante ao obtido por Barbosa (2009). E importante ressaltar que, apesar da
substancia A ter sido detectada no extrato etanélico em pico de baixa intensidade, e ndo ter sido
detectada na fracdo acetato de etila obtida por Barbosa (2009) nesta eluigéo recente (2019), a
mesma substancia foi identificada, conforme pode ser verificado na Figura 12, nos
cromatogramas identificados como extrato etandlico bruto e fracdo AcOEt (*) (BARBOSA,
2009). A referida substancia foi identificada como sendo 0 monémero de tanino (+) — catequina.
Jacques et al. (2010) demonstraram que as substancias fendlicas apresentam estabilidade
quando armazenadas sob temperatura de refrigeracdo (-10°C a -18°C), por um periodo nao
superior a quatro meses. Van der Sluis, Dekker e van Boekel (2005) descreveram estabilidade
da catequina em condicBes de armazenamento sob refrigeracdo durante um més, mas nenhum
estudo relata a estabilidade desta substancia por periodo superior a seis meses de
armazenamento. Possivelmente, a baixa intensidade do pico da catequina nas amostras de
Barbosa (2009) demonstra que ela pode ter sido degradada nesse periodo de dez anos de

estocagem sob refrigeracgdo, justificando os resultados das corridas cromatogréficas atuais.

Além da catequina, a substancia aqui relacionada como C, também foi identificada por Barbosa
(2009), representando o flavonol quercitrina, presente em todos 0s cromatogramas, nos

diferentes solventes e mistura de solventes extratores.



FIGURA 12 — Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD, em 210 nm, para 0s extratos
obtidos com os diferentes solventes utilizados na extracdo da droga vegetal de C.

lineatifolia.
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Legenda: A, B e C = substancias majoritarias selecionadas; AU = absorbancia. Legenda: EtOH = etanol,;
MeOH = metanol; AcOEt = acetato de etila; H,O = 4gua; PLL1 = parti¢do liquido-liquido do extrato
etanélico seco com diclorometano e acetato de etila; PLL2 = parti¢do liquido-liquido do extrato
etanolico seco com acetato de etila; PSL = extracéo s6lido-liquido do extrato etandlico seco com acetato
de etila. (#) Perfil cromatografico obtido em corrida recente com amostra obtida em 2009; (*) Perfil
cromatografico obtido por Barbosa (2009) no ano de 2009, sob as mesmas condi¢es cromatogréficas.

Condig¢des cromatograficas em material e métodos, item 3.2.3.
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Os espectros UV das substancias referentes aos picos A, B e C apresentaram padrdes de bandas

semelhantes entre si, correspondendo, possivelmente, a presenca de substancias flavonoidicas,

em funcéo de bandas observadas: uma banda entre A 250 e 280 nm e outra entre A 340 e 380

nm (FIGURA 13).
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FIGURA 13 — Espectros no UV dos picos majoritarios A, B e C obtidos nos cromatogramas em CLAE-FR., dos
extratos de Campomanesia lineatifolia com diferentes solventes e misturas de solventes.
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Legenda: UV = ultravioleta; AU = absorbancia, CLAE-FR = cromatografia liquida de alta eficiéncia, fase reversa;
EtOH = etantlico; MeOH = metandlico; AcOEt = acetato de etila; H,O = agua; PLL1 = parti¢do liquido-liquido
do extrato etandlico seco em acetato de etila desengordurado com diclorometano ; PLL2 = parti¢do liquido-liquido
do extrato etandlico seco com acetato de etila; PSL = extracao solido-liquido do extrato etan6lico seco com acetato
de etila; fracdo AcOEt (BARBOSA, 2009) = espectros UV obtidos na mesma data da corrida realizada para os
demais solventes e (*) espectros UV obtidos por Barbosa (2009), sob as mesmas condi¢Bes cromatograficas.
Condigdes cromatograficas em material e métodos, item 3.2.3.

Apos a analise e selecdo das substancias majoritarias A, B e C por meio de seus perfis
cromatograficos (respectivos tempos de retencdo) e espectros no UV, fez-se necessario o estudo
da eficiéncia da extracdo dessas substancias de interesse, em funcdo do uso de diferentes
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solventes e misturas de solventes e das &reas respectivas destes picos. Analisando-se
individualmente a eficiéncia da extracdo para as substancias B e C, os diferentes solventes e
misturas de solventes utilizados ndo apresentaram diferenca estatistica entre eles. Para a
substancia A, conforme pode ser demonstrado no Grafico 3, a extracdo com o solvente AcOEt
foi 0 menos eficiente em relagdo as misturas EtOH:H20, nas proporcdes 7:3, 3:7 e 2:8. Para 0

restante, ndo houve diferenca estatistica entre os solventes e misturas utilizados.

1.5810 "1
EtOH

MeOH
AcOEt

I

1.0910 "4

N

EtOH: H,0 (8:2)
L EtOH: H,0 (7:3)
EtOH: H,0 (1:1)
EtOH: H,O (2:8)
EtOH: H,0 (3:7)

5.0910 °+

i

Area cromatograma (AU)

Substancias majoritarias

GRAFICO 3 — Areas dos picos cromatograficos obtidos por CLAE, das substancias fendlicas majoritérias
selecionadas (A, B e C) para cada extrato de Campomanesia lineatifolia com diferentes solventes e mistura de
solventes extratores. Legenda: EtOH = etanol; MeOH = metanol; AcOEt = acetato de etila; H,O = 4gua. Teste:
Two-way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey (n=3). (*) representa diferenca estatistica entre o solvente
AcOEt com as misturas EtOH:H,0 7:3; 3:7 e 2:8, com p<0,05. Condi¢des cromatograficas em material e métodos,
item 3.2.3.

Também foi avaliada a eficiéncia das extracdes para as fragdes PLL1, PLL2 e PSL para as
substancias A, B e C, individualmente. O perfil das extracdes € mostrado no Grafico 4. Para as
substancias A e B, ndo houve diferenca estatistica com relacdo as particGes realizadas. Para a
substancia C, a fracdo AcOEt PLL1 demonstrou ser mais eficiente na extracdo, mas sem

diferenga estatistica para as demais fracdes obtidas pelas particoes.
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GRAFICO 4 — Areas dos picos cromatograficos obtidos por CLAE, das substancias fendlicas majoritéarias
selecionadas (A, B e C) para cada fragao de parti¢des e extracfes sélido-liquido realizadas com o extrato etandlico
seco de Campomanesia lineatifolia. Legenda: CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia; PLL1 = particdo
liquido-liquido com diclorometano e acetato de etila; PLL2 = parti¢éo liquido-liquido com acetato de etila; PSL =
extracdo solido-liquido com acetato de etila. Teste: Two-way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey (n=3). (*)
representa diferenca estatistica entre a Fracdo AcOEt PLL1 e demais Fragdes avaliadas, com p<0,05. Condigdes
cromatograficas em material e métodos, item 3.2.3.

Os Graficos 5 e 6 mostram o somatorio das areas dos picos das trés substancias selecionadas
(A, B e C) obtidos por CLAE, nos diferentes solventes e misturas de solventes utilizados nos
métodos extrativos descritos, sob as mesmas condi¢des cromatograficas (TABELA 3, item
3.2.3).

Em analise ao Grafico 5, observou-se que os extratos obtidos utilizando 100% de solventes
organicos apresentaram concentracfes muito baixas dos flavonoides selecionados, a excecao
do extrato EtOH. Ainda, foi demonstrada uma boa eficiéncia com a utilizagcdo de solucdes

hidroalcodlicas contendo 80% e 70% de etanol.
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GRAFICO 5 — Somatério das areas dos picos cromatograficos obtidos por CLAE, das substancias fendlicas
majoritarias selecionadas (A, B e C) para cada extrato de Campomanesia lineatifolia com diferentes solventes e
mistura de solventes extratores. Legenda: EtOH = etanol; MeOH = metanol; AcOEt = acetato de etila; H,O = agua.
Teste: One-way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey (n=3). ¢ representam as médias que diferem entre si
(p<0,05). Condic¢des cromatogréficas em material e métodos, item 3.2.3.

A eficiéncia maxima de extracdo das substancias de interesse, a partir das fracfes obtidas por
particbes, como pode ser demonstrada no Grafico 6, foi observada com a utilizacdo da técnica
de particdo liquido-liquido do extrato etandlico de C. lineatifolia com o solvente acetato de etila

(PLL1), desengordurada com diclorometano.
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GRAFICO 6 — Somatdrio das areas dos picos cromatogréficos obtidos por CLAE, das substancias fendlicas
majoritarias selecionadas (A, B e C) para cada fragdo de particGes realizadas com o extrato etandlico seco de
Campomanesia lineatifolia. Legenda: CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia; PLL1 = particao liquido-
liquido com diclorometano e acetato de etila; PLL2 = parti¢do liquido-liquido com acetato de etila; PSL = extracdo
sélido-liquido com acetato de etila. Teste: One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey (n=3). abcd
representam as médias que diferem entre si (p<0,05). Condi¢Ges cromatograficas em material e métodos, item
3.2.3.
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Portanto, preliminarmente, as andlises utilizando-se o método analitico por CLAE, permitiu
selecionar os extratos e particdes que apresentaram eficiéncia na extracdo das substéncias
fendlicas de interesse (extratos EtOH, EtOH:H20 8:2 e 7:3 e a fragdo acetato de etila PLL1), a

partir da droga vegetal de folhas de Campomanesia lineatifolia.

Para facilitar a analise e o estudo de flavonoides e substancias fendlicas, a etapa cromatografica
é frequentemente necessaria para separar individualmente uma substancia da outra. Para tanto,
a cromatografia liquida tem sido a técnica de separacdo mais comumente utilizada (MARSTON
e HOSTETTMANN, 2006). Nos ultimos anos, a CLAE vem sendo substituida pela CLUE, que
inclui diversas vantagens, incluindo tempos menores de anélises e melhores sensibilidade e
resolucdo nos cromatogramas (CHURCHWELL et al., 2005; ORTEGA et al., 2010).

A partir desta analise preliminar, foi proposta a transferéncia analitica de CLAE para CLUE, a
fim de se obter os resultados cromatograficos em menores intervalos de tempo de eluicdo, com
menor consumo de solventes, com menores quantidades de amostra analisada e com a intencéo
de desenvolvimento analitico e validacdo posterior do método analitico para quantificacéo.
Entretanto, quando se realiza a transposi¢do de um método analitico de CLAE para CLUE, é
crucial existir uma confirmagdo de que os novos resultados obtidos em CLUE sejam
semelhantes aos ja existentes em CLAE, em especial no que diz respeito ao parametro de
resolucdo entre as substancias de interesse. Ainda, por ser a transferéncia de um método
analitico de CLAE para CLUE um processo longo, que requer a avaliacdo e o ajuste de uma
série de parametros cromatograficos considerados criticos na transferéncia analitica que
incluem o tipo de coluna utilizada, o fluxo da fase mével, a temperatura da coluna, a propor¢édo
da fase movel utilizada, a composicao da fase movel e o volume de injecdo da amostra (PORTO,
2014).

O cromatografo utilizado conta com o software Empower, dotado de uma ferramenta, o Acquity
UPLC Calculator, que permite a introdugdo das condi¢des cromatograficas de um método em
CLAE e sugere a adaptacao desses mesmos parametros para CLUE. Nao obstante, a utilizacéo
do Acquity UPLC Calculator é apenas um ponto de partida para os estudos de transferéncia
analitica, uma vez que as condi¢Ges cromatograficas aconselhadas podem, nem sempre, ser
totalmente aplicaveis a transferéncia em estudo. A equivaléncia das condi¢6es da eluigdo obtida

pela calculadora de converséo é descrita na Tabela 4 (item 3.2.4).
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Para andlise e interpretagdo dessa condi¢do analitica inicial obtida pela transferéncia dos
métodos de CLAE para CLUE, apenas o extrato EtOH foi utilizado, tendo em vista que se tratou
de um extrato com bom rendimento (GRAFICO 5) e de facil obtencao, quando comparado aos
outros extratos com bons rendimentos (EtOH:H20 8:2 e 7:3; fracdo acetato de etila PLL1). Este
primeiro perfil cromatografico em CLUE do extrato etandlico ndo apresentou boa resolugéo
das substancias majoritarias previamente selecionadas por CLAE, no comprimento de onda de
210 nm. Para que a resolucéo se tornasse melhor, o método analitico foi modificado (Condicgéo
experimental C, Tabela 6, item 4.2.1) e novo perfil cromatografico obtido por CLUE
(FIGURA 14).

FIGURA 14 — Perfil cromatografico do extrato etandlico de Campomanesia lineatifolia obtido por CLUE, em

comprimento de onda de 210 nm.
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Zzginda: AU = absorbancia; CLUE = cromatografia liquida de ultra eficiéncia. Condicdo cromatografica C, item
O comprimento de onda inicialmente escolhido de 210 nm foi proposto objetivando-se uma
analise de varredura das possiveis substancias presentes nos extratos de C. lineatifolia. Apos a
obtengdo dos espectros em UV, pode ser constatado que, a maioria dos picos registrados,
apresentaram espectros de UV compativeis com substancias fendlicas, dentre eles taninos,
flavonas e flavondis, assim como descrito por Barbosa (2009), para os extratos de C.
lineatifolia. Os espectros de flavonas e flavondis em metanol exibem dois picos de absorcédo de
alta intensidade na regido de 240-400 nm. Estes dois picos s&o comumente referidos como
banda | (usualmente 300 a 380 nm) e banda Il (240 - 280 nm). A absorcdo da banda | esta
associada a presenca do sistema cinamoila do anel B e a absorcdo da banda 11 € decorrente da
presenca do grupo cromoforo benzoila do anel A. Essas caracteristicas permitem diferenciar as
flavonas e os flavonois das demais classes de flavonoides. A banda I de flavonas ocorre em
comprimentos de onda de 304-350 nm, enquanto a banda I dos flavondis, de uma maneira geral,

apresentam o comprimento de onda de absor¢do superior a 350 nm, devido a presenca da
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hidroxila na posigdo 3, que aumenta a densidade eletrénica do cromdéforo cinamoila. Entretanto,
em flavonois que apresentam substituicdo da hidroxila na posicdo 3 (metilas ou agUcares) a
banda I (328-357 nm) sobrepde-se a regido da banda | em flavonas, e a forma geral das curvas
espectrais aproximam-se daquelas das flavonas. (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970)

(FIGURA 15).

FIGURA 15 — Caracteristicas estruturais das flavonas e flavondis e seus respectivos grupos benzoila e cinamoila.

S0 .
Benzoila Cinamoila

Esqueleto de flavona Esqueleto de flavonol

Fonte: Adaptado de Mabry, Markham e Thomas, 1970, p. 42.

Baseando-se nos padrbes de absorcdo das substancias flavonoidicas, novo cromatograma foi
obtido (nas mesmas condi¢cBes cromatograficas descritas para a Figura 14), agora em

comprimento de onda de 270 nm, visando melhorar a seletividade para identificacdo dessas

substancias (FIGURA 16).

FIGURA 16 — Perfil cromatografico do extrato etanélico de Campomanesia lineatifolia obtido por CLUE,
em comprimento de onda de 270 nm.
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Legenda: AU = absorbancia; CLUE = cromatografia liquida de ultra eficiéncia. Condigao cromatografica C, item
4.2.1.

Observou-se, neste comprimento de onda (270 nm), a presenca de cinco picos majoritarios, 0s
quais foram numerados de 1 a 5, conforme seu tempo de retencdo. A partir dessa selegéo,
procederam-se as corridas dos extratos com maiores rendimentos selecionados por CLAE em

CLUE, mantendo-se a mesma condi¢do cromatografica anterior (condigdo experimental C,
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Tabela 6, item 4.2.1) nos diferentes solventes e misturas (extratos EtOH, EtOH:H.O 8:2,
EtOH:H,0 7:3 e a fracdo acetato de etila PLL1) (FIGURA 17).

FIGURA 17 — Perfis cromatograficos dos extratos e fracdo otimizados de Campomanesia lineatifolia, obtidos por
CLUE, em comprimento de onda de 270 nm.
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Legenda: AU = absorbancia; CLUE = cromatografia liquida de ultra eficiéncia; EtOH = etanol, H,O = agua; AcOEt
= acetato de etila; PLL1 = parti¢do liquido-liquido com diclorometano e acetato de etila do extrato etandlico seco
de C. lineatifolia Condigdo cromatogréfica C, item 4.2.1.

Para se tragar o perfil quantitativo dessas substancias selecionadas (1 a 5), as areas absolutas

dos 5 picos foram avaliadas por CLUE (A 270 nm, nas mesmas condi¢des cromatograficas
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descritas anteriormente), em funcdo dos diferentes solventes e misturas de solventes extratores

mais eficientes, selecionados previamente por CLAE (GRAFICO 7).
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GRAFICO 7 — Somatério das areas dos picos cromatograficos obtidos por CLUE (A 270 nm), das substancias
flavonoidicas majoritarias selecionadas (1 a 5) para os extratos e fragdo otimizados de Campomanesia lineatifolia.
Legenda: AU = absorbéncia; CLUE = cromatografia liquida de ultra eficiéncia; EtOH = etanol, H,O = 4gua; AcOEt
= acetato de etila; PLL1 = parti¢do liquido-liquido com diclorometano e acetato de etila do extrato etandlico seco
de C. lineatifolia. Teste: One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey (n=3). #>¢ representam as médias que
diferem entre si (p<0,05). Condigdo cromatogréfica C, item 4.2.1.

A fracdo AcOEt PLL1 mostrou-se a mais enriquecida com relacdo as substancias de interesse
(1 a 5), apresentando diferenca estatistica quando comparada com os demais extratos (EtOH,
EtOH:H.O 8:2 e 7:3). Para os extratos etandlico e hidroalcodlicos, os que apresentaram
melhores eficiéncias foram os extratos EtOH:H»0 8:2 e 7:3, sem diferenca estatistica entre eles,

seguido do extrato EtOH, que apresentou diferenca estatistica somente para o EtOH:H.0 e 7:3.

Estudos conduzidos com espécies do género Campomanesia para avaliacdo de atividades
bioldgicas e ensaios de toxicidade, em funcdo dos flavonoides presentes nos extratos, também
utilizaram como solventes extratores o etanol (SOUZA-MOREIRA, et al., 2011; KLAFKE et
al.,, 2012; PASCOAL et al., 2014), solugdes hidroalcoodlicas (MARKMAN et al., 2004) e
acetato de etila (FERREIRA et al., 2013). Os resultados entdo descritos corroboram com o
perfil otimizado obtido para os solventes / misturas de solventes extratores avaliados: etanol e
etanol:agua (8:2) para as folhas de C. lineatifolia neste estudo. E importante ressaltar que, a
fracdo acetato de etila PLL1, apesar de ter demonstrado melhor eficiéncia em extrair as

substancias majoritarias selecionadas por CLUE (1 a 5), foi excluida das proximas etapas de
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otimizacdo na obtencéo de extratos enriquecidos em flavonoides, tendo em vista que apresentou
menor rendimento (m/m%) (GRAFICO 2) e por apresentar um processo de obtencdo mais
laborioso e com maior consumo de solventes extratores e tempo, além da toxicidade do solvente

acetato de etila.

Relacionando os resultados apresentados em nosso estudo aos publicados anteriormente por
Barbosa (2009) e Madalosso et al. (2012), foi proposto um planejamento experimental para
avaliacdo de dois novos métodos extrativos, quais sejam, a maceracdo sob agitacao
eletromagnética e sistema continuo de refluxo (condensador de bolas), em comparagdo ao
método utilizado preliminarmente, maceracdo com auxilio de banho ultrassénico, na tentativa

de otimizar a obtencao de extrato rico em fendlicos.

Véarios métodos extrativos podem ser propostos com o objetivo de se obterem extratos
enriquecidos em fenolicos. Machado et al. (2017) desenvolveram e otimizaram um método de
extracdo para obtencdo de extrato enriquecido em substancias fenolicas nas sementes de
guarana, que empregou a maceracdo liquido-sélido utilizando mistura de solventes de
EtOH:H,O (8:2, v/v) com &cido diluido (H3POs 0,1% em 4&agua, v/v), sob agitacdo
eletromagnética, em temperatura de 75-78 °C, em trés extracGes sucessivas, 10 minutos cada.
Outros estudos também se concentram na extracdo de substancias fendlicas por meio de
solventes aceitos pela industria farmacéutica e de alimentos, por exemplo, dgua e etanol, em
combinacdo com as técnicas de extracdo assistida, como extracdo liquida pressurizada, extracdo
por microondas e extragdo assistida por ultrassom (BODOIRA et al., 2017; CALEJA et al.,
2017; DUBA et al., 2015; XU et al., 2015).

A temperatura do processo extrativo € um outro parametro que deve ser levado em
consideracdo. Diversos estudos demonstram que o aumento da temperatura melhora a
solubilidade das substancias fenolicas nos solventes extratores e otimiza a extracdo dessas
substancias em matérias-primas vegetais (DANESHFAR, GHAZIASKAR e HOMAYOUN,
2008; SRINIVAS et al., 2010; CUEVAS-VALENZUELA et al., 2014; BODOIRA et al.,
2019).

Diante do exposto, para 0s métodos extrativos propostos no planejamento experimental, o

solvente EtOH e a mistura de solventes EtOH:H,O (8:2) foram mantidos, tendo em vista a
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eficiéncia que demonstraram na obtencdo de extratos ricos em fendlicos (avaliados
anteriormente por CLAE e CLUE), além de boa solubilidade das substancias fendlicas nestes
solventes (DANESHFAR, GHAZIASKAR e HOMAYOUN, 2008; BARBOSA, 2009;
MADALOSSO et al., 2012; VUONG et al., 2011; CUEVAS-VALENZUELA et al., 2014).
Como ndo houve diferenca estatistica entre as misturas EtOH:H20 (8:2) e (7:3), este Gltimo ndo
foi incluido no planejamento, tendo em vista a maior dificuldade de se retirar a agua que se
encontra em maior proporcao nesse extrato. Em adicdo, nova mistura de solventes foi incluida
no planejamento, etanol:acetato de etila (1:1) [EtOH: AcOEt (1:1)], tendo em vista que o
solvente acetato de etila tem demonstrado eficiéncia na extracdo de substancias fendlicas
(DANESHFAR, GHAZIASKAR e HOMAYOUN, 2008; VUONG et al., 2011; FERREIRA et
al., 2013) e também pelo fato de a particdo com acetato de etila PLL1 ter demonstrado um bom

resultado. O planejamento experimental encontra-se sumarizado na Tabela 5.

Tabela 5 — Planejamento experimental proposto para avaliacdo de diferentes méetodos extrativos e solventes /
mistura de solventes, na obtengdo de extratos enriquecidos em fendlicos, a partir da droga vegetal de folhas de C.
lineatifolia.

ENSAIO SOLVENTE / MISTURA DE AGITACAO / TEMPERATURA (°C)
SOLVENTES

1 EtOH Banho ultrassénico (US) / 27°C

2 EtOH Chapa eletromagnética (AE) / 50 £ 2°C

3 EtOH Sistema continuo de refluxo (R) / 100 + 5°C
4 EtOH:H,0 (8:2) Banho ultrassénico (US) / 27°C

5 EtOH:H20 (8:2) Chapa eletromagnética (AE) / 50 £2°C

6 EtOH:H20 (8:2) Sistema continuo de refluxo (R) / 100 £ 5°C
7 EtOH:AcOEt (1:1) Banho ultrassénico (US) / 27°C

8 EtOH:AcOEt (1:1) Chapa eletromagnética (AE) / 50 £2°C

9 EtOH:ACOEt (1:1) Sistema continuo de refluxo (R) / 100 + 5°C

Legenda: EtOH = etanol, H,O = 4gua e AcOEt = acetato de etila, US = maceracdo auxiliada por ultrassom, AE =
maceracdo sob agitacdo eletromagnética; R = extracdo em sistema continuo de refluxo.

Os parametros entdo propostos foram em funcgdo do tipo de solvente / mistura de solventes
utilizados e o metodo extrativo. Para a avaliacdo da otimizacdo em diferentes métodos
extrativos, os perfis cromatograficos de cada extrato foram obtidos por CLUE-UV/DAD, em
comprimento de onda de 270 nm, e as areas dos picos majoritarios (picos de 1 a 5) foram
comparadas (GRAFICO 8).
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Gréfico 8 — Area dos picos das substancias majoritarias (picos de 1 a 5) de extratos de C. lineatifolia obtidos por
CLUE-UV/DAD em diferentes métodos e solventes extrativos. Cada barra representa a média + EPM, Two-way
ANOVA, com comparacdo pds-teste de Tukey, p<0.05. Legenda: EtOH = etanol; H,O = agua; AcOEt = acetato
de etila; US = maceracéo auxiliada por ultrassom; AE = maceracdo sob agitacdo eletromagnética; R = extracdo
em sistema continuo de refluxo. Condig8o cromatogréfica C, item 4.2.1.

Para as substancias identificadas como picos 1, 2 e 4, ndo houve diferenca estatistica para 0s

diferentes métodos extrativos e solventes / misturas de solventes testados.

Para a extracdo da substancia 3 (pico 3), o método por refluxo, utilizando etanol como solvente
(EtOH R) foi estatisticamente diferente dos sistemas EtOH US; EtOH AE; EtOH: AcOEt (1:1)
US, R e AE, mas sem diferenca estatistica quando se utilizou os solventes EtOH:H>0 (8:2) para
todos os métodos (GRAFICO 9).
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Grafico 9 — Avaliacdo dos métodos extrativos em extratos de C. lineatifolia, em funcéo da area do cromatograma
obtido por CLUE-UV/DAD, para a substancia 3 (pico 3). Legenda: EtOH = etanol; H,O = agua; AcOEt = acetato
de etila; US = maceracédo auxiliada por ultrassom; AE = maceragdo sob agitacdo eletromagnética; R = extracao
em sistema continuo de refluxo. Teste: Two-way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey (n=3). Cada barra
representa a média + EPM e 2°< representam as médias que diferem entre si (p<0,05). Condicio cromatografica
C,item4.2.1.
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Para a extracao da substancia 5 (pico 5), 0 método de maceragdo com auxilio de ultrassom (US),
utilizando-se a mistura de solventes EtOH:H>0 (8:2), foi estatisticamente mais eficiente em
relacdo aos sistemas EtOH:H,O (8:2) AE e R; EtOH US e AE; EtOH: AcOEt (1:1) US, AE e
R, mas sem diferenca estatistica quando se utilizou o solvente etanol, no sistema de refluxo
(EtOH R), conforme Grafico 10.
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Gréfico 10 — Avaliacdo dos métodos extrativos em extratos de C. lineatifolia, em funcdo da area do cromatograma
obtido por CLUE-UV/DAD, para a substancia 5 (pico 5). Legenda: EtOH = etanol; AcOEt = acetato de etila; US
= maceracao auxiliada por ultrassom; AE = maceracdo sob agitagdo eletromagnética; R = extracdo em sistema
continuo de refluxo. Teste: Two-way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey (n=3). Cada barra representa a
média + EPM e 2°< representam as médias que diferem entre si (p<0,05). Condigdo cromatogréfica C, item 4.2.1.

3.4 Conclusotes

As extracOes por EtOH R e EtOH:H,0 (8:2) US representaram métodos otimizados para a
obtencdo das substancias majoritarias selecionadas (1 a 5). A eficiéncia dessas extraces
também demonstrou a influéncia da utilizacdo de solventes polares isolados (EtOH) e de
mistura hidroalcoolica (EtOH:H20 8:2, v/v) na extracdo de substéncias flavonoidicas de C.
lineatifolia, demonstrando o perfil da solubilidade das substancias de interesse em solventes
polares. O uso de “solventes verdes” esta sendo priorizado em analises de rotina do laboratoério,
visando estabelecer as “impressoes digitais” cromatograficas de inimeras amostras de plantas.
Tal enfoque é particularmente Util para analise de plantas medicinais devido ao programa criado
pelo Ministério da Satde para viabilizar o uso de fitoterapicos pelo Sistema Unico de Salde
(SUS) (BRASIL, 2009; FUNARI et al., 2014) e atender aos regulamentos da ANVISA para o
uso seguro de fitoterapicos. Portanto, para fins praticos e sustentaveis, o sistema por refluxo
utilizando-se etanol como solvente foi selecionado para as etapas de desenvolvimento e
validagdo do método analitico para quantificacdo dos marcadores, bem como para os testes in

Vivo e in vitro.
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4.1 Introducgéo

O desenvolvimento de método analitico faz-se necessario para contribuir com a padronizacao
quimico-bioldgica do extrato de C. lineatifolia, bem como identificar os marcadores quimicos

da espécie.

O mapeamento completo da constituicdo metabolica de uma espécie exige, necessariamente, 0
uso de instrumentos e de técnicas analiticas avancadas de alto desempenho, isto porque, em
plantas, geralmente se obtém uma mistura complexa de substancias por extragdo com solventes.
O acoplamento de uma técnica que leve a separacao dos constituintes de uma amostra com uma
ou mais técnicas espectroscopicas que tragam informaces sobre a estrutura destes constituintes
é frequentemente utilizado para o estabelecimento dos perfis metabdlicos de amostras. Dentre
as técnicas de separacdo mencionadas, a cromatografia liquida de alta e ultra eficiéncia, CLAE
e CLUE, respectivamente, associadas ao detector de UV e de arranjo de diodos (DAD) sdo as
mais utilizadas em estudos metabol6micos por serem adequadamente compativeis com grande
namero de analitos. Além disso, CLAE e CLUE séo instrumentos de facil manuseio, podem ser
totalmente automatizados e exibem boa resolucéo, reprodutibilidade e seletividade (CORDEL
e SHIN, 1999; TISTAERT, DEJAEGHER e HEYDEN, 2011; ZHONG, LI e JIANG, 2009;
FUNARI et al., 2013).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de CLUE nas analises de extratos vegetais tem sido relatada
como sendo uma técnica que trouxe novas possibilidades em cromatografia liquida,
especialmente em relacéo a diminuicéo do tempo e consumo de solventes (NOVAKOVA et al.,
2010). Basicamente, a técnica combina a utilizacdo de colunas com particulas de didmetro
menor do que 2 mm e instrumentacdo que permite operar com altas pressdes da fase mdvel
(6.000 — 15.000 psi), o que possibilita diminuicdo significativa do tempo de analise em

comparagdo com a CLAE convencional. Esta € uma importante vantagem na analise de extratos
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vegetais complexos em medicamentos fitoterapicos ou em programas de triagem para busca de
substancias bioativas em extratos vegetais (YARIWAKE, PEREIRA e MCCULLAGH, 2006).

Assim, considerando as vantagens da técnica, a partir das condi¢cGes cromatograficas
inicialmente estabelecidas para obtencdo do perfil exploratério de extratos de C. lineatifolia,
foram realizadas modificagdes visando a transferéncia do método para uma condicdo por
CLUE, para promover a separacdo adequada dos flavonoides presentes com menor tempo de

analise e consumo de solventes.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Desenvolvimento de método analitico

Para o desenvolvimento do método analitico, foi utilizado o extrato etandlico obtido por
extracdo continua em sistema de refluxo (EtOH R), o qual se mostrou otimizado em relagéo as

substancias majoritarias flavonoidicas identificadas por CLAE e CLUE.

As modificacOes realizadas a partir da condicdo inicial estabelecida na obtencdo do perfil
exploratdrio de extrato de C. lineatifolia visaram a transferéncia do método para uma condi¢édo
por CLUE, com a utilizacdo da calculadora de Colunas Waters® ACQUITY UPLC, conforme
descrito no item 3.2.4.

A partir da condicdo A (TABELA 6) foram realizadas as modificagdes necessarias para
separacao dos picos de interesse e otimizacdo do método de analise. Os parametros avaliados
para o desenvolvimento do método incluiram o preparo da solucdo amostra, 0 modificador
organico, temperatura do forno, fluxo, inclinagéo do gradiente e tempo de analise. As condicdes
avaliadas estdo sumarizadas na Tabela 6. Em todas as condicdes avaliadas, o volume de injecédo
foi de 2,0 pL, com utilizagdo de pré-coluna VanGuard™ C18 (2,1 x 5 mm d.i., 1,7 pm)
(Waters), coluna Acquity UPLC® BEH C18 (100 x 2,1 mm d.i., 1,7 um). As leituras foram
realizadas em comprimento de onda de 335 nm, sendo 0s cromatogramas registrados em uma

faixa espectral de 200 a 600 nm.

Para as condicOes experimentais, as solugdes dos extratos foram preparadas em metanol grau
CLAE (conforme descrito no item 3.2.4).



O caélculo do volume morto foi determinado teoricamente, por meio da férmula:

Vo=(mxr?xC)(0,5)

Onde: r = raio interno da coluna, em mm; C = comprimento da coluna, em mm.
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TABELA 6 — Condigdes cromatogréaficas (A-P) por CLUE para o desenvolvimento do método analitico para
quantificacdo das substancias de interesse em extrato etanélico de C. lineatifolia.

t ELUENTE % T FLUXO t (min) ELUENTE % T FLUXO
(min) A B C (°C) | (mL/min) A B C (°C) | (mL/min)
Condicéo experimental A Condicdo experimental B
0 95 - 5 0 95 - 5
48 60 - 40 40 0,3 18 82 - 18 40 0,3
56 95 - 5 22 95 - 5
Condicéo experimental C Condicao experimental D
0 95 - 5 0 98 - 2
1 92 - 8 2 85 - 15
22 78 - 22 5 85 - 15
25 5 - 95 40 0,3 18 5 - 95 40 0,3
27 5 - 95 18,1 5 - 95
30 95 - 5 20 98 - 2
25 98 - 2
Condicéo experimental E Condicéao experimental F
0 98 - 2 0 98 - 2
6,5 85 - 15 1 92 - 8
16,5 85 - 15 10 85 - 15
17 5 - 95 40 0,3 20 85 - 15 40 0,3
19 5 - 95 20,5 5 - 95
20 98 - 2 22 5 - 95
25 98 - 2 25 98 - 2
30 98 - 2
Condicéo experimental G Condicéao experimental H
0 98 2 - 0 95 - 5
6,5 85 15 - 5 85 - 15
16,5 85 15 - 13 80 - 20
17 5 95 - 40 0,3 13,1 5 - 95 40 0,3
19 5 95 - 15 5 - 95
20 98 2 - 17 95 - 5
25 98 2 - 20 95 - 5




Condicéo experimental |

Condicdo experimental J

95

0 95 - 5 0 85 - 15
1 85 - 15 10 79 - 21
10 79 - 21 10,1 5 - 95
10,1 5 - 95 40 0,3 12 5 - 95 40 0,3
12 5 - 95 13 95 - 5
13 95 - 5 15 95 - 5
15 95 - 5
Condicédo experimental K Condicédo experimental L
0 85 - 15 0 85 - 15
9 80 - 20 9 80 - 20
9,1 5 - 95 9,1 5 - 95
11 5 - 95 40 0,3 11 5 - 95 40 0,27
12 85 - 15 12 85 - 15
15 85 - 15 15 85 - 15
Condicdao experimental M Condicéo experimental N
0 85 - 15 0 85 - 15
9 80 - 20 9 80 - 20
9,1 5 - 95 91 5 - 95
11 5 - 95 40 0,33 11 5 - 95 45 0,3
12 85 - 15 12 85 - 15
15 85 - 15 15 85 - 15
Condicéao experimental O Condicéo experimental P
0 85 - 15 0 85 - 15
9 80 - 20 9 80 - 20
9,1 5 - 95 91 5 - 95
11 5 - 95 35 0,3 11 5 - 95 45 0,27
12 85 - 15 12 85 - 15
15 85 - 15 15 85 - 15

Legenda: CLUE = cromatografia liquida de ultra eficiéncia; t = tempo; min = minutos; Eluentes A = agua + 0,1%

de CH202; B = metanol + 0,1% de CH»0;; C = acetonitrila; T = temperatura.

A condicdo cromatogréafica selecionada dentro da avaliacdo dos parametros propostos para o

extrato enriquecido em fenodlicos (EtOH R) foi a condicdo experimental K.

4.3 Resultados e discussao

A andlise preliminar dos extratos de C. lineatifolia por CLAE em uma condigdo cromatografica

exploratoria, conforme discutido no item 3.3.1, permitiu uma avaliacdo qualitativa de sua
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composic¢do quimica. No entanto, verificou-se a necessidade de reduzir o tempo da corrida
cromatografica, melhorar a separacéo e resolugcdo entre os picos das substancias presentes, a
fim de possibilitar uma analise mais detalhada da composicdo quimica dos extratos, assim como

permitir uma analise quantitativa dos marcadores selecionados.

Como ja discutido no item 3.3.1, para se estabelecer uma condigdo inicial em CLUE, foi
utilizada a Calculadora de Colunas Waters® ACQUITY UPLC, uma ferramenta que realiza de
forma automatizada os calculos de escala necessarios para converter métodos que empregam
CLAE isocraticos ou por gradiente em métodos por CLUE. Assim, a partir dos dados referentes
a condicdo cromatogréfica exploratoria por CLAE inicialmente avaliada (TABELA 3, item
3.2.3), a ferramenta forneceu a condicdo por CLUE que seria equivalente, a qual foi
denominada condicdo A (TABELA 6, item 4.2.1). Para o desenvolvimento do método
analitico, tendo em vista os perfis cromatograficos obtidos em CLUE-UV/DAD, bem como
seus espectros no UV, apenas as substancias 3, 4 e 5 foram selecionadas. Numa varredura
inicial, observou-se uma melhora significativa na resolucdo do cromatograma quando a leitura
foi realizada em comprimento de onda de 335 nm, por ser este mais seletivo para os flavonoides.
Matos et al. (2016) demonstram que as respostas analiticas de flavonoides em extratos ndo
sofrem variagdes ou interferéncias significativas quando os comprimentos de onda séo

préximos.

Na condicdo A, observou-se que as substancias de interesse foram todas eluidas no tempo de,
aproximadamente, 18 minutos de analise. Assim, objetivando-se a redu¢do do tempo de analise,
mantendo-se a inclinagéo do gradiente em 0,7% mint, foi proposta a condi¢do B, em um menor
tempo de analise (22 minutos). A sequéncia, na condi¢do C, aumentou-se a inclinacdo do
gradiente para 3% min no primeiro minuto, com o intuito de os picos de interesse eluirem em
menor tempo de retencdo. Em seguida (tempo 1 a 22 minutos), retornou-se a inclinacdo do
gradiente para 0,7% min™. Com o objetivo de eliminar os picos apolares que ndo eram de
interesse, no tempo de 22 a 25 minutos, aumentou-se a forca da fase movel, mantendo-se uma
condicdo isocratica por 3 minutos. Observa-se, também, que na condicdo C, os picos de
interesse apresentaram boa separacdo, comparados aos perfis obtidos nas condicbes A e B
(FIGURA 18), com resolugdes de 5,18; 2,75 e 2,03. Segundo o guia FDA-Validation of
Chromatographic Methods (CDER, 1994), uma boa resolucdo é aquela que se encontra em

valores superiores a 2,0. Ainda, segundo a Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
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2019), em matrizes complexas como extratos, resolucdes superiores a 1,5 sdo consideradas

aceitaveis.

FIGURA 18 — Cromatogramas obtidos por CLUE-UV/DAD (335 nm) para o extrato etanélico de Campomanesia
lineatifolia, nas condi¢des cromatograficas A, B e C.
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Legenda: CLUE-UV/DAD = cromatografia liquida de ultra eficiéncia-ultravioleta/arranjo diodo.

Nota: condi¢des cromatogréficas: vide item 4.2.1, Tabela 6.

Conforme analise das condigdes experimentais A, B e C, observou-se que, a proporgéo de 15%
de ACN foi um percentual eficiente para a eluigdo dos picos de interesse. Assim, foi proposta
a condigdo D, mantendo-se uma condigdo isocratica nesta propor¢do de ACN para elui¢do, no
tempo de 2 a 5 minutos. Ainda nesta condigdo, também foi proposta a utilizacdo de gradiente
inicial de menor forca, como estratégia Util para promover melhor interacdo dos componentes
do extrato com a coluna e promover uma melhor separacéo entre os picos (SNYDER et al.,
1997; NOVAKOVA et al., 2010). Para esta condicdo, a Figura 19 demonstra que houve uma
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alteracdo da linha de base quando se reduziu a forga inicial da fase movel. Para contornar este
problema, na condigédo E foi mantida a propor¢édo de ACN, mas com maior tempo inicial nesta
condicdo (tempo 0 a 6,5 minutos, 2% ACN), o que melhorou a linha de base, mas a separacao
entre 0s picos permaneceu praticamente inalterada. Na condi¢do F, a fase movel inicial foi
composta de um gradiente também mais fraco, porém com um aumento mais gradativo (0-1
min: 2% ACN; 1-10 min: 8% ACN). A mesma condicao isocratica de 15% de ACN foi mantida
(10-20 min). Ainda nesta condicdo, € importante ressaltar que a solucdo para injecdo foi
preparada em mistura de MeOH:H>O (60:40, v/v) objetivando-se avaliar o perfil de
solubilizacdo da amostra a ser injetada. Como pode ser visto na Figura 19, ndo houve alteracGes
significativas na separacdo dos picos, mas observou-se um aumento nos tempos de retengédo

dos 3 picos analisados.

Em condigdes exploratorias no desenvolvimento de um meétodo cromatografico é usual
empregar acetonitrila como modificador organico, pelo fato deste, em geral, apresentar maior
versatilidade e menor viscosidade que os demais solventes comumente empregados em
cromatografia liquida. A determinacdo do modificador organico € um dos fatores mais
importantes para o desenvolvimento de um método cromatografico, j& que o perfil
cromatografico é altamente influenciado pela seletividade do solvente (SNYDER et al., 1997;
SNYDER et al. 2010). Com a proposta de se modificar o solvente orgéanico inicial (condicéo
G), a mesma condicdo E foi repetida, alterando-se o modificador organico de ACN para
metanol. Essa substituicdo ndo se demonstrou eficaz, tendo em vista que todos os picos foram
eluidos juntos. De acordo com o resultado entdo obtido, decidiu-se continuar utilizando

acetonitrila como modificador organico.
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FIGURA 19 - Cromatogramas obtidos por CLUE-UV/DAD (335 nm) para o extrato etanélico de Campomanesia

lineatifolia, nas condi¢Bes cromatograficas D, E, F e G.
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Ainda seguindo a observacéo de que os picos de interesse eluem em proporgéo de 15% de ACN,
foram propostas as condi¢des H e I, com menor quantidade de modificador organico, ACN a
5% e reducdo do tempo do primeiro eluente, 5 e 1 minutos, respectivamente, na tentativa de se
reduzirem também os tempos de retencdo dos picos, mas mantendo a inclinacdo do gradiente
préxima de 0,7% min. Conforme demonstra a Figura 20, os picos eluiram em menores tempos
de retencdo, com boa resolugéo dos picos (3,19; 2,11 e 2,24) na condicdo I, mantendo-se a fase
movel em 95:5 por curto periodo de tempo. Diante do resultado obtido, observou-se que a fase
movel inicial ndo exerceu interferéncia significativa na eluicdo dos picos de interesse. Assim,
para a condi¢do J, novamente se iniciou a corrida cromatografica com fase movel a 15% de
ACN. Nesta condicdo, todos os picos de interesse eluiram até 8 minutos, mantendo boa
resolucdo entre eles (2,89; 2,51 e 2,14). Na proposta, entdo, de nova condicdo K, a inclinacdo
do gradiente foi mantida proxima a 0,7% min até 9 minutos, com resolugdes de pico 3,35; 2,14
e 2,28.

FIGURA 20 — Cromatogramas obtidos por CLUE-UV/DAD (335 nm) para o extrato etanélico de Campomanesia
lineatifolia, nas condi¢Bes cromatogréaficas H, I, J e K.
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Continuacdo FIGURA 20
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Legenda: CLUE-UV/DAD = cromatografia liquida de ultra eficiéncia-ultravioleta/arranjo diodo.
Nota: condi¢des cromatogréficas: vide item 4.2.1, Tabela 6.

Nas condicdes seguintes (L, M, N, O e P), foram propostas modificaces relacionadas as
variacoes de temperatura do forno (35 °C e 45 °C) e fluxo de injecdo do solvente (0,27 mL/min

e 0,33 mL/min), individuais e em combinag&o.

O controle da temperatura da coluna em cromatografia liquida passou a ocorrer principalmente
ap6s o desenvolvimento das fases reversas (inicialmente C-18 e C-8), uma vez que 0
mecanismo predominante neste tipo de separacdo é a particdo, que depende da solubilidade
relativa do analito entre duas fases e esta depende da temperatura. Assim, maior aten¢éo passou
a ser dada a este parametro de forma a se obter melhor reproducdo dos tempos de retencdo. Em
geral, o aumento da temperatura da coluna auxilia na transferéncia do analito da fase
estacionaria para a fase mével, diminuindo significativamente o tempo de analise e aumentando
a eficiéncia das colunas e a sensibilidade da deteccdo pelo estreitamento das bandas
cromatogréaficas (LANCAS, 2009). Com relagédo ao fluxo de injecdo, a reducdo pode promover
aumento da interacdo dos analitos com a fase estacionaria e, por isso, melhorar a separacéo
entre 0s picos, porém as alteracOes devem ser cuidadosas visto que fluxos muitos baixos geram

alargamento dos picos, o0 que pode causar um efeito contrario na resolugdo. Ja& quando se
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aumenta a velocidade linear média da fase movel, pode-se observar uma redugdo significativa
no tempo de eluicdo dos analitos, mas, ao mesmo tempo, pode haver sobreposi¢édo de picos que
apresentem semelhanca quimica estrutural. Apesar das vantagens descritas, as novas condicdes

propostas ndo representaram diferencas significativas em comparacdo com a condi¢do K.

Definida a condicdo experimental mais eficiente (condi¢do K), nos parametros avaliados em
funcdo da separacéo, assimetria e resolugédo dos picos, modificador organico e tempo de analise,
foi proposta a avaliacdo do preparo da solugéo a ser injetada, utilizando-se a mesma proporc¢édo
da condicdo da fase movel inicial, ou seja, H2O:ACN (85:15, v/v). Em analises por CLUE, é
importante considerar a compatibilidade da solugdo empregada para a solubilizagéo final das
amostras com a fase mdvel. A fim de se evitar alargamentos ou distor¢des dos picos, o solvente
de diluicdo deve ser miscivel com a fase mével (SNYDER et al., 2010). Observou-se que, 0
preparo da solucdo de extrato EtOH R em mistura de solventes correspondente a fase mével
inicial empregada no sistema de eluicdo, ndo alterou o perfil quantitativo e os tempos de
retencdo das substancias flavonoidicas majoritarias de interesse, comparado com o preparo da

mesma solucdo de extrato EtOH R em metanol.

4.4 Conclusodes

A condicdo experimental final foi definida pela condicdo K, com preparo da solucdo a ser
injetada utilizando-se a mistura de solventes H.O:ACN (85:15, v/v). Esta condicdo sera aquela
utilizada para a validacdo do método analitico cromatografico, bem como para a quantificacdo
dos marcadores flavonoidicos selecionados.
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5.1 Introducao

Diversas espécies do género Campomanesia sp. foram estudadas quanto a sua caracterizacao
quimica e atividades farmacoldgicas, tendo em vista a variedade dos metabolitos secundarios

presentes.

Estudos prévios tém descrito uma grande variedade de substancias fenolicas, dentre eles
flavonoides, estilbenos e taninos, saponinas, monoterpenos e sesquiterpenos. No entanto,
poucos estudos reportaram o perfil fitoquimico de C. lineatifolia (TABELA 2, item 2.3). Neste
cenario, destaca-se a importancia de se realizar o isolamento e identificacdo dos constituintes
de C. lineatifolia, para a selecdo de possiveis marcadores quimicos para o desenvolvimento de
um método analitico para a quantificacdo destes marcadores e a padronizacdo do extrato em

relagdo a atividade antidlcera gastrica.

Além dos métodos tradicionais cromatograficos, i.e., cromatografia em camada delgada (CCD),
CLAE e CLUE, a técnica de cromatografia em contracorrente torna-se uma ferramenta
importante nos processos de fracionamento e purificacdo de padrBes quimicos de produtos
naturais (LEITE et al., 2005; LEITAO et al., 2012 apud LEITAO et al., 2017; FRIESEN et al.,
2015). Esta técnica de cromatografia liquido-liquido €é ideal para a separacdo de agliconas e
glicosideos flavonoidicos, presentes em C. lineatifolia, tendo em vista que os problemas de
adsorcédo irreversivel e rastro (encontrados com os adsorventes comumente usados) estdo
ausentes, além de ser possivel a recuperacdo quantitativa de amostras (MARSTON &
HOSTETTMANN, 1994).

Os objetivos deste capitulo foram descrever o isolamento e caracterizacdo das substancias
majoritarias do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia, utilizando-se métodos
cromatograficos, como cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC); CLAE;
CLUE; CCD e métodos espectroscépicos (UV-VIS, RMN, Espectrometria de Massas - EM).
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5.2 Materiais e métodos

Os estudos de isolamento e purificacdo em HSCCC foram realizados sob supervisdo do Prof.

Dr. Fabio Boylan, Trinity College Dublin, Irlanda, no Trinity Biomedical Science Institute.

5.2.1 Material vegetal e obtengdo do extrato bruto

A coleta das folhas de Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. foi realizada em fevereiro de
2017, em um remanescente de mata, no campus da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte — MG (GPS 19° 527 9.87° S; 43° 58’ 12.04”” W). O material vegetal foi identificado
pelo Dr. Marcos Sobral e uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade Federal de
Minas Gerais, sob o numero BHCB 150606. O registro no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) foi realizado e tem o
coédigo A216C7C.

Apds a coleta, as folhas de C. lineatifolia foram submetidas a secagem em estufa com circulagédo
de ar e temperatura de 40 °C, por 72 horas. Em seguida, as folhas secas foram trituradas em
moinho de facas. Por¢bes do material vegetal seco e pulverizado (droga vegetal) foram
submetidas aos métodos extrativos por maceragdo em banho de ultrassom (EtOH US, item
3.2.2.1) e sob refluxo (EtOH R, item 3.2.2.2) e analisadas posteriormente.

5.2.2 Fracionamento do extrato bruto por sistema de solventes Hexano: Acetato de etila:
Metanol: Agua

4,0 g do extrato EtOH R foram solubilizados com auxilio de banho de ultrassom (Bransonic®
Ultrasonic Cleaner 3510E-DTH), durante 5 minutos, em 50 mL da mistura de solventes (Fisher
Scientific®) Hexano: Acetato de etila: Metanol: Agua (HAMAQ), na proporcdo de 1:1:1:1, v/v.
Em seguida, as duas fases obtidas, fase organica ou superior (FS) e fase aquosa ou inferior (FI),
foram separadas, secas em rotaevaporador (IKA® RV 10, banho de aquecimento HB digital e
bomba Fischer Scientific®) em temperatura de 50 °C, pressdo de 100 mBar e analisadas
posteriormente em CCD e CLAE.


https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
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5.2.3 Extracao por infusdo e particdo liquido-liquido

Dois litros de agua ultrapura fervente foram vertidos em 2509 da droga vegetal, e a solucédo
submetida a banho de ultrassom, durante 20 minutos, para solubilizacdo. Em seguida, foram
realizadas duas filtracGes consecutivas, utilizando-se algodao e papel de filtro, respectivamente,
obtendo-se um volume final de 1 litro do ch4, o qual foi submetido a uma parti¢do liquido-
liquido, utilizando-se o solvente acetato de etila. Nesta Gltima extracdo, 100 mL de acetato de
etila foram adicionados aos 1000 mL do cha num funil de separacéo e suas respectivas fracdes,
acetato de etila e aquosa, coletadas separadamente. Esta etapa foi repetida 9 vezes, totalizando
um volume de 1000 mL de acetato de etila. Posteriormente, a fragdo acetato de etila foi seca
em rotaevaporador (IKA® RV 10, banho de aquecimento HB digital e bomba Fischer
Scientific®) em temperatura de 50°C, pressio de 100 mBar e analisada posteriormente em CCD
e HSCCC.

5.2.4 Cromatografia em camada delgada

O extrato etandlico otimizado EtOH R, suas fracfes polares e apolares obtidas a partir do
sistema bifasico HAMAg, as fracdes resultantes da HSCCC e cromatografia por exclusao
molecular, o cha e sua fracdo acetato de etila, foram submetidas a CCD utilizando-se placas de
aluminio 20x20 (Sigma-Aldrich), eluidas em camara de fluxo laminar vertical fechada. Apos a
eluicdo, aguardou-se a evaporacao total dos solventes e as placas foram visualizadas em luz UV
nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm. Em seguida, as placas foram reveladas com
reagente fluorogénico, acido sulfirico a 10% e aquecidas a 200°C para visualizacéo das bandas.
Os estudos para triagem de fendlicos e terpenos foram realizados segundo método proposto por
Wagner e Bladt (2001).

A escolha do sistema de eluicao (fase movel) para as placas de CCD foi previamente avaliada,
utilizando-se diferentes misturas de solventes: (i) Acetato de etila: Acido férmico: Acido
acético: Agua (100:11:11:26, v/v); (ii) Acetato de etila: Piridina: Agua: Metanol (80:20:10:5,
v/v); (iii) Tolueno: Piridina: Acido formico (36:9:5, v/v); (iv) Cloroférmio: Metanol: Agua
(65:35:10, v/v); (v) Butanol: Acido acético: Agua (3:1:1, v/v); (vi) Cloroférmio: Acido acético:
Agua (30:15:2, v/v) e (vii) Metanol: Acido acético: Agua (18:1:1, v/v). Adicionalmente,

também foram testados sistemas mais apolares: (a) Hexano: Etanol (1:1, v/v), (b) Acetato de
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etila e (c) Cloroformio: Metanol: Agua (9:1:1, v/v). Nesta analise preliminar, 5,0 mg do extrato
EtOH R foram solubilizados em metanol e plotados ponto-a-ponto em placas de CCD.

5.2.5 Cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC)

O equipamento de HSCCC utilizado foi o Quattro HT-Prep (AECS-Bridgend, United
Kingdom) equipado com duas bobinas contendo dois espirais em multicamadas de
politetrafluoroetileno, acoplados a uma bomba ECP2000 (ECOM) e um degaseificador Waters
In-line Degasser AF. Para a analise, utilizou-se o sistema de solventes HAMAg, em eluicdo
isocratica, em fase normal (cauda-cabeca). As amostras submetidas a separacdo por HSCCC
foram: fracdo apolar e polar (obtidas a partir do extrato EtOH R) e fragdo acetato de etila obtida

do ché.

Para a separacdo da fracdo apolar (FS), preparou-se 1000 mL do sistema bifésico, utilizando-se
o sistema de solventes HAMAg 4:1:4:1, v/v, em um funil de separacdo. Agitou-se e aguardou-
se a separacao das duas fases. As fases foram recolhidas em frascos individuais e degaseificados
em banho de ultrassom (Bransonic® Ultrasonic Cleaner 3510E-DTH), durante 5 minutos. A
fase inferior obtida do preparo dos solventes foi utilizada como fase estacionaria e a fase

superior, utilizada como fase mdvel, na HSCCC.

A coluna da HSCCC (136 mL) foi preenchida primeiramente com a fase estacionaria,
totalizando um volume de 150 mL, em um fluxo de 7,0 mL/min. Em seguida, a rotac&o foi
ligada e, ap6s 5 minutos, ao atingir uma rotacao de 865 rpm, a fase moével foi bombeada, sob
fluxo de 2,0 mL/min, até que fosse observado o equilibrio entre as fases do sistema, i.e., mesmo

volume de fase estacionaria e movel coletado.

Para o preparo da amostra a ser injetada, 1,0 g da fracdo apolar (FS) foi solubilizada em 24 mL
de solventes HAMAg 4:1:4:1, v/iv e a fase superior obtida injetada ao sistema, depois de
atingido o estado de equilibrio entre as fases mdvel e estacionaria (Vestacionaria = 136 ML, Vmovel
= 25 mL e Eficiéncia de retengcdo = 81,6%), sob fluxo de 2,0 mL/min. Foram coletados
manualmente um total de 80 tubos, contendo 4mL/cada. As primeiras 50 fracdes foram
coletados sob rotacdo (sem extrusdo) do sistema e fluxo contendo a fase movel. As dltimas 30

fragdes foram coletadas com a rotagdo do sistema desligada e sob fluxo contendo a fase
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estaciondria. As 80 fracdes coletadas foram posteriormente analisados em CCD e agrupadas
conforme similaridade de seus tempos de retencdo e padréo de eluicdo. O tempo de separacédo
foi de 160 min.

Para a separacéo da fracdo polar (FI), foi preparado 1000 mL do sistema bifasico, utilizando-se
0 sistema de solventes HAMAg 1:4:1:4, v/v, em um funil de separacdo. Da mesma forma, 1,0
g da FS foi solubilizada em 24 mL de solventes HAMAg 1:4:1:4, v/v e a fase superior obtida
injetada ao sistema, depois de atingido o estado de equilibrio entre as fases movel e estacionaria
(Vestacionaria = 136 ML, Vmevet = 25 mL e Eficiéncia de retencdo = 81,6%), sob fluxo de 2,0
mL/min. As fases subsequentes foram realizadas de maneira idéntica ao descrito anteriormente

para a FS.

Para a separacdo da fracdo acetato de etila obtida a partir da parti¢do liquido-liquido do cha da
droga vegetal, todas as etapas foram executadas identicamente aquela da separacdo da fracao
polar (FI).

5.2.6 Otimizacdo da Cromatografia em contracorrente de alta velocidade (HSCCC) para a
fracéo polar

As separacdes por HSCCC em condi¢bes otimizadas foram realizadas segundo metodologia
adaptada de Kamto et al. (2017).

Os sistemas de solventes utilizados foram, nessa ordem: (i) Hexano-Etanol-Agua (4:2:2), em
fase reversa cabeca-cauda e sistema de eluicdo isocratico; (ii) Acetato de etila-Agua (1:1), em
fase reversa cabeca-cauda e sistema de eluicdo isocratico, e (iii) Acetato de etila- n-Butanol-
Agua (sistema gradiente, com diferentes concentragdes) em fase normal cauda-cabeca. Cada
mistura de solvente foi completamente equilibrada em um funil de separacédo, a temperatura
ambiente. As duas fases resultantes foram separadas pouco antes do uso e degaseificadas por
sonicagdo por 15 minutos. Em cada operagéo de separacédo, a coluna da bobina foi totalmente
preenchida com a fase estacionaria do sistema de solvente selecionado. A rotacéo da coluna foi
ligada e, ap0s alcancar o equilibrio hidrodinamico, a fase movel foi bombeada para a coluna,
na taxa de fluxo apropriada. As fragcdes foram coletadas, analisadas por CCD e agrupadas de

acordo com suas similaridades.
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A massa de 1,9323 g da fracdo polar (FI), obtida conforme descrito no item 5.2.2, foi
solubilizada em 8,0 mL de ambas as fases movel e estacionéria do sistema de solventes Hexano-
Etanol-Agua (4:2:2) e, em seguida, injetada na coluna (previamente equilibrada com as fases
estacionaria e movel da mistura de solventes, com Vestacionaria = 136 ML, Vmovel = 34 mL e
Eficiéncia de retencdo = 75%). A fase organica foi usada como fase estacionéria, enquanto a
fase aquosa foi usada como fase mdvel, em modo de eluicdo cabeca-cauda (fase reversa), em
um fluxo de 4mL/min. As 30 fracbes coletadas (12 mL/cada) foram submetidas a CCD e
agrupadas conforme similaridade, obtendo-se as fracées A (0,4 mg, 21 min), B (1,481 g, 33
min), C (25,2 mg, 45 min), D (8,9 mg, 57 min) e E (8,6 mg, 90 min). O tempo de separacao foi
de 90 minutos. A fragcdo B foi submetida a nova separacdo (descrita a seguir) em sistema de

eluicdo isocratico e as fracdes C e D foram plotadas em CCD preparativa.

A fracdo B (1,481 g) foi solubilizada em 8,0 mL de ambas as fases mdvel e estacionéria do
sistema de solventes Acetato de etila-Agua (1:1) e, em seguida, injetada na coluna (previamente
equilibrada com as fases estacionaria e mével da mistura de solventes, com Vestacionaria = 136
mL, Vmevel = 40 mL e Eficiéncia de retencdo = 70,6%). A fase organica foi usada como fase
estaciondria, enquanto a fase aquosa foi usada como fase mével, em modo de elui¢do cabeca-
cauda (fase reversa), em um fluxo de 4mL/min. As 20 fragGes coletadas (12 mL/cada) foram
submetidas a CCD e agrupadas conforme similaridade, obtendo-se as fragdes B1 (975,4 mg, 36
min), B2 (79,5 mg, 42 min) e B3 (35,1 mg, 60 min). O tempo de separacdo foi de 60 minutos.
A fracdo B1 foi submetida a nova separacdo (descrita a seguir) em sistema de eluicdo em
gradiente e as fragdes B2 e B3 foram purificadas em coluna de Sephadex LH-20 (Sigma-
Aldrich).

A fracdo B1 (975,4 mg) foi solubilizada em 8,0 mL de ambas as fases movel e estacionaria do
sistema de solventes Acetato de etila- n-Butanol-Agua (9,5:0,5:10) e, em seguida, injetada na
coluna (previamente equilibrada com as fases estacionaria e movel da mistura de solventes,
€OM Vestacionaria = 136 ML, Vmevel = 40 mL e Eficiéncia de retencdo = 70,6%). A fase aquosa foi
usada como fase estacionaria, enquanto a fase organica foi usada como fase mével, em modo
de eluicdo cauda-cabeca (fase normal), em um fluxo de 2mL/min. A cada 10 fragdes coletadas
(4 mL/cada), a bomba foi parada e a fase movel modificada, em sistema de eluicdo gradiente
em mais 9 etapas, nas seguintes proporcdes: Acetato de etila- n-Butanol-Agua (9:1:10);
(8,5:1,5:10); (8:2:10); (7,5:2,5:10); (7:3:10); (6,5:3,5:10); (6:4:10); (5,5:4,5:10) e (5:5:10).
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Apo6s tempo de separacdo de 200 minutos, as 100 fragdes obtidas foram submetidas a CCD e
agrupadas conforme similaridade, obtendo-se as fragdes Bla (0,7 mg, 18 min), B1b (1,0 mg,
56 min), B1c (5,2 mg, 64 min), B1d (8,8 mg, 68 min), Ble (130,7 mg, 76 min), B1f (10,9 mg,
80 min), B1g (10,5 mg, 104 min), B1h (11,8 mg, 128 min) e B1i (84,1 mg, 200 min). As frac0es
B1f, B1g, B1h e B1i foram plotadas em CCD preparativa.

5.2.7 Cromatografia por excluséo molecular

Uma coluna QUICKTit 24/29 de 500mL, preenchida por Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich),
eluida com metanol (Fisher Scientific) numa velocidade média de 0,5mL/min, foi utilizada para
a completa purificacdo de amostras selecionadas que foram obtidas por HSCCC. Cada fragédo
foi submetida a uma passagem pela coluna de Sephadex LH-20 e, para cada analise por excluséo
molecular, foram coletados 50 tubos contendo, aproximadamente, 10mL/cada, os quais foram
posteriormente evaporados e analisados por CCD.

5.2.8 Cromatografia em camada delgada preparativa

Para a realizacdo da CCD em camada preparativa, foram utilizadas placas de silica gel 50 de
20x20cm (UNIPLATE, Analtech). Para eluicdo das placas preparativas, foram utilizados os
sistemas de solventes Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua (100:11:11:26, v/v)

para as fracBes polares e Cloroférmio: Metanol: Agua (9:1:1, v/v) para as fracdes apolares.

As placas foram eluidas numa camara de fluxo laminar vertical fechada e visualizadas a luz UV
(A 254 e 365 nm), para demarcacdo e raspagem da silica das bandas de eluicdo. Cada banda de
interesse obtida pela raspagem silica da placa de CCD foi agitada em metanol (para as amostras
polares) ou cloroférmio (para as amostras apolares) por 1h para solubilizacdo da substancia, em
sequida filtrada em papel de filtro circular de 55 mm (Whatman), seca em rotaevaporador
(IKA® RV 10, banho de aquecimento HB digital e bomba Fischer Scientific®) em temperatura

de 50°C, pressdo de 100 mBar e analisada por CCD.
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5.2.9 Anélises por CLAE do extrato bruto e fracfes polar e apolar do sistema HAMAg

As analises por CLAE foram realizadas em equipamento Waters® 2695 acoplado a um detector
duplo de absorbancia A 2487 e software Waters 717 plus. A coluna utilizada foi uma Kromasil®
100-5-C18 (4,6mm de didmetro interno, 250mm de comprimento e tamanho de particula Sum).
A taxa de fluxo foi de 1 mL/min e volume de injegdo de 10uL. Os solventes utilizados como
fase movel foram 0,25% de acido ortofosforico em agua ultrapura (solvente A) e metanol grau
CLAE (solvente B), num sistema gradiente de: 40% B por 5 minutos, 55% B de 5 a 10 minutos,
65% B de 10 a 15 minutos, 50% B de 15 a 20 minutos, 40% B de 20 a 25 min e 30% B de 25 a
30 minutos. A deteccéo foi realizada usando comprimentos de onda de 254nm, 280nm e 335
nm. A agua ultrapura foi obtida a partir de um sistema de tratamento de agua deionizada da
PureLab Option e 0 metanol grau CLAE obtido da Sigma-Aldrich®.

Para as analises qualitativas, 5,0 mg do extrato e fracbes foram solubilizados em 1 mL de

metanol grau CLAE, obtendo-se uma solucdo de concentracao final de 5mg/mL.

Para as analises quantitativas, foram preparadas solu¢gdes com concentracdes decrescentes das
substancias puras isoladas e do extrato: 5mg/mL; 2,5 mg/mL; 1,25 mg/mL; 0,625 mg/mL,;
0,3125 mg/mL; 0,15625 mg/mL e 0,078125 mg/mL.

5.2.10 Anélise por RNM das substancias isoladas

10,0 mg das substancias polares puras isoladas foram solubilizadas individualmente em 0,75
mL de dimetilsulfoxido-deuterado (DMSO-Dg) e transferidas para tubos de analise para RMN
5mm (Fisher®). A ressonancia magnética nuclear para elucidagdo da estrutura quimica das
substancias isoladas foi realizada utilizando-se um equipamento Agilent Technologies 400
NMR. Os espectros do hidrogénio e do carbono foram registrados em um sistema de
espectrometria de NMR BRUKER TOPSPIN 2.1 (1H-NMR: 400 e 600MHz e 13C-NMR:
125MHz) usando o padrdo Bruker de sequéncia de pulso. Medidas bidimensionais (H-H COSY,
HMBC, HMQC) foram obtidas no mesmo instrumento com as sequéncias de pulso usuais. Os
picos foram visualizados a partir de software ACD/NMR Processor Academic Edition. Todos
0s espectros foram medidos a 25°C, em DMSO-De utilizando Tetrametilsilano (TMS) como

padréo interno.
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A mesma andlise foi realizada para as substancias apolares puras isoladas, mas essas foram
solubilizadas em cloroférmio-deuterado (CHCIz-D) e seus espectros obtidos por RMN na

mesma solucéo.

5.2.11 Analise por CLAE-ESI-Q-TOF-EM

O equipamento CLAE-ESI-Q-TOF-EM da Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EUA) foi
utilizado para a analise da composicdo e as medicdes de massas precisas. Este equipamento é
composto por um cromatégrafo CLAE (Série 1200) equipado com uma bomba binéria
(G1312C), um degaseificador (G1322A), um amostrador automatico (G1329B), um detector
de matriz de fotodiodo - DAD (G1315D) e um espectrometro de massa (G6530B). Antes da
analise, cada extrato foi dissolvido em metanol a 50% até a concentracdo de 10 mg / mL e
filtrado em um filtro de seringa de nailon (0,22 um de didmetro de poro) para os frascos do
amostrador automatico. As seguintes condi¢cdes de cromatografia de CLAE foram utilizadas:
volume de injecdo de 10 L, a temperatura do termostato de 25 °C, a taxa de fluxo de 0,2 mL /
min, os comprimentos de onda de deteccdo de UV de 210, 254, 280, 320 e 365 nm, a operacao
do detector de UV com intervalo de comprimento de onda de 190-600 nm. O sistema de
solventes foi composto por acetonitrila acidificada em 0,1% de &cido formico (solvente B) e
em 0,1% de acido férmico em agua (solvente A). Foi aplicado o seguinte gradiente de eluicao:
0 min: 1% de B; 2 min: 10% de B; 6 min: 40% de B; 35-36 min: 95% de B, 37 min: 1% de B.
O tempo de execucdo foi estabelecido em 45 min. A coluna cromatografica Agilent
Technologies Zorbax Eclipse Plus RP-18 (150 mm x 2,1 mm; dp = 3,5 um) (Santa Clara, CA,
EUA) foi usada para a separacdo dos analitos.

As configuracdes do espectrdometro de massa (voltagem capilar, temperatura do gas, voltagem
de fragmentacdo e energia de colisdo) foram primeiro otimizadas para fornecer a resposta mais
alta possivel. Como resultado, as seguintes configuracdes foram selecionadas: a tenséo capilar
de 3500 V, as temperaturas do gas e do gas da bainha de 350 e 325 °C, o fluxo de gas de 12
L/min, a tensdo do fragmentador de 120 V, as energias de colisdo: 10 e 20 V, a voltagem do
skimmer de 65 V e a pressao do nebulizador de 35 psig. Os espectros foram registrados dentro
do intervalo m/z de 50-1200 Da em ambos 0os modos de ionizagdo negativo e positivo. Para
dois dos picos mais intensos, os espectros de EM-EM foram adquiridos automaticamente. No

entanto, apds a coleta de 2 espectros, os picos dados foram excluidos durante os 0,2 min
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seguintes da fragmentacdo para obter mais dados de EM-EM para os sinais menos intensos. O
software Agilent MassHunter Workstation (versao B.08.00) foi usado para adquirir os espectros

e analisar os dados.

A identificagdo dos componentes dos extratos/fracdes foi realizada gragas a andlise de seus
padrdes de fragmentacdo, medicdo de massa de alta resolucéo, dados de literatura e bancos de
dados abertos (Metlin e MassBank).

5.2.12 Ensaios de injecéo e coinjecdo com padroes

Os padrdes de catequina, quercitrina e isoquercitrina (Sigma Aldrich, 98% pureza) foram
injetados individualmente por CLUE-UV/DAD, preparadas em solu¢cbes em metanol grau
CLAE, na concentragdo de 1mg/mL, conforme descrito a seguir. Pesou-se 1,0 mg dos padrdes
em microtubos plasticos e adicionou-se 1,0 mL de metanol grau CLAE. A dissolucdo foi
realizada com o auxilio de um banho ultrassénico por 20 minutos. Em seguida, as solucgdes
foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para vials de 2
mL. Os perfis cromatograficos obtidos dos padrbes foram comparados ao do extrato EtOH R,
em funcéo dos seus espectros UV e respectivos tempos de retencao.

Apbs a analise inicial com as SQR, procederam-se aos experimentos de coinjecdo por CLUE-
UV/DAD. Foi analisada solucdo do extrato EtOH R, na concentracdo de 5 mg/mL (preparada
conforme descrito no item 3.2.4) fortificada com 100 uL de solugdo padrdo de quercitrina (0,5
mg/mL).

Para a andlise cromatogréafica destes ensaios, empregaram-se as condi¢cbes cromatograficas
descritas para a condicdo C (Tabela 6, item 4.2.1). O volume de injegdo foi de 2 uL e o extrato
foi solubilizado em metanol grau CLAE.
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Identificacdo dos marcadores selecionados do extrato etandlico por meio de analises

cromatograficas, espectroscépicas e ensaios de injecdo e coinjecdo com padrdes

Conforme demonstrado anteriormente, os perfis espectrais em UV das substancias majoritérias
do extrato de folhas de C. lineatifolia sugerem a presenca de flavonoides e outros componentes
fenolicos. Néo obstante, os resultados obtidos por Barbosa et al. (2009) confirmaram a presenca

de catequina e quercitrina.

Objetivando-se a correlacdo das substancias majoritarias identificadas por CLUE (1 a 5) com
aquelas selecionadas previamente por CLAE (A, B e C) e os espectros obtidos por Barbosa
(2009) para os extratos etanolicos, 0s seus respectivos espectros UV obtidos foram comparados.
A partir da analise dos espectros, obteve-se a correlagdo das substancias A e C, com 0s picos 2
e 5 e as substancias identificadas por Barbosa (2009), catequina (A) e quercitrina (C),
respectivamente. Além disso, foram injetados os padrdes auténticos de catequina e quercitrina,
e seus respectivos tempos de retencdo e espectros de absorcdo UV/VIS foram comparados,

conforme pode ser verificado na Figura 21.
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FIGURA 21 — Espectros no UV comparados do extrato etandlico obtido por Barbosa (2009) (A), extratos
etanolicos obtidos por maceracdo auxiliada por ultrassom (US) e por sistema continuo de refluxo (R) de
Campomanesia lineatifolia, em CLAE (B) e CLUE (C) (270 nm), respectivamente e padrdes auténticos de

catequina e quercitrina, ambos em CLUE (D).
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Legenda: UV = ultravioleta; AU = absorbancia, CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLUE =

cromatografia liquida de ultra eficiéncia; EtOH = etanol. Condi¢es cromatograficas em materiais e métodos, item
3.2.3e4.2.1 (Tabela 6, condicéo C).

A catequina, mondmero de tanino condensado (flavan-3-ol, FIGURA 22A), apresenta
principalmente uma absor¢do maxima no UV em comprimento de onda entre 270-290 nm
(FIGURA 22B), tendo em vista os grupos hidroxila em C3’ e C4’ conjugados com o sistema
aromatico (VIHAKAS, 2014). Diante do exposto, pode-se concluir que a substancia A / pico 2,
obtidos por CLAE e CLUE, respectivamente, correspondem a catequina.

FIGURA 22 — Estrutura quimica da catequina (A) e padrdo de absorg¢do no ultravioleta-visivel (B).
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Fonte: Adaptado de Vihakas, 2014, p. 11.
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Ainda para a identificacdo da quercitrina, ensaio de coinje¢do do padréo quercitrina, extrato
EtOH R e quercitrina+EtOH R também foi realizado, demonstrando sobreposicéo tanto dos
picos no cromatograma, quanto nos espectros UV (FIGURA 23).

FIGURA 23 — Sobreposi¢do dos cromatogramas (A) e espectros no UV (B) do padrdo auténtico de quercitrina,
extrato EtOH R etandlico e quercitrina + extrato EtOH R de Campomanesia lineatifolia, em CLUE (335 nm).
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Legenda: UV = ultravioleta; AU = absorbancia; CLUE = cromatografia liquida de ultra eficiéncia; EtOH = etanol;

R = extracdo obtida por sistema continuo de refluxo. Condicdo cromatografica em materiais e métodos, 4.2.1
(Tabela 6, condicdo K).

A quercitrina (quercetina-3-O-a-L-ramnosideo), um flavonol, apresenta absor¢do da Banda |
caracteristica no UV/VIS proxima de 350 nm, tendo em vista o padrao de substituicdo no grupo
3-hidroxil no anel C (O-glicosila¢do), o que aumenta a densidade eletronica do croméforo
cinamoila. A absorcdo da Banda Il de flavondis usualmente ocorre na regido de 240-280 nm,
relacionada a hidroxilacdo do anel A (posicdes 5 e 7), que produz um notavel deslocamento
batocrdmico do grupo cromdforo benzoila, mas com efeito menor na Banda | (MABRY,
MARKHAM e THOMAS, 1970). Diante do exposto, pode-se concluir que a substancia C / pico
5, obtidos por CLAE e CLUE, respectivamente, correspondem a quercitrina.
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5.3.2 Isolamento, purificacdo e identificacdo das substancias quimicas do extrato EtOH R por
meio de andlises por CCD, HSCCC, CLAE, RMN e CLAE-ESI-Q-TOF-EM

Preliminarmente a execucdo da HSCCC, foi realizada a triagem fitoquimica do extrato EtOH
R e também a avaliacdo de diferentes sistemas de solventes a fim de selecionar aquele que
demonstrasse melhor eficiéncia na separacdo dos constituintes quimicos presentes. Essa
avaliacdo primaria foi realizada em CCD, por ser uma técnica cromatografica mais versatil, de
baixo custo, de execucao simples e com a possibilidade de se utilizarem diversos sistemas de
solventes que permitem a otimizacdo da separacdo dos constituintes quimicos de interesse
(SANTIAGO e STROBEL, 2013).

Para tanto, o extrato EtOH R foi solubilizado em metanol e plotado em placa de CCD. Como
fase movel, foram testadas as seguintes misturas de solventes, avaliando-se diferentes
polaridades: (A) Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua (100:11:11:26, v/v); (B)
Acetato de etila: Piridina: Agua: Metanol (80:20:10:5, v/v); (C) Tolueno: Piridina: Acido
formico (36:9:5, v/v); (D) Cloroférmio: Metanol: Agua (65:35:10, v/v); (E) Butanol: Acido
acético: Agua (3:1:1, v/v); (F) Cloroférmio: Acido acético: Agua (30:15:2, v/v) e (G) Metanol:
Acido acético: Agua (18:1:1, v/v). Tendo em vista que o extrato otimizado EtOH R de C.
lineatifolia € um extrato enriquecido em fendlicos, dentre eles substancias flavonoidicas, como
ademonstracdo prévia (BARBOSA, 2009; MADALOSSO et al., 2011) e de terpenos (OSORIO
et al., 2006), a escolha desses sistemas foi baseada na polaridade desses constituintes e seus
respectivos perfis de eluicdo (WAGNER e BLADT, 2001).

Como pode ser observado na Figura 24, os sistemas A e D foram aqueles que demonstraram
mais eficiéncia em separar 0s constituintes quimicos presentes no extrato, considerando a
resolucdo e separacdo das respectivas bandas em CCD, apds revelacdo com reagente
fluorogénico (acido sulfarico). E importante notar que, em A, tem-se um sistema de solventes
mais polar e, em D, um sistema com caracteristica mais apolar. O sistema A composto por
Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua (100:11:11:26, v/v) é descrito por Wagner
e Bladt (2001) como sendo adequado para um sistema de triagem para investigacdo de

flavonoides glicosilados em CCD.
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FIGURA 24 — Analises preliminares em cromatografia em camada delgada, para o extrato etanélico otimizado de
C. lineatifolia. A — G: diferentes misturas de solventes.
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Legenda: (A) Acetato de etila: Acido férmico: Acido acético: Agua (100:11:11:26, v/v); (B) Acetato de etila:
Piridina; Agua: Metanol (80:20:10:5, v/v); (C) Tolueno: Piridina: Acido férmico (36:9:5, v/v); (D) Cloroférmio:

Metanol: Agua (65:35:10, v/v); (E) Butanol: Acido acético: Agua (3:1:1, v/v); (F) Cloroférmio: Acido acético:
Agua (30:15:2, v/v) e (G) Metanol: Acido acético: Agua (18:1:1, v/v). Revelagdo com &cido sulfurico 10%.

Na visualizagdo dos constituintes quimicos em luz UV em 1254 nm, observou-se a presenca de
bandas escuras. Em 365 nm, foi detectada a presenca de substancias fluorescentes de coloracéo
amarela, vermelha e azul (FIGURA 25).

FIGURA 25 — Perfil dos constituintes quimicos presentes no extrato etanélico otimizado de C. lineatifolia em
Cromatografia em Camada Delgada, sob luz ultravioleta.

Legenda: (A) Bandas escuras em luz ultravioleta (UV) A 254 nm; (B) Bandas fluorescentes em luz UV 2 365 nm.
Fase movel: 1A e 1B = Acetato de etila: Acido formico: Acido acetico: Agua (100:11:11:26, v/v), 2A e 2B =
Cloroformio: Metanol: Agua (65:35:10, v/v).

No comprimento de onda UV 1254 nm, todos os flavonoides apresentam fluorescéncia de
extingédo (fendmeno de quenching). Em UV 1365 nm, dependendo da caracteristica estrutural,

os flavonoides apresentam-se com fluorescéncia amarela escura, verde ou azul que é
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intensificada e alterada pelo uso de reagentes reveladores. Flavonoides presentes em extratos
geralmente contém &cidos carboxilicos fenolicos, os quais formam zonas fluorescentes azuis
(WAGNER e BLADT, 2001).

Adicionalmente, também foram avaliados sistemas mais apolares de solventes: (a) Hexano:
Etanol (1:1, v/v), (b) Acetato de etila e (c) Cloroférmio: Metanol: Agua (9:1:1, v/v), com o
objetivo de se determinar uma fase movel mais eficiente para analise em CCD dos constituintes
quimicos mais apolares presentes no extrato etandlico otimizado. A Figura 26 mostra o perfil

de eluigéo desses constituintes.

FIGURA 26 — Analises preliminares em cromatografia em camada delgada, para o extrato etandlico otimizado de
C. lineatifolia. A — C: diferentes misturas de solventes.

Legenda: Solventes (A) Hexano: Acetato de etila (1:1, v/v); (B) Acetato de etila e (C) Cloroférmio: Metanol: Agua
(9:1:1, viv). 1A, 1B e 1C: luz UV A254nm; 2A, 2B e 2C: luz UV 1365 nm; 3A, 3B e 3C: revelacdo ap6s aplicacdo
de acido sulfirico 10%.

Como pode ser observado na Figura 26, o sistema C (Cloroférmio: Metanol: Agua 9:1:1, v/v)

demonstrou-se mais eficiente na separacdo dos constituintes quimicos presentes no extrato,
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considerando a resolu¢do e separacao das respectivas bandas em CCD, melhor visualizada ap6s

revelacdo com reagente fluorogénico (&cido sulfarico).

Em comprimento de onda UV-365 nm, é possivel observar a presenca de bandas fluorescentes
de coloracdo amarela-escura, rosa, lilds e marrom. Quando se utiliza reagente de revelacao
contendo &cido sulfarico, observa-se a formacdo de bandas de coloracdo rosa-violeta, o que
pode caracterizar a presenca de terpenos glicosilados. Ainda, a presenca de bandas de coloracédo
amarelada pode revelar a presenca de chalconas e flavanonas glicosiladas (WAGNER e
BLADT, 2001). Diversos autores descrevem a presenca de chalconas e flavanonas (PAVAN et
al., 2009; PASCOAL et al., 2014; LIMA E SILVA et al., 2018), e também de terpenos
(OSORIO et al., 2006; COUTINHO et al., 2009) em espécies de Campomanesia.

Apos a deteccdo da presenca de flavonoides e terpenos na triagem fitoquimica preliminar do
extrato, a etapa seguinte foi a realizacdo da HSCCC. Nesse método cromatogréafico de
contracorrente (CCC), o requisito basico para um adequado sistema de solvente é que este seja
composto por duas fases imisciveis, ou seja, um sistema de solvente bifasico. A boa separacédo
de um analito depende da sua distribuicdo relativa entre as fases movel e estacionaria do sistema
cromatogréfico. Em linhas gerais, se uma substancia é mais soluvel na fase mével selecionada
para a CCC, ela eluird mais rapidamente na coluna, apresentando-se como uma banda larga e
de baixa resolugdo no cromatograma; enquanto se for igualmente distribuida em ambas as fases
do sistema bifasico, a eluicdo acontecera em volume adequado e a retencao da fase estacionaria
sera satisfatoria, permitindo uma boa resolucédo e separacdo dos analitos (PENG et al., 2005;
FRIESEN et al., 2015; LIU et al., 2015).

Os sistemas de solventes mais comuns para separacdo de produtos naturais sdo aqueles
constituidos por hexano, acetato de etila, metanol e d&gua (HAMAQg; do inglés, HEMWat —
Hexane, Ethyl acetate, Methanol, Water). Esse sistema de solventes contém dois solventes com
polaridades extremamente diferentes, o hexano e a &gua, com acetato de etila como modificador
lipofilico e o metanol como modificador hidrofilico (FRIESEN et al., 2015). Uma revisdo
conduzida por Costa e Leitdo (2010) descreve o sistema de solventes HAMAg como 0 mais
frequentemente utilizado para o isolamento de flavonoides livres em extratos vegetais. Em
outro estudo, as mesmas autoras descrevem detalhadamente o comportamento dos flavonoides

em diferentes sistemas de solventes e citam o sistema bifasico HAMAg como um sistema
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versétil por oferecer uma ampla gama de polaridades, modificando-se apenas a propor¢do do
volume dos quatro solventes (COSTA e LEITAO, 2011). Yang, Wu e Wu (2016) demonstraram
a importancia do sistema de solventes HAMAg utilizado sistematicamente para extracdo
seletiva de flavonoides, separados posteriormente por CCC. Esse mesmo sistema de solventes
também foi descrito em outros estudos para o isolamento de terpenoides em HSCCC de extratos
vegetais (PENG et al., 2008; HAN et al., 2010).

Com base no exposto, foi adotada uma estratégia semiempirica para a selecdo do sistema de
solventes (LIU et al., 2015). Essa estratégia baseia-se no método G.U.E.S.S. (Generally Useful
Estimate of Solvent Systems) proposto por Friesen e Pauli (2005), que envolve a utilizacdo do
perfil de mobilidade observado na CCD como um indicador de seletividade para separacdo em
CCC, fornecendo um meio conveniente de estimar o valor de K (coeficiente de distribuicdo de

uma substéncia nas fases mdvel e estacionaria) em um sistema de solvente.

Dessa forma, o extrato EtOH R foi entdo solubilizado em uma mistura de solventes contendo
HAMA(, na proporc¢do de 1:1:1:1 v/v, obtendo-se uma solucdo de duas fases: fase inferior (FI)
ou fracdo polar e fase superior (FS) ou fracdo apolar. Os perfis cromatogréficos obtidos por
CLAE de ambas as fases e do extrato EtOH R sdo mostrados na Figura 27.



122

FIGURA 27 — Perfil cromatografico por CLAE (280 nm) para o extrato etandlico otimizado de Campomanesia
lineatifolia (A) e suas fracGes polar (B) e apolar (C), obtidas por sistema de solventes Hexano: Acetato de etila:
Metanol: Agua 1:1:1:1 v/v. Condic¢des cromatogréaficas vide item 5.2.9.
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Pequenas porc¢des da FI e FS foram, respectivamente, solubilizadas em diferentes misturas de
solventes HAMA(g, nas proporgdes 1:1:1:1; 1:2:1:2; 1:3:1:3e 1:4:1:4 e 1:1:1:1; 2:1:2:1; 3:1:3:1
e 4:1:4:1, vlv, obtendo-se novamente uma solucao de duas fases: fase superior (fs) ou organica
e fase inferior (fi) ou aquosa, as quais foram aplicadas ponto-a-ponto em placa de CCD. A fase
movel utilizada para a corrida da FS foi o sistema polar de solventes A (Acetato de etila: Acido
formico: Acido acético: Agua, 100:11:11:26, v/v) e para a FS, o sistema apolar de solventes
(Cloroformio: Metanol: Agua, 9:1:1, v/v), selecionados previamente (FIGURA 28).
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FIGURA 28 — Protocolo de fracionamento seletivo para o extrato etandlico otimizado de Campomanesia
lineatifolia por combinagéo de sistema de solvente HAMAQ.

4,0 g EtOH R
SngiI_rVM/eg — Ultrassom / 5min
' |
FASE FASE

INFERIOR (FI) | |SUPERIOR (FS)

Secar em rotaevaporador | | Secar em rotaevaporador
[ [ | | [ T T 1
8 mL HAMAg| |8 mL HAMAg| |8 mL HAMAg 8 mL HAMAg| |8 mL HAMAg| |8 mL HAMAg 8 mL HAMAg 8 mL HAMAg
1:1:1:1, v/v 1:2:1:2, v/v 1:3:1:3, v/v 1:4:1:4, v/v 1:1:1:1, v/v 2:1:2:1, v/v 3:1:3:1, v/v 4:1:1:4, v/v

I"r‘ "’.
CCD em AcOEt: Ac. férmico: Ac. acético: H,0 CCD em CHCl;:MeOH:H,0
(100:11:11:26, v/v) (9:1:1, v/v)

Legenda: EtOH R = extrato etan6lico obtido em sistema continuo de refluxo; HAMAg = hexano:acetato de
etila:metanol:dgua; FS/fs = fase superior; FI/fi = fase inferior; CCD = cromatografia em camada delgada; AcOEt
= acetato de etila; CHClIs = cloroférmio; MeOH = metanol; H,O = 4gua.

Como pode ser demonstrado na Figura 29, a mistura HAMAg na proporgéo 1:4:1:4 v/v foi a
que resultou em melhor separacéo dos constituintes quimicos em ambas as fases do sistema de
solventes, sendo selecionado como sistema bifasico para a realizacdo da HSCCC da FI (fracdo
polar do extrato EtOH R).

FIGURA 29 — Perfil das substancias quimicas presentes na fracdo polar obtida a partir do extrato etandlico
otimizado de C. lineatifolia em Cromatografia em Camada Delgada, solubilizado em diferentes misturas de
solventes (A - D).
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Legenda: Solventes Hexano: Acetato de etila: Metanol: Agua, nas proporcdes v/v (A) 1:1:1:1; (B) 1:2:1:2; (C)
1:3:1:3 e (D) 1:4:1:4. Fase movel: Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua, 100:11:11:26, v/v. fi =
fase inferior; fs = fase superior. Revelacdo com &cido sulfirico 10%. Para obtencdo da fracdo polar do extrato,
vide item 5.2.2.

Para a FS (fracdo apolar do extrato EtOH R), a mistura HAMAg na proporgdo 4:1:4:1 viv

(FIGURA 30) foi a que resultou em melhor separagéo dos constituintes quimicos em ambas as
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fases do sistema de solventes, sendo selecionado como sistema biféasico para a realizagdo da
HSCCC.

FIGURA 30 — Perfil das substancias quimicas presentes na fracdo apolar obtida a partir do extrato etanélico
otimizado de C. lineatifolia em Cromatografia em Camada Delgada, solubilizado em diferentes misturas de
solventes (A — D).
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Legenda: Mistura de solventes Hexano: Acetato de etila: Metanol: Agua, nas proporgdes viv (A) 1:1:1:1; (B)
2:1:2:1; (C) 3:1:3:1 e (D) 4:1:4:1. Fase mével: Cloroférmio: Metanol: Agua, 9:1:1 v/v. fi = fase inferior; fs = fase
superior. Revelagdo com &cido sulfdrico 10%. Para obtencdo da fragdo apolar do extrato, vide item 5.2.2.

A fracdo polar do extrato EtOH R (FI) obtida a partir da solubilizacdo do extrato etandlico
otimizado em HAMAg 1:1:1:1 v/v foi separada por HSCCC, utilizando-se o sistema bifasico
constituido por HAMAg 1:4:1:4 v/v. Foram obtidas 80 fra¢cbes como resultado da HSCCC, as

quais foram analisados em CCD, conforme demonstrado na Figura 31.
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FIGURA 31 — Cromatografia em camada delgada das 80 fracGes obtidas em trés diferentes separacfes por
HSCCC, a partir da fragdo polar do extrato EtOH R de C. lineatifolia.
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Legenda: (A) corrida 1, fragBes 1 a 39; (B) corrida 1, fragdes 42 a 80; (C) corrida 2, fragdes 1 a 39; (D) corrida 2,
fracbes 42 a 80; (E) corrida 3, fragBes 1 a 39 e (F) corrida 3, fragbes 42 a 80. Eluico realizada em sistema de
solventes Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua (100:11:11:26, v/v), seguida de revelagio com
acido sulfarico 10%. Vide item 5.2.2 para método de obtencdo da fracdo polar do extrato.
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A partir da analise das CCD obtidas para as trés separagdes em HSCCC, as fracbes foram
reunidas de acordo com a similaridade de seus padrdes de eluigéo e valores do fator de retencéo
(Rf), obtendo-se 10 fracdes finais, nomeadas de A aJ (FIGURA 32).

FIGURA 32 — Cromatografia em camada delgada das fra¢es reunidas obtidas por HSCCC, a partir da fracdo
polar do extrato etandlico otimizado EtOH R de C. lineatifolia.
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Legenda: HSCCC = cromatografia em contracorrente de alta velocidade. Eluicdo realizada em sistema de solventes
Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua (100:11:11:26, v/v), seguida de revelagdo com &cido
sulfarico 10%. Vide item 5.2.2 para método de obtencéo da fracdo polar do extrato.

Objetivando-se o isolamento e a purificacdo dos flavonoides presentes nas fracoes E e G, estas
foram submetidas a separacdo por cromatografia por exclusao molecular, utilizando-se coluna
de Sephadex LH-20. As 50 novas fra¢fes obtidas para cada fracdo foram analisadas em CCD,

como pode ser observado na Figura 33.
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FIGURA 33 — Cromatografia em camada delgada das 50 fragdes obtidas por cromatografia de exclusdo molecular,
em coluna de Sephadex LH-20, a partir da fracdo E (A e B) e G (C e D) da fracdo polar do extrato etandlico
otimizado EtOH R de C. lineatifolia.
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Nota: eluicdo realizada em sistema de solventes Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua
(100:11:11:26, v/v), seguida de revelagdo com acido sulfurico 10%.

De acordo com o perfil cromatogréfico obtido, as fragcdes da juncdo E foram reunidas em 8
fragdes, nomeadas E1 (fragdes 1 a 11); E2 (fragOes 12 a 15); E3 (fracdes 16 a 18); E4 (fracOes
19 a 23); ES (fragOes 24 a 27); E6 (fracOes 28 a 33); E7 (fracOes 34 a 41) e E8 (fragdes 42 a
50). As fracOes da juncdo G foram reunidas em 5 fracdes, nomeadas G1 (fracdes 1 a 12); G2
(fracdes 13 a 20); G3 (fracbes 21 a 26); G4 (fragOes 27 a 32) e G5 (fragdes 33 a 50). Todas as
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fragdes reunidas foram analisadas novamente em CCD, conforme perfil demonstrado na Figura

34.

FIGURA 34 — Cromatografia em camada delgada das fracdes
obtidas por cromatografia por exclusdo molecular, das juncbes E
(E1aE8)e G (GlaGb5).
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Nota: eluicdo realizada em sistema de solventes Acetato de etila:
Acido férmico: Acido acético: Agua (100:11:11:26, v/v), seguida
de revelagéo com &cido sulfdrico 10%.

Para a fracdo E, a passagem pela coluna de Sephadex LH-20 ndo resultou em completa
purificacdo do constituinte quimico selecionado. Nesse caso, para obtencdo das substancias
puras, foi realizada a CCD em camada preparativa como Ultima etapa de purificagdo. A
substancia E isolada e purificada foi identificada pela analise de seus dados espectroscopicos
de RMN de 1H e 13C, uni e bidimensionais e informacdes da literatura, como quercetina-3-O-

ramnosideo, ou quercitrina (FIGURA 35).

FIGURA 35 — Substancia 5,7,3”,4’-tetrahidroxi-flavonol-3-O-ramnosideo (quercitrina)
isolada do extrato etandlico das folhas de Campomanesia lineatifolia.

OH
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A cromatografia em camada delgada realizada previamente para a fracdo E (FIGURA 34)
revelou a presenca de um flavonoide. O espectro de absor¢cdo no UV/Vis mostra picos
especificos de absor¢cdo em A 255 e 348 nm, compativeis com os padrdes de substituicdo nos
aneis A (grupo benzoila) e B (grupo cinamoila) de flavonol (MABRY, MARKHAM e
THOMAS, 1970). Anéalise em CLAE-ESI-MS exibiu o ion molecular precursor desprotonado
[M—H] de m/z 447, podendo sugerir uma massa molecular de 448, com férmula molecular de
C21H20011. O espectro de massas de segunda ordem (FIGURA 36) do ion precursor m/z 447
[M—H]" produziu o ion Yo~ de m/z 300 [M—146—-2H]" como resultado da clivagem da unidade
de acucar, tipica de deoxihexoses (LI e CLAEYS et al., 1994) e atribuida ao derivado 3-O-
ramnosideo (HILBERT et al., 2015), bem como um ion [Yo— H — CO] de m/z 271 tipico de
flavon-3-O-monoglicosideo (ABLAJAN et al., 2006) e de m/z 179 a partir da reacdo de retro
Dies-Alder do anel A.

FIGURA 36 — Espectro do ion de segunda geracdo obtido para o ion precursor da substancia E (m/z 447), obtidos
em EM-EM.
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Substancia E (quercitrina; quercetina 3-O-ramnosideo): UV, Amax 255 e 348 nm; CLUE-
ESI-MS, m/z 447 [M-H]", com férmula molecular: C21H20011. Os dados dos espectros de RMN
de 1H (400 MHz, DMSO-ds) 61 em ppm [mult (J em Hz), H] e RMN de 13C (125 MHz,
DMSO-ds) 6c em ppm, estdo descritos na Tabela 7 e os espectros mostrados nas Figuras 37 a
43.
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Tabela 7 — Dados do espectro de 13C-RMN (125 mHz, DMSO-ds) e 1H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) para a
substancia E, isolada do extrato etanélico das folhas de C. lineatifolia.

Literatura®
Posicao E Literatura® E Quercitrina E
dc, em | Quercitrina dH, em ppm, o1, em ppm, HMBC
ppm dc, em ppm multiplicidade multiplicidade
(J em Hz) (J em Hz)
2 156,9 156,2 8
3 134,6 134,2 1”
4 178,2 177,7
4a 104,5 104,10 6,8
5- OH 161,7 161,3 12,67 (s) 12,66 (s) 6
6 99,16 98,7 6,21 (d, 2,0) 6,21 (d, 1,9) 8
7 164,7 164,2 6,8
8 94,1 93,3 6,39 (d, 2,0) 6,39 (d, 1,9) 6
8a 157,7 157,3
1’ 121,1 121,9 5
2 115,9 115,4 7,30 (d, 2,0) 7,30 (d, 2,1) 6’
3’ 145,6 145,2 2,5
4 148,9 148,4 6’
5’ 116,1 115,6 6,88 (d, 8,0) 6,88 (d, 8,4)
6 121,5 120,1 7,27 (dd, 8,4; 2,0) 7,26 (dd, 8.4; 2,1) 2’
17 102,2 101,8 5,26 (d, 1,6) 5,26 (d, 1,7)
27 70,5 70,3 3,98 (dd) 3,98 (dd, 1,7; 3,0)
3 70,8 70,6 3,52 (dd, 2,8; 9,0) 3,52 (dd, 3,0; 9,1) 1”
4» 71,6 71,2 3,15~3,21 (m) 3,15~3,23 (m) 37,27
5 71,0 70,0 3,15~3,21 (m) 3,15~3,23 (m)
6’ 17,9 17,5 0,82 (d, 6,0) 0,82 (d, 6,1) 4”

IMok e Lee, 2013.

Sinais tipicos de flavonoides foram observados no espectro de RMN de H para a substancia
G4. A presenca de hidrogénios aromaticos (6 6-7 ppm), juntamente com um singleto em 6 12,67
ppm (5-OH do anel A), confirmam a estrutura de um flavonoide (MOK e LEE, 2013).

Caracterizacdo do anel A:

Os hidrogénios em C-6 e C-8 de flavondis apresentam um padrdo comum de 5,7-dihidroxi
substituicdo que dao origem a dois dubletos, com constante de acoplamento meta (J~2,0 Hz) e
sinais na regido de 6,0-6,5 ppm (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Dois sinais (par
de dubletos) em 6 6,39 e 6,21 ppm relativos aos H-8 e H-6, respectivamente, com constante de
acoplamento meta (J = 2,0 Hz) foram observados no espectro, caracterizando a dissubstituicdo
do anel A. Ainda, a presenca de um singleto em regido mais desblindada, & 12,67 ppm, indica

a presenca de uma hidroxila na posigéo C-5 (MOK e LEE, 2013).

Caracterizacdo do anel B:

Os sinais de hidrogénios em C-2° ¢ -6’ em flavonoides com padrdo 3’,4’-oxigenados

apresentam deslocamentos quimicos entre & 7,2-7,5 ppm e 7,3-7,7 ppm, respectivamente
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(MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Um duplo dupleto de um hidrogénio foi
observado entre 6 7,25-7,27, com constante de acoplamento meta (J = 2,0 Hz) e orto (J = 8,4
Hz), caracterizando o0 H-6’, demonstrado pelo seu acoplamento meta com H-2’ e orto com H-
5’. Para o H-2’, foi observado um dupleto de um hidrogénio em & 7,30 ppm, com constante de
acomplamento meta (J = 2,0 Hz) com o H-6’. Sinais semelhantes ao observado neste trabalho
foi demonstrado nos estudos de Mok e Lee (2013) e Hong et al. (2013), confirmando o padrédo

de um flavonol dissubstituido no anel B.

Caracterizacdo do anel C:

No espectro de RMN de 13C, o sinal em 6 178,2 ppm caracteriza a presenca do grupo carbonila
em C-4, caracteristico de anel C de flavonol (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970).
Ainda, o sinal observado em 6 156,9 ppm indica a presenca de ligacdo dupla, atribuida ao

carbono C-2.

Acucar:

No espectro de RMN de 13C, a blindagem do sinal para C-3 (6 134.6 ppm) quando comparada
ao sinal correspondente a C-5 (6 161.7 ppm) e C-7 (& 164.7 ppm) da suporte ao fato de que a
ligacdo glicosidica acontece na posicdo C-3 da estrutura flavonoidica, em flavonoéis contendo
aclcar (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009). Um flavonol 3-O-glicosilado se caracteriza no
espectro RMN de 1H pela presenca de um sinal referente a um hidrogénio anomérico entre 4,0
e 6,0 ppm (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Os dados obtidos de RMN de 13C e
1H indicam 21 sinais de carbono, com padrdes tipicos de quercetina 3-O-ramnopiranosideo,
com o acgucar caracterizado pela presenca de: carbono anomérico ¢ 102,2 ppm (C-17°) e
hidrogénio anomérico dH 5,26 ppm (H-1""); carbonos hidroxissubstituidos em 2’ (31 3,98 ppm
e oc 70,5 ppm), 3"’ (6w 3,52 ppm e dc 70,8 ppm) e 4”* (dH 3,15~3,21 ppm e 6c 71,6 ppm);
carbono 57 (0n 3,15~3,21 ppm e d¢ 71,0 ppm) com substitui¢ao de grupo metila 6°” (6n 0,82
ppm e dc 17,9 ppm) (MOK e LEE, 2013).
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FIGURA 37 — Espectro de 1H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) obtido para a substancia E (quercitrina), isolada
do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 38 — Expansdes do espectro de 1H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) obtido para a substancia E,
identificada como quercitrina, isolada do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 39 - Espectro de 13C-RMN (125 mHz, DMSO-d¢) obtido para a substancia E, identificada como
quercitrina, isolada do extrato etanolico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 40 — Espectro DEPT 135° (125 mHz, DMSO-ds) obtido para a substancia E, identificada como
quercitrina, isolada do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 41 — Mapa de correlacéo heteronuclear HSQC (1H x 13C) obtido para a substancia E, identificada
como quercitrina, isolada do extrato etanélico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 42 — Mapa de correlacao heteronuclear HMBC (1H x 13C) obtido para a substancia E, identificada

como quercitrina, isolada do extrato etanélico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 43 — Mapa de correlagdo homonuclear COSY (1H x 1H) obtido para a substancia E, identificada
como quercitrina, isolada do extrato etanélico das folhas de C. lineatifolia.
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Caracteristicas fisicas: a substancia E apresentou-se como sélido amarelo (FIGURA 44)

soltvel em metanol.

FIGURA 44 — Sélido amarelo (substancia E, quercitrina) isolado e
purificado do extrato etandlico das folhas de Campomanesia lineatifolia.

Analise em CLAE: a quercitrina isolada apresentou tempo de retencéo igual a 13,201 min,
correspondendo a substancia de tempo de retencdo de 13,886 min na fragdo polar do extrato
etandlico otimizado obtido a partir da extracdo pelo sistema HAMAg, conforme demonstrado
na Figura 45 abaixo:
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FIGURA 45 — Perfil cromatografico em CLAE (335 nm) para quercitrina isolada (A) a partir da fragdo polar do
extrato etandlico otimizado (B). Condig¢Oes cromatograficas: vide item 5.2.9.

A 0
%

1.00- ‘
] \
] |
000 L
T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1800 1800 2000 2200 2400 2600 2800  30.00
Minutos
B 020 R
1 D
b o ]
: o«
015 e .
] o | Quercitrina
5 8
< 7] ™
010+ i ‘
7] =
] | 8 5 ‘
] ‘ ‘ gv o~ =] %
005+ ~ Y 1-4'0 w
— | 38w o | = @ GEs 2
b g‘l\l/ln%cw 3 ‘| I ﬁgr ﬂﬁ"m\mgg
1 E'l \I A ;'35_ tr%ﬁﬁfﬁ&mﬁxﬁ
D0 né vf =~
0

A,EJOI ‘ ‘Ei‘OD‘ I BUU I 100U ‘ IQDU I 14ﬂr?fli|‘-|u1ti[;[] 180(] ‘ 2000 ‘ 22|06 ‘ éd‘Dd I ‘ZGIDG‘ ‘ ﬁB‘Ud I éUDU
A substancia G4 isolada e purificada foi identificada pela analise de seus dados
espectroscopicos de RMN de 1H e 13C, uni e bidimensionais, perfil cromatogréfico em CCD
e CLAE, espectros no UV/Vis, CLAE-ESI-EM e EM-EM, comparando-se com dados da

literatura, sendo possivel propor a estrutura miricetina-3-O-ramnosideo (FIGURA 46).

FIGURA 46 — Substancia 5,7,3’,4°,5’-pentahidroxi-flavonol-3-O-ramnosideo (miricitrina)
isolada e identificada no extrato etandlico das folhas de Campomanesia lineatifolia.

Substancia G4 (miricitrina; miricetina 3-O-ramnosideo): UV, Amax 261, 348 nm; CLUE-
ESI-MS, m/z 463 [M-H]", com formula molecular: C21H20012. Os dados dos espectros de RMN
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de 1H (400 MHz, DMSO-ds) 81 em ppm [mult (J em Hz), H] e RMN de 13C (125 mHz, DMSO-
ds) 6c em ppm, estdo descritos na Tabela 8 e os espectros nas Figuras 48 a 54.

Tabela 8 — Dados do espectro de 13C-RMN (125 mHz, DMSO-dg) e 1H-RMN (400 mHz, DMSO-dg) para a
substancia G4, isolada do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia.

Posicdo G4 Literatura® G4 Literatura® G4
dc, em ppm Miricitrina o1, em ppm, Miricitrina HMBC
dc, em ppm multiplicidade
(J em Hz)
2 156,87 156,4 -
3 134,73 134,3 -
4 178,23 177,8 -
da 104,46 104,0
5-OH 161,77 161,3 1255 12,69 (s)
6 99,13 98,6 6,20d 6,21 (d, 1,5) 4a (fraco), 7
(fraco)
7 164,71 164,1 -
8 93,99 93,5 6,37d 6,37 (d, 1,5)
8a 157,93 157,5
I’ 120,05 119,6 -
2’e6’ 108,35 108,0 6,89s 6,89 (s) 2°,6°,4,2
3’ed 146,23 145,8 -
4 136,92 136,4 -
1” 102,40 102,0 5,20d 5,20 (d, 1,7) 37
2”7 70,47 70,4 4,02 3,99 (dd, 1,7,
3,6)
37 70,84 70,5 3,57 3,56 (dd, 3,6,
9,5)
4” 71,73 71,3 3,36 3,14~3,18 (m)
57 71,02 70,0 3,16 3,14~3,18 (m)
6 17,99 17,5 0,86 (d, 8,0) 0,85 (d, 6,0)

— : sinal ndo observado; Mok e Lee, 2013.

Sinais tipicos de flavonoides foram observados no espectro de RMN de 1H para a substancia
G4. A presenca de hidrogénios aromaticos (6 6-7 ppm), juntamente com um singleto em 6 12,5

ppm (5-OH do anel A), confirmam a estrutura de um flavonoide (MOK e LEE, 2013).

Caracterizacdo do anel A:

Os hidrogénios em C-6 e C-8 de flavondis apresentam um padrdo comum de 5,7-dihidroxi
substituicdo que dao origem a dois dubletos, com constante de acoplamento meta (J~2,0 Hz) e
sinais na regido de 6,0-6,5 ppm (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Dois sinais (par
de dubletos) em 6 6,37 ¢ 6,20 ppm relativos aos H-8 e H-6, respectivamente, com constante de
acoplamento meta (J<2,0 Hz) foram observados no espectro, caracterizando a dissubstituicdo
do anel A. Ainda, a presenga de um singleto em regido mais desblindada, 6 12,5 ppm, indica a
presenca de uma hidroxila na posi¢édo C-5 (MOK e LEE, 2013).
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Caracterizacdo do anel B:

Os sinais de hidrogénios em C-2’ e -6’ geralmente se sobrepdem na regido 6 6,5-7,5 ppm em
flavonoides com padrao 3°,4’,5’-oxigenados (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Um
singleto de dois hidrogénios em & 6,89 ppm, relativo aos H-2°(6’), foi observado no espectro
RMN de 1H, caracterizando o padrdo de um flavonol trissubstituido no anel B (HILBERT et
al., 2015). No espectro de RMN de 13C, a presenca de um sinal intenso em & 108,35 ppm

confirma a correspondéncia aos carbonos C-2’ ¢ C-6’ (MOK ¢ LEE, 2013).

Caracterizacdo do anel C:

No espectro de RMN de 13C, o sinal em 6 178,23 ppm caracteriza a presenca do grupo carbonila
em C-4, caracteristico de anel C de flavonol (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970).
Ainda, o sinal observado em & 156,87 ppm indica a presenca de ligacdo dupla, atribuida ao
carbono C-2 (MOK e LEE, 2013).

Acucar:

No espectro de RMN de 13C, a blindagem do sinal para C-3 (6 134,7 ppm) quando comparada
ao sinal correspondente para C-5 (6 161,77 ppm) e C-7 (3 164,71 ppm) suporta o fato de que a
ligacdo glicosidica acontece na posicdo C-3 da estrutura flavonoidica, em flavonoéis contendo
aclcar (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009). Um flavonol 3-O-glicosilado se caracteriza no
espectro RMN de 1H pela presenca de um sinal referente a um hidrogénio anomérico entre 4,0
e 6,0 ppm (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970). Os dados obtidos de RMN de 13C e
1H indicam 21 sinais de carbono, com padrdes tipicos de miricetina 3-O-ramnopiranosideo,
com o agucar caracterizado pela presenca de: carbono anomérico dc 102,40 ppm (C-1"’) e
hidrogénio anomérico dH 5,20 ppm (H-1"); carbonos hidroxissubstituidos em 2’ (14,02 ppm
e dc 70,47 ppm), 3”* (613,57 ppm e d¢c 70,84 ppm) e 4” (61 3,36 ppm e ¢ 71,73 ppm); carbono
57 (01 3,16 ppm e d¢ 71,02 ppm) com substituicao de grupo metila 6’ (51 0,86 ppm e ¢ 17,99
ppm) (MOK e LEE, 2013).

Além disso, a cromatografia em camada delgada realizada previamente para a fragdo G4
revelou a presenca de flavonoide (FIGURA 34). O espectro de absor¢cdo no UV/Vis mostra
picos especificos de absorgdo em 261 e 348 nm, compativeis com os padrdes de substituicdo
nos aneis A (grupo benzoila) e B (grupo cinamoila) de flavonol (MABRY, MARKHAM e
THOMAS, 1970). Anélise em CLAE-ESI-MS de primeira ordem exibiu o ion molecular
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precursor desprotonado [M—H]~de m/z 463, podendo sugerir uma massa molecular de 464, com

férmula molecular de C21H20012. A fragmentacdo (FIGURA 47) do ion precursor m/z 463 [M—

H]~, produziu o ion Yo~ em m/z 316 [M-146-2H]" como resultado da clivagem da unidade de

acucar, tipica de deoxihexoses (ABLAJAN et al., 2006) e atribuida a derivado 3-O-ramnosideo
(HILBERT et al., 2015). Outros fragmentos como [Yo—H-CO—-H>0] em m/z 271 e [Yo—136—
H]” em m/z 179, estdo de acordo com a substincia G4 (SALDANHA, VILEGAS e
DOKKEDAL, 2013).

FIGURA 47 — Espectros dos ions de segunda geracdo obtidos para o ion precursor da substancia G4, obtidos em
EM-EM.
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FIGURA 48 - Espectro de 1H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) obtido para a substancia G4, identificada como
miricitrina, isolada do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 49 — Expans@es do espectro de 1H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) obtido para a substancia G4,
identificada como miricitrina, isolada do extrato etanélico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 50 — Espectro de 13C-RMN (125 mHz, DMSO-ds) obtido para a substancia G4, identificada como
miricitrina, isolada do extrato etanélico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 51 — Espectro DEPT 135° (125 mHz, DMSO-ds) obtido para a substancia G4, identificada como
miricitrina, isolada do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 52 — Mapa de correlacéo heteronuclear HSQC (1H x 13C) obtido para a substancia G4, identificada

como miricitrina, isolada do extrato etanélico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 53 — Mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (1H x 13C) obtido para a substancia G4,

identificada como miricitrina, isolada do extrato etanélico das folhas de C. lineatifolia.
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FIGURA 54 — Mapa de correlagdo homonuclear COSY (1H x 1H) obtido para a substéncia G4, identificada

como miricitrina, isolada do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia.
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Caracteristicas fisicas: a substancia G4 apresentou-se como sélido amarelo-dourado

(FIGURA 55) solavel em metanol.

FIGURA 55 — Sélido amarelo-dourado (substancia G4, miricitrina) isolado e

purificado do extrato etandlico das folhas de Campomanesia lineatifolia.

Analise em CLAE: a miricitrina isolada apresentou tempo de retengéo igual a 10,405 min,

correspondendo a substancia de tempo de retencdo de 10,554 min na fragdo polar do extrato

etandlico otimizado obtido a partir da extracdo pelo sistema HAMAg, conforme demonstrado

na Figura 56 abaixo:
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Figura 56 — Perfil cromatografico em CLAE (335 nm) para miricitrina isolada (A) a partir da fracdo polar do
extrato etanélico otimizado (B). Condi¢Bes cromatograficas: vide item 5.2.9.
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Uma curva-padréo analitica em CLAE foi utilizada para quantificar os flavonoides quercitrina
e miricitrina no extrato etandlico otimizado EtOH R, obtendo-se, 0,22 mg/mL e 0,11 mg/mL,

que correspondem a 1,34% e 0,65% dessas substancias na droga vegetal, respectivamente.

A etapa seguinte a identificacdo dos flavonoides presentes na fracdo polar foi avaliar o perfil
fitoquimico de um extrato obtido por infusdo das folhas (cha), a fim de se estabelecer uma
comparagao com o extrato etanolico otimizado e fragdo polar obtida. Uma vez que a populacao
utiliza tradicionalmente as folhas de espécies de Campomanesia como antidiarreicas e nos
tratamentos de problemas estomacais, cistite e uretrites na forma de chas (D’AVILA, 1910;
P10 CORREA, 1952). A analise qualitativa por CLAE demonstrou perfis quimicos semelhantes
do ch4, comparados ao extrato e fragdo polar (FIGURA 57). Como ja discutido anteriormente,
alguns fatores interferem diretamente na eficiéncia da extracéo de substancias fendlicas, como

a temperatura aplicada, o tempo de extracéo, solvente organico utilizado e técnicas de extragdo
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assistidas (BODOIRA et al., 2017; CALEJA et al., 2017; DUBA et al., 2015; XU et al., 2015).
E de se esperar que a extragdo em que se utiliza solventes organicos como o etanol concentre
os constituintes fenolicos presentes na planta, fato este que justifica as maiores concentracdes
observadas no extrato etandlico otimizado, comparado ao cha e fracdo polar obtida por extracdo

seletiva por HAMAg.

FIGURA 57 — Perfil cromatografico em CLAE (280 nm) das substancias quimicas presentes no cha da droga
vegetal (A), extrato etandlico otimizado (B) e fracdo polar obtida a partir da extracéo seletiva por sistema de
solventes Hexano: Acetato de etila: Metanol: Agua 1:1:1:1 v/v (C) de Campomanesia lineatifolia. Condiges
cromatograficas: vide item 5.2.9.
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Em seguida, realizou-se uma particdo liquido-liquido do cha com acetato de etila, com o
objetivo de concentrar as substancias fenolicas presentes (WAGNER e BLADT, 2001).
Seguindo 0 mesmo raciocinio realizado para a escolha do sistema bifasico para HSCCC da
fracdo polar do extrato otimizado, a fracdo acetato de etila (Fr AcOEt/chd) foi solubilizada em
sistema de solventes HAMAg, nas mesmas propor¢Oes testadas 1:1:1:1; 1:2:1:2; 1:3:1:3 e
1:4:1:4 v/v. Da mesma forma, o sistema HAMAg 1:4:1:4 v/v foi aquele mais eficiente em
distribuir uniformemente os constituintes quimicos em ambas as fases (polar e apolar) obtidas,
sendo o escolhido para a andlise em HSCCC. Como resultado da cromatografia, foram obtidas
80 fracOes, as quais foram analisadas em CCD, conforme demonstrado na Figura 58. E
importante notar que nas placas de CCD da primeira e segunda corridas, 0s mesmaos flavonoides

isolados a partir da fracdo polar do extrato otimizado estdo presentes (bandas amarelas).

FIGURA 58 — Cromatografia em camada delgada das 80 fragdes obtidas em duas diferentes separacGes por
HSCCC, a partir da fragdo acetato de etila do cha da droga vegetal.
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A partir da andlise das CCD obtidas para as duas separa¢cdes em HSCCC, as fracGes foram
reunidas conforme similaridade de seus padrdes de eluigéo e valores do fator de retencdo (Rf),
obtendo-se 9 fracbes, nomeadas de a - i. Dessas, aquelas que continham os dois flavonoides
(fracdes “e” ¢ “h”) foram submetidas, individualmente, ao fracionamento em cromatografia por
exclusdo molecular, utilizando-se coluna de Sephadex LH-20. Os flavonoides entdo isolados e
purificados foram identificados pela analise de seus dados espectroscépicos de RMN de 1H e
13C, uni e bidimensionais e informacfes da literatura, e corresponderam aos mesmos ja
identificados na fracdo polar do extrato etandlico otimizado, quercitrina (purificada da fracéo

“e”) e miricitrina (purificada da fragdo “h”).

Diversos estudos fitoquimicos descrevem a presenca de substancias fenolicas, dentre elas
flavonoides, para o género Campomanesia. Em um estudo de triagem fitoquimica, Adati (2001)
revelou a presenca de taninos, flavonoides, saponinas e 6leo essencial em folhas de C. phaea
(O. Berg). Sant’Anna et al. (2017) demonstraram que 0 extrato aquoso das folhas de C.
xanthocarpa apresenta quantidades expressivas de fenolicos, dentre eles flavonoides, com o
isolamento e identificacdo de &cido clorogénico, acido galico, quercetina e teobromina. Catelan
et al. (2018) identificaram a presenca de trés flavonoides glicosilados e um &cido
ciclohexacarboxilico em extrato aquoso das folhas de C. guazumifolia: quercetina pentose,

quercetina desoxihexosideo, miricetina desoxihexosideo e &cido quinico.

Neste estudo, a partir dos ensaios de coinjecdo com padrdes e resultados iniciais obtidas pela
separacdo por HSCCC, foram identificados trés flavonoides: catequina, quercitrina e
miricitrina. Em estudo anterior de nosso grupo de pesquisa, Barbosa et al. (2009) isolaram e
purificaram a catequina e quercitrina, por meio de fracionamento cromatografico bioguiado da
fracdo acetato de etila, obtida a partir do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia, o que
reafirma a presenca desses flavonoides identificados neste estudo. A presenga do flavonol
miricitrina é descrita em outras espécies de Campomanesia, como C. velutina (MICHEL et al.,
2013; ARAUJO et al., 2016); C. adamantium (FERREIRA et al., 2013) e C. pubescens
(SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995). Nesse estudo, a miricitrina foi isolada e identificada pela

primeira vez na espécie C. lineatifolia.
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Em Gltima etapa, a fracdo apolar obtida a partir da extracdo seletiva do EtOH R por sistema de
solventes HAMAg foi submetida a trés separacdes distintas de HSCCC, obtendo-se 80
fragdes/separacéo, as quais foram analisadas em CCD (FIGURA 59).

FIGURA 59 — Cromatografia em camada delgada das 80 fracGes obtidas em trés diferentes separacfes por
HSCCC, a partir da fragdo apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia.
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Continuagdo Figura 59
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Legenda: (A) HSCCC 1, fracGes 1-39; (B) fragdes 42-80; (C) HSCCC 2, fragbes 1-39; (D) fracbes 42-80; (E)
HSCCC 3, fragbes 1-39 e (F) fragdes 42-80. Eluicdo realizada em sistema de solventes Cloroférmio: Metanol:
Agua (9:1:1, v/v), seguida de revelagio com &cido sulfurico 10%. Vide item 5.2.2 para método de obtencio da
fracdo apolar do extrato.

A partir da analise das CCD obtidas para as trés separacdes em HSCCC, as fracdes foram
reunidas conforme similaridade de seus padrdes de eluicdo e valores de Rf, obtendo-se 10

fracdes finais, conforme observado na Figura 60.

FIGURA 60 — Cromatografia em camada delgada das fragdes reunidas obtidas por HSCCC, a partir da fracdo
apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia.

Legenda: HSCCC = cromatografia em contracorrente de alta velocidade; EtOH R = extrato etandlico obtido em
sistema continuo de refluxo. Elui¢do realizada em sistema de solventes Cloroférmio: Metanol: Agua (9:1:1, v/v),
seguida de revelagdo com &cido sulfdrico 10%. Vide item 5.2.2 para método de obtencéo da fragdo apolar do
extrato.

E importante notar que as substancias quimicas presentes nas fracdes finais (7 — 10) ficaram
retidas no ponto de origem da aplicacdo na placa de CCD. Isso pode ser justificado pelo fato
dessas substancias ndo apresentarem solubilidade adequada ao sistema de solventes apolar

utilizado na eluicdo da CCD. Dessa forma, foi proposta a repeti¢cdo da CCD para as fragbes 7 a
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10, em sistema de solventes mais polar: Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua
(100:11:11:26, viv) (FIGURA 61).

FIGURA 61 — Cromatografia em camada delgada das fragdes 7 a 10 obtidas por HSCCC, a partir da fragdo apolar
do extrato EtOH R de C. lineatifolia.

Legenda: HSCCC = cromatografia em contracorrente de alta velocidade; EtOH R = extrato etandlico obtido em
sistema continuo de refluxo. Eluicdo em Acetato de etila: Acido férmico: Acido acético: Agua (100:11:11:26, v/v).

As fracOes 8 e 9 foram analisadas por CLAE-ESI-MS e foi possivel identificar um total de oito
substancias. Os tempos de retencdo (Tr), peso molecular observado, fragmentos de cada
substancia quimica e suas respectivas identificacdes e classes de ambas as fracbes sdo

apresentados na Figura 62 e Tabela 9.

FIGURA 62 — Cromatograma do pico base no modo positivo das fracbes 8 (A) e 9 (B) da fragdo apolar da
extracdo seletiva do EtOH R de Campomanesia lineatifolia por sistema de solventes HAMAg em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Para condi¢Bes cromatogréficas, vide item 5.2.11.
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Tabela 9 — Substancias quimicas identificadas a partir da espectrometria de massa por desreplicacdo utilizando
CLAE-ESI-Q-TOF-EM a partir da fracéo apolar do extrato etan6lico otimizado das folhas de C. lineatifolia. Para
condicOes cromatograficas, vide item 5.2.11.
Amostra  Tr [M-H]~ [M+H]* Férmula Erro Ms" Substéancia Classe
(min) molecular  (ppm quimica
Fracdo 8 28,237  549,1557 C26H30013 - MSt: - Licurosideo Chalcona
MS?: 673, 519,
475, 381, 281,
269, 237, 215,
171,137
33,622 385,2960 C22H400s 2,99 MS?: 429, 399, 14a-hidroxi-15- Terpeno
364 acetoxisclareol
MS?: 385
34,193 425,2173 C22H3208 0,72 MS*: Gaigrandina Terpeno
MS?: 365, 281,
253,97
39,391 457,3554 Ca6H4806 6,65 MS!: 695, 501, Acido birsdnico Acido
473, 435 graxo
MS?Z: 457
Fracdo9 19,844 317,1384 Ci18H2005 0,16 MSt: 1191, Champanona D B-
1086, 1058, tricetona
1032, 1004,
978, 917, 882,
820, 738, 631,
595, 533, 503,
474, 439, 413,
344, 302, 261,
211, 187, 165,
123, 81, 59
MSZ 707, 372,
288, 253, 214,
161, 135, 113,
84, 58
28,777 473,3494 CasHas07 0,34  MSt- Acido heptanoico  Acido
MS?: 849, 630, graxo
458, 426, 388,
360, 309, 257,
221, 133, 109,
80
31,180 507,3355 C29H4607 3,69 MS!: 485, 463 Decumbesterona  Esteroide
MS2: 507 A
38,970 545,4083 CsoHs60s 6,44 MS?: 807, 782,  Criptocariol C a-pirona
760, 669, 625,
589, 561
MS?: 545

Como ja discutido anteriormente, utilizando-se reagente de revelagcdo contendo acido sulfurico
nas placas de CCD, a formacdo de bandas de coloracéo rosa-violeta pode caracterizar a presenca
de terpenos. Ainda, a presenca de bandas de coloragdo amarelada pode revelar a presenca de
chalconas e flavanonas glicosiladas (WAGNER e BLADT, 2001). Como pode ser observado
na Tabela 9, na fragdo 8 obtida a partir da separagéo por HSCCC da fragéo apolar do extrato
EtOH R, foram identificadas uma chalcona (licurosideo), dois terpenos (14a-hidroxi-15-
acetoxisclareol e gaigrandina), além de um &cido graxo (&cido birsdnico). As estruturas

quimicas das substancias identificadas nessa fragdo sdo mostradas na Figura 63.
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FIGURA 63 — Estruturas quimicas das substancias identificadas na fracdo 8 obtida a partir da separagao por
HSCCC da fragdo apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia.
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A analise em CLAE-ESI-EM de primeira ordem para fracdo 8 exibiu o ion molecular precursor
desprotonado [M—-H] de m/z 549, podendo sugerir uma massa molecular de 550, com férmula
molecular de C2sH30013. A fragmentacao do ion precursor desprotonado produziu o ion de m/z
237 [M-132-162-H,0-H]~ como resultado da clivagem das unidades de agucares pentose (132
Da) e hexose (162 Da), somada a perda de uma molécula de d&gua e um hidrogénio (ZHENG et
al., 2008). Sendo assim, segundo os padrdes de fragmentacdo observadas e comparando-se aos
dados de literatura e bancos de dados abertos (Metlin e MassBank), pode-se sugerir a presenca
da chalcona licurosideo na espécie C. lineatifolia. O licurosideo é frequentemente descrito em
espécies de Glycyrrhiza (WANG et al., 2007; WANG et al., 2008; MARTINS et al., 2015),
mas a presenca de chalconas é descrita na literatura para espécies de Campomanesia, como C.
adamantium (PAVAN et. al., 2009; LESCANO et al., 2018), C. pubescens (CARDOSO et al.,
2013) e C. reitziana (NESELLO et al., 2016).

Para o diterpeno labdano, 14a-hidroxi-15-acetoxisclareol, a analise em CLAE-ESI-MS de
primeira ordem exibiu o fon molecular precursor protonado [M+H]* de m/z 385, podendo
sugerir uma massa molecular de 384, com formula molecular de C22H400s. A fragmentacao do
ion precursor como aduto de sédio produziu o ion de m/z 364 [M-COHs+Na*]*, como resultado

da clivagem de um grupo acetila da cadeia lateral. A presenca deste diterpeno labdano € descrita
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em especies de Salvia, familia Lamiaceae (MORIDI FARIMANI e MIRAN, 2014; ASKARI et
al., 2021). Diterpenos labdanos sdo encontrados em varias outras espécies, como Cistus incanus
e C. creticus (Cistaceae), Viburnum suspensum (Caprifoliaceae), Juniperus procera
(Cupressaceae), Premma oligotricha (Verbenaceae), Alpinia galanga (Zingiberaceae),
Aframomum danielli (Zingiberaceae), Hedychium coronarium (Zingiberaceae), Nicotiana
glutinosa (Solanaceae), Cryptomeria japonica (Taxodiaceae), Andrographis paniculata
Acanthaceae), Scoparia dulcis (Scrophulariaceae), Baccharis gaudichaudiana (Compositae),
Phlomis younghusbandii e P. medicinalis (Labiatae), com suas respectivas atividades
bioldgicas bem descritas, 0 que mostra uma distribui¢cdo ampla em angiospermas (SINGH, PAL
e SHARMA, 1999). Na composi¢do quimica do 6leo essencial obtido a partir de folhas e
também em extratos de algumas espécies de Campomanesia, tais como C. adamantium, C.
phaea, C. aurea, C. guazumifolia, C. rhombea, C. xanthocarpa e C. lineatifolia, foi
demonstrado que estas espécies tém uma quantidade consideravel de terpenos (LIMBERGER
et al., 2001; OSORIO et al.,, 2006; COUTINHO et al., 2009; KLAFKE et al., 2012;
LORENCONI et al., 2020). Neste estudo, pode-se sugerir a presenca do diterpeno tipo labdano

14a-hidroxi-15-acetoxisclareol na espécie C. lineatifolia (Myrtaceae).

A lactona sesquiterpénica identificada na espécie C. lineatifolia, gaigrandina, exibiu o ion
molecular precursor protonado [M+H]" de m/z 425 e, segundo os padrdes de fragmentacéo
observados e comparando-se aos dados de literatura (AHMED et al., 2017), pode-se sugerir
uma massa molecular de 424, com formula molecular de C22H3.0s. A fragmentacdo do ion
precursor protonado produziu o ion Yo de m/z 365 [M—COCH3z—H.0+2H]?*, como resultado da
perda de um grupo acetila (43 Da) e uma molécula de agua (18 Da). Outro fragmento de m/z
281 [Yo-CsH7O-H]* também pode ser observado como resultado da perda adicional do grupo
angeloil (83 Da). Na sequéncia da fragmentacdo deste Gltimo ion, outro fragmento de m/z 253
é observado [Yo-CsH70-C2Ha]", como resultado da clivagem do grupo eteno terminal (28 Da).
A gaigrandina (9-O-desacetilspatulina-2-O-angelato) foi isolada e identificada nas espécies
Helenium alternifolius e Gaillardia grandiflora, ambas da familia Asteraceae. Para estas
espécies, foi demonstrada a relagdo das lactonas sesquiterpénicas com atividade géstrica
citoprotetora, reafirmando o uso popular para tratamento de Ulceras pépticas (GIORDANO et
al., 1990; WHAZIN, GATILOV e ADEKENEV, 1995). A presenca de lactonas

sesquiterpénicas é descrita em outras espécies de Campomanesia, tais como C. adamantium
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(COUTINHO et al., 2009) e C. phaea (LORENCONI et al., 2020) e, neste estudo, € sugerida a
presenca da gaigrandina na espécie C. lineatifolia.

Acidos graxos sdo substancias comumente encontradas nas plantas, tendo em vista sua
participacdo em processos metabolitos primérios (DEWICK, 2009). A anéalise em CLAE-ESI-
MS de primeira ordem exibiu o ion molecular precursor protonado [M+H]*de m/z 457, podendo
sugerir uma massa molecular de 456, com formula molecular de CzsH480s. O padrdo de
fragmentacdo e as analises em bancos de dados sugerem a estrutura do acido birsénico. Este
acido graxo é descrito na espécie Byrsonima intermedia (Malpighiaceae) (REIS et al., 2007),
planta esta utilizada tradicionalmente para tratar desordens gastrointestinais (SANTOS et al.,
2012).

Na fracdo 9, foram identificados uma g-tricetona (champanona D), um segundo &cido graxo
(&cido heptanoico), um esteroide (decumbesterona A) e uma a-pirona (criptocariol C). As

estruturas quimicas das substancias nessa fracdo sdo mostradas na Figura 64.

FIGURA 64 — Estruturas quimicas das substancias identificadas na fracdo 9 obtida a partir da separagéo por

HSCCC da fragéo apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia.
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A analise por CLAE-ESI-MS de primeira ordem exibiu o ion molecular precursor protonado

[M+H]" de m/z 317, podendo sugerir uma massa molecular de 316, com férmula molecular de
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C18H200s. A fragmentacdo do ion precursor protonado produziu o ion Yo de m/z 302 [M-
CH3+H]" como resultado da clivagem de um grupo metila (15 Da) e o fragmento de m/z 261
[Yo—C2H20+H]*. Em MS?, observa-se a presenca de fon de m/z 288 [M—C2H4]*, como resultado
da clivagem do grupo eteno (28 Da). Todos esses fragmentos sdo caracteristicos de unidades
de B-tricetonas. Em um estudo de caracterizacdo da composicao quimica de extratos volateis
da polpa, cascas, folhas e sementes de C. lineatifolia (OSORIO et al., 2006) foi demonstrada a
presenca de diversas substancias que consistiram, principalmente, de terpenoides, alcoois,
acidos carboxilicos, ésteres, Ciz-norisoprenoides, compostos furanicos e S-tricetonas, sendo
esta Gltima classe, detectada como constituintes majoritarios em todos os extratos. As -
tricetonas identificadas nesse estudo incluiram o acido sincarpico e champanonas A-F,

confirmando a identificagdo da champanona D na espécie.

Como ja descrito, &cidos graxos sdo substancias comumente encontradas nas plantas, tendo em
vista sua participacdo em processos metabdlitos primarios (DEWICK, 2009). A anélise em
CLAE-ESI-MS de primeira ordem exibiu o ion molecular precursor protonado [M+H]* de m/z
473, podendo sugerir uma massa molecular de 472, com formula molecular de CosHagO7. A
fragmentagcdo MS! do fon precursor protonado produziu o fon de m/z 458 [M—CHs+H]* como
resultado da clivagem de um grupo metila (15 Da), um fragmento de m/z 360 [M—-C7H130+H]",
como resultado da clivagem do grupo lateral acila (113 Da), outro fragmento de m/z 133 [M-
3C7H130]", caracteristico de triacil graxos. A presenca do acido heptanoico é descrita na espécie
Acanthopanax brachypus (Araliaceae), a qual ¢ utilizada tradicionalmente na medicina chinesa
para diversas patologias, inclusive Ulcera gastrica (HU, HU e ZHENG, 2009; HU, ZHENG e
HU, 2013). Neste estudo, sugere-se a presenca de acido heptanoico (pentaeritritil triheptanoato)
na espécie de C. lineatifolia.

A presenca do fitoecdisteroide decumbesterona A é descrita nas espécies Ajuga decumbens
(Lamiaceae), Aegiceras corniculatum (Primulaceae) e Cyathula officinalis (Amaranthaceae)
(TAKASAKI et al., 1999; OKUZUMI et al., 2005; LUO et al., 2019). Estas espécies sao
tradicionalmente utilizadas na medicina para tratar condi¢fes inflamatorias, disenteria e
disturbios gastrintestinais, dentre outras afeccGes (TAKASAKI et al., 1999; ISRAILI e
LYOUSSI, 2009). Neste estudo, a presenca da decumbesterona A é sugerida na espécie C.
lineatifolia, de acordo com o perfil de fragmentacdo em LC/MS observados e comparando-se

em bancos de dados, conforme analise em CLAE-ESI-MS de primeira ordem, que exibiu o ion
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molecular precursor protonado [M+H]" de m/z 507, podendo sugerir uma massa molecular de
506, com formula molecular de CagHsO7. A fragmentagdo MS?! do ion precursor protonado
produziu o ion de m/z 463 [M—-CO2+H]* como resultado da clivagem do di6xido de carbono

(44 Da), demonstrado a presenca do grupo carbonila na molécula.

A o-pirona, criptocariol C, exibiu o ion molecular precursor protonado [M+H]" de m/z 545,
podendo sugerir uma massa molecular de 544, com formula molecular de C3oHs6Osg. A presenca
do ion de m/z 589 sugere a formagdo de um aduto de acido formico com o ion molecular
[M+CH,0,-H]". Criptocariols (A-H) sdo descritos em espécies de Cryptocarya (Lauraceae) e
esses derivados de a-pironas mostram atividades anti-inflamatdrias importantes, além de
potenciais moléculas supressoras de tumor (GRKOVIC et al., 2011). De acordo com os padrdes
de fragmentacdo e comparagdo aos bancos de dados, ¢ possivel propor a presenca do

criptocariol C na espécie C. lineatifolia.

Obijetivando-se o isolamento e a purificacdo das substancias majoritarias presentes na fracao
10, esta foi submetida a uma CCD em camada preparativa. Foram isoladas duas substancias
quimicas (FIGURA 65), nomeadas Apl e Ap2, mas em funcdo da quantidade obtida em massa,
apenas uma foi identificada (Apl). Anélise em CLAE-ESI-MS de primeira ordem exibiu o ion
molecular precursor desprotonado [M—H]™ de m/z 265, podendo sugerir uma massa molecular
de 266, com formula molecular de C1sH2204. Ainda em MS?, observou-se a presenca de aduto
de sddio (23 Da) e acido formico (46 Da) com o ion molecular, m/z 333 [M+Na+CH20>-H]",
comum em ESI no modo negativo. A fragmentacio MS? do fon precursor produziu o ion Yo~
de m/z 165 [M—CsHeO—CHs]~ como resultado da clivagem do grupo lateral acila e outro grupo
metila e o0 ion de m/z 96 [Yo—C4HsO] ", resultado da clivagem de um grupo dimetil ceteno,
caracteristicos de unidades de p-tricetonas (OSORIO et al., 2006), estdo de acordo com a
substancia Apl, identificada como (iso)leptospermona. Como a amostra ndo estava pura,

tambem foi identificada a miricitrina, j& previamente demonstrada na fragéo polar.
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FIGURA 65 — Cromatografia em camada delgada das substancias quimicas isoladas da
fracdo 10 obtida a partir da fracdo apolar do extrato EtOH R de C. lineatifolia.

~ Apl ] Ap2 |
Eluico em Acetato de etila: Acido formico: Acido acético: Agua (100:11:11:26, v/v).

Como ja descrito anteriormente, Osorio et al. (2006) em um estudo de caracterizacdo da
composicdo quimica de extratos volateis da polpa, cascas, folhas e sementes de C. lineatifolia
demonstrou a presenca de S-tricetonas como constituintes majoritarios em todos os extratos
analisados. As B-tricetonas sdo caracterizadas por apresentarem quatro substituintes metila em
um anel de seis membros e uma cadeia lateral acila (FIGURA 66A) e, raramente, estdo
presentes em produtos naturais, sendo encontradas principalmente em arvores e arbustos da
familia Myrtaceae, particularmente, nos géneros Eucalyptus, Leptospermum, Xanthostemon,
Darwinia, Backhousia, Baeckea, Calytrix e Melaleuca (HELLYER 1968, GHISALBERTI
1996). A leptospermona (FIGURA 66B) € uma S-tricetona derivada de um anel tetrametilado
do floroglucinol e pode co-ocorrer com seu isdmero isoleptospermona (FIGURA 66C) (VAN

KLINK etal., 1999) e, pela primeira vez, foi identificada neste estudo na espécie C. lineatifolia.

FIGURA 66 — Estrutura quimica das g-tricetonas (A): leptospermona (B) e isoleptospermona
(C), identificadas na fragdo apolar do extrato etandlico otimizado das folhas de C. lineatifolia.

OH O
A
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Finalizadas as analises fitoquimicas para as fracdes polar, apolar e ch, foi proposto um estudo
de otimizacdo da separacdo por HSCCC, de acordo com a metodologia adaptada de Kamto et
al. (2017) para a identificacdo das substancias fenolicas minoritarias presentes na fracao polar
do extrato etanolico. Utilizando-se uma combinacdo de modos de eluicdo isocratico e gradiente
(Tabela 10), dezessete substancias foram isoladas e dessas, oito identificadas por CLAE/EM,
tendo em vista o rendimento em massa ter sido muito pequeno para a analise em RMN das

outras nove substancias.

Tabela 10 — Descrigao das condi¢es cromatograficas em HSCCC e rendimentos de massa das fragdes obtidas a
partir da fracdo polar do extrato etanélico de Campomanesia lineatifolia.

Massa da Sistema de Fluxo Modo de Retencdo da fase  Fracles Rendimento
amostra solventes (mL/min) eluicio/Fase estacionaria (%) de massa
da eluicdo (mg)
Fracdo polar Hex-EtOH- 4 Isocratico/Fase 75 A 0,4
do EtOH R Hy0 (4:2:2) reversa B 1,481
(1,9323 g) C 25,2
D 8,9
E 8,6
Fracdo B AcOEt-H.O 4 Isocratico/Fase 70,6 Bl 975,4
(1,481 ) (1:1) reversa B2 79,5
B3 35,1
Fracio Bl AcOEt-n- 2 Gradiente/Fase 70,6 Bla 0,7
(975,4 mg) BuOH-H,0 normal Blb 1,0
(X:Y:10) Bilc 5,2
Bid 8,8
Ble 130,7
Bif 10,9
Blg 10,5
Blh 11,8
B1li 84,1

Legenda: HSCCC = cromatografia em contracorrente de alta velocidade; EtOH R = extrato etanélico otimizado
das folhas de C. lineatifolia; Hex = hexano; EtOH = etanol; H,O = &4gua; AcOEt = acetato de etila; n-BuOH = n-
butanol.

Primeiramente, a fragdo polar extrato EtOH R de C. lineatifolia foi fracionado por meio da
HSCCC utilizando-se um sistema genérico de solventes, Hex-EtOH-H20. Este sistema ternario
de solventes é composto por dois solventes imisciveis, hexano e &agua, 0s quais s&o,
respectivamente, apolar e muito polar. O etanol atua como um modificador organico, o que
torna esse sistema de solventes ideal para a separacdo de matrizes complexas (KAMTO et al.,
2017), neste caso, 0 extrato bruto de C. lineatifolia. A proporcao selecionada do sistema (4:2:2)
permitiu uma boa distribuicdo das substancias polares e apolares presentes na fragdo do extrato
nas fases inferior e superior, respectivamente, e a fase inferior foi usada no modo de eluicéo
cabecga-cauda, em fase reversa, num fluxo de 4,0 mL/min. Foram coletadas 30 fra¢Oes, as quais

foram agrupadas conforme similaridade em CCD, resultando em cinco fragbes nomeadas de
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A-E. Como pode ser observado na Figura 67A e Tabela 10, a maioria das substancias foram
obtidas nas primeiras fragdes polares, B e C. A fracdo B foi submetida a nova separacdo, em
modo isocratico (descrito a seguir) e as fracdes C e D agrupadas por similaridade e plotadas em
cromatografia em placa preparativa. Como resultado da placa preparativa, foram isoladas
quatro substancias (FIGURA 67B) que, ap6s revelacdo com &cido sulfurico, apresentaram-se
com coloracdo rosa-violeta, o que pode caracterizar a presenca de terpenos glicosilados
(WAGNER e BLADT, 2001). Tendo em vista 0 baixo rendimento obtido em massa dessas

substancias, as identificacdes ndo foram possiveis.

FIGURA 67 — Cromatografia em camada delgada das cinco fragdes agrupadas (A), obtidas da fracdo polar do
EtOH R, resultantes da CCC em sistema de solventes Hex-EtOH-H,0 (4:2:2), em modo de eluigdo isocratico. (B)

Substéncias isoladas das fragGes C e D, apos cromatografia em placa preparativa.
ccc 4 (2P) - JUNCOES 30/0% |

A B c D E

Luz UV-254 nm Luz UV-365 nm Revelagao com H,S0O, 10%
B I ‘ e ——
T‘ K 4 2 T4

Em sequéncia, a fracdo B foi fracionada utilizando-se o sistema de solventes EtOAc:H.0 (1:1)
em uma eluicéo isocratica. Foram coletadas 20 subfracdes, as quais foram agrupadas conforme
similaridade em CCD, resultando em trés subfracdes (B1-B3) (FIGURA 68). A subfracdo B1
foi submetida & nova separacao, em modo gradiente (descrito a seguir) e as subfraces B2 e B3

foram purificadas em coluna de exclusdo molecular (Sephadex LH-20).
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FIGURA 68 — Cromatografia em camada delgada das trés subfracdes B1, B2 e B3 agrupadas, obtidas da fracdo
B do extrato EtOH R (fracdo polar) resultantes da CCC em sistema de solventes EtOAc-H,0 (1:1), em modo de
eluicdo isocratico.

FUAKGOES CCC 2(2P)

=

B;I B2 B3
Luz UV-254 nm Luz UV-365 nm Revelacao com H,SO, 10%

A subfragdo B1 foi purificada utilizando-se 0 modo de eluicdo gradiente, em sistema de
solventes AcOEt-n-BuOH-H>0 nas propor¢des: (9,5:0,5:10), (9:1:10), (8,5:1,5:10), (8:2:10),
(7,5:2,5:10), (7:3:10), (6,5:3,5:10), (6:4:10), (5,5:4,5:10) e (5:5:10). As 100 fracdes obtidas
foram agrupadas conforme similaridade em CCD, obtendo-se 9 subfragbes (Bla-Bli)
(FIGURA 69).

FIGURA 69 — Cromatografia em camada delgada das subfragdes resultantes da purificacdo da subfracdo B1,
obtidas da CCC em sistema de solventes AcOEt-n-BuOH-H,0O (X:Y:10), em modo gradiente de eluic&o.
SugoES ceC 3 (2P)

=
- = e s 2.
B1a B1b Bic Bi1d B1e B1f Bi1g Bi1h Bii Bia B1b Bic B1d Bie Bif B1g B1h Bfi Bia Bib Bic ‘é/{'& 'E?; Bif Blg Bih Bfi
Luz UV-254 nm Luz UV-365 nm Revelagao com H,SO, 10%

Com o objetivo de se purificar as substancias fluorescentes presentes na CCD, as quatro Ultimas
subfracbes (B1f — B1i) foram submetidas a cromatografia em camada preparativa. Como
resultado, cinco substancias fluorescentes foram purificadas, mas, tendo em vista o0 baixo

rendimento em massa obtido, ndo foi possivel a identificacdo das mesmas.

As bandas amarelas observadas na CCD em B2 e B3 foram purificadas em Sephadex e
submetidas a analise por CLAE/EM, confirmando a presenca dos flavonoides miricitrina e
quercitrina, ja identificados previamente. Outras seis substancias purificadas em Sephadex
(provenientes das subfracbes B2 e B3), foram identificadas e, seus respectivos tempos de
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retencdo (Tr), peso molecular observado, fragmentos de cada substancia quimica e suas

identificacOes e classes sdo apresentados na Figura 70 e Tabela 11.

FIGURA 70 — Cromatograma do pico base no modo negativo das subfracdes B2 (A) e B3 (B) da fragéo polar
da extracdo seletiva do EtOH R de Campomanesia lineatifolia por sistema de solventes HAMAg em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Para condigdes cromatogréficas, vide item 5.2.11.
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Tabela 11 — Substancias quimicas identificadas a partir das fracdes obtidas de HSCCC em sistema de elui¢do
isocratico e gradiente, da fracdo polar do extrato etanélico otimizado das folhas de C. lineatifolia.
Amostra Tr (min) [M-H] Férmula Erro Ms" Substancia quimica  Classe
molecular (ppm)
B2 13,726 695, 4026 Ca7He0O12 18 MSY: 1137, 734, Hidroxi-acetil Terpeno
712, 649, 487, hidroshengmanol
293 xilopiranosideo
MS?% 649, 487,
207
16,337 681,4066 CaoHs809 - MS®: 833, 795, Rubescensina M Terpeno
766, 727, 704,
591, 537, 491,
429, 397, 355
MS?: 664, 635,
415, 397, 305,
283, 235, 179,
113, 89, 59
21,183 317,1384 C18H200s 0,16 MS?: 1191, 1086, Champanona D Chalcona
1058, 1032,
1004, 978, 917,
882, 820, 738,
631, 595, 533,
503, 474, 439,
413, 344, 302,
261, 211, 187,
165, 123, 81, 59
MS% 707, 372,
288, 253, 214,
161, 135, 113,
84, 58
B3 21,247 675,3601 Ca3Hs6014 0,55 MS?: 1001, 966, Gingerglicolipidio A Glicolipi-deo
815, 789, 760,
721, 535, 495,
431, 397, 325,
299, 277
MS?: 968, 632,
542, 456, 415,
397, 361, 305,
277, 235, 209,
179, 125,101, 71
29,133 681,3932 C0Hs80g 38 MS!: 833, 795, Rubescensina M Terpeno
766, 727, 704,
591, 537, 491,
429, 397, 355
MS2 664, 635,
415, 397, 305,
283, 235, 179,
113, 89, 59
32,075 265,1458 C15H2204 4,76 MS®: 833, 695, (iso)leptospermona B-tricetona
657, 553, 333,
297,97
MS2: 165, 97, 80

As substancias champanona D e (iso)leptospermona foram identificadas anteriormente nas
fragOes polar e apolar, respectivamente, e apresentaram semelhantes padrdes de fragmentacéo,
confirmando a presenca dessas substancias na espécie C. lineatifolia. As estruturas das outras

substancias identificadas sdo mostradas na Figura 71, a seguir.
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FIGURA 71 - Estruturas quimicas das substancias identificadas nas fracdes B2 e B3 obtidas a partir da separacéo
por HSCCC da fracdo polar do extrato EtOH R de C. lineatifolia.
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A analise em CLAE-ESI-EM de primeira ordem da fracdo B2 exibiu o ion molecular precursor
desprotonado [M—-H] de m/z 695, podendo sugerir uma massa molecular de 696, com férmula
molecular de Cs7HesoO12. A fragmentacdo do ion precursor produziu o ion de m/z 649 [M—
CH3CO-3H]" como resultado da clivagem de um grupo acetila lateral (43 Da). O triterpenoide
tipo cicloartano, hidroxi-acetilhidroshengmanol-xilopiranosideo € descrito na espécie
Cimicifuga acerina (Ranunculaceae) (ZHANG et al., 2001) e na familia Myrtaceae, em
Eucalyptus sideroxylon (OKBA, GEDAILY e ASHOUR, 2017). Para essas espécies, € descrito
o uso na medicina tradicional para o tratamento condi¢des inflamatdrias, além de potencial
agente antimicrobiano relacionado aos seus constituintes. Neste estudo, conforme padrdes de
fragmentacdes e dados da literatura e bancos de dados, sugere-se a presenga do triterpeno

hidroxi-acetilhidroshengmanol-xilopiranosideo na espécie C. lineatifolia.

Para a rubescensina M, a analise em CLAE-ESI-EM de primeira ordem exibiu o ion molecular
precursor desprotonado [M—H]~de m/z 681, podendo sugerir uma massa molecular de 682, com
formula molecular de CoHssOo. O padréo de fragmentagio observado em MS? produziu dois
ions, um de m/z de 397 [M—C19H2702] e outro de m/z 283 [M—C,1H3107—-3H] -, como resultado
da clivagem da molécula em duas unidades diterpénicas, sugerindo ser um diterpeno tipo
abietano, com padrdo semelhante a rubescensina, como encontrado na espécie Isodon

rubescens, familia Lamiaceae (HAN et al., 2004). Diterpenos do tipo abietano também s&o
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descritos em outras espécies dessa mesma familia, como em Plectranthus barbatus (falso-boldo
ou boldo-brasileiro) e Hyptis martiusii (cidreira-brava), as quais sdo tradicionalmente utilizadas
para o0 tratamento de disturbios gastrintestinais (COSTA-LOTUFO et al, 2004,
ALBUQUERQUE et al., 2007). Neste estudo, considerando os padrfes de fragmentacdo e em
comparacao a bancos de dados e literatura, é sugerida a presenca da rubescensina M na espécie
C. lineatifolia.

Para o gingerglicolipidio A, a analise em CLAE-ESI-EM de primeira ordem exibiu o ion
molecular precursor desprotonado [M—H] de m/z 675, podendo sugerir uma massa molecular
de 676, com formula molecular de CasHssO14. A fragmentacgdo do ion precursor produziu o ion
de m/z 325 [M—-CH1sH200-C3HeO3]” como resultado da clivagem da cadeia lateral lipidica
ligada ao actcar (350 Da). Em MS?, a fragmentacéo do ion precursor produziu o ion Yo de m/z
415 [M—CH1sH200]~ como resultado da clivagem da cadeia lateral acila. Outros fragmentos
podem ser observados em m/z 397 [Yo—H20] e m/z 361 [Yo—2H20O]", correspondendo a perdas
sucessivas de moléculas de agua. O gingerglicolipidio A é um dos trés monoacildigalactosil
glicerdis identificados no rizoma de espécies de Zingiber (Zingiberaceae), comumente referidos
como ‘“ginger”, apesar de ter sido também descrito nas folhas da espécie Sideroxylon
obtusifolium (Sapotaceae), uma planta medicinal brasileira usada tradicionalmente como anti-
inflamatéria e Capsicum annuum (Solanaceae), também utilizada na medicina para este fim
(GUEVARA et al., 2021). Este glicolipidio tem sido associado como um dos principios
“estomaquicos” presentes no gengibre, com sua utilizacdo no tratamento da ulcera gastrica
(YOSHIKAWA et al., 1994; PASSOS OLIVEIRA et al., 2012) e, pela primeira vez, foi
identificada na espécie C. lineatifolia.

5.4 Conclusao

Ensaios de injecdo e coinjecdo com padrbes auténticos, andlises cromatograficas e
espectroscopicas permitiram identificar a presenca dos flavonoides catequina, quercitrina e

miricitrina, sendo esta Gltima, descrita pela primeira vez na espécie C. lineatifolia.

Com a utilizagdo das técnicas de HSCCC, cromatografia por exclusdo molecular e
cromatografia em camada delgada preparativa, na fracdo polar do extrato foi possivel o

isolamento e purificagéo de dois flavonoides, os quais foram posteriormente identificados como
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sendo quercetrina e miricetrina, por técnicas de RMN 13C e 1H, CLAE-ESI-EM e EM-EM.
Para a fracdo apolar, a partir das mesmas técnicas, foi possivel o isolamento de oito substancias,
identificadas como acido birsénico, 14a-hidroxi-15-acetoxisclareol, gaigrandina, licurosideo,
decumbesterona A, acido heptanoico, criptocariol C e champanona D. Além disso, a otimizacgéo
da técnica por HSCCC permitiu o isolamento de dezessete substancias, sendo cinco delas
identificadas por técnicas de RMN 13C e 1H, CLAE-ESI-EM e EM-EM como champanona D,
(iso)leptospermona, hidroxi-acetilhidroshengmanol-xilopiranosideo, rubescensina M e

gingerglicolipidio A.

Neste estudo, um total de quinze substancias quimicas foram identificadas na espécie C.
lineatifolia, sendo doze delas inéditas para a espécie, o que pode contribuir para sua
padronizacdo quimico-bioldgica e validar o seu uso tradicional como gastroprotetora e anti-

Ulcera gastrica.
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6.1 Introducao

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que 0s extratos e
fracdes de folhas de Campomanesia lineatifolia protegem a mucosa gastrica em modelos
experimentais de lesdes gastricas induzidas por etanol e indometacina (MADALOSSO et al.,
2012). Além deste resultado, foi demonstrado que os efeitos gastroprotetores parecem estar
relacionados com as suas propriedades antioxidantes e seu contetdo de polifendlicos. Num
estudo de plantas medicinais brasileiras, Henriques et al. (2016) demonstraram atividade
inibitdria de extrato etandlico de C. lineatifolia para o0 TNF-a, em modelo in vitro. Embora
varios estudos tenham mostrado que plantas e extratos/constituintes vegetais
apresentamatividade anti-H. pylori e agdo gastroprotetora, nos ultimos anos, poucos trabalhos
descreveram os efeitos de 6leos essenciais especificos no crescimento e viabilidade da H. pylori
(KORONA-GLOWNIAK et al., 2020).

Considerando uma relacdo causal entre a Ulcera gastrica e a infeccdo por Helicobacter pylori,
foi proposto um estudo para se evidenciar se 0 6leo essencial de folhas de C. lineatifolia (OE)
apresenta atividade anti-Helicobacter pylori. O objetivo deste estudo foi identificar a
composic¢do quimica do OE e avaliar a atividade anti-H. pylori (Capitulo 9), visando a utilizagéo
da planta como agente alternativo ou adjuvante da terapia atual para o tratamento das infeccoes
por H. pylori. Tanto quanto se conhece na literatura, este estudo investiga, pela primeira vez, a
composicao quimica e sua relacdo com a atividade anti-H. pylori do 6leo essencial de folhas de

C. lineatifolia.

6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Material vegetal

A coleta das folhas de Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. foi realizada em fevereiro de

2020, em um remanescente de mata, no campus da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte — MG (GPS 19° 527 9.87° S; 43° 58’ 12.04”” W). O material vegetal foi identificado
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pelo Dr. Marcos Sobral e uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade Federal de
Minas Gerais, sob o numero BHCB 150606. O registro no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) foi realizado e tem o
codigo A216C7C.

6.2.2 Extracao do 6leo essencial

O OE foi extraido das folhas frescas de C. lineatifolia por hidrodestilacdo, utilizando-se um
aparelho do tipo Clevenger. A extracdo foi efetuada durante 3 h, utilizando-se 143 g das folhas
frescas e rasuradas em 1000 mL de 4gua destilada. O OE obtido foi seco com sulfato de sodio
anidro (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda), e concentrado sob pressdo reduzida por
rotaevaporador para evaporar a dgua. O 6leo puro foi armazenado a -25°C até ser novamente

analisado. O rendimento do 6leo essencial foi de 0,5 mL.

6.2.3 Andlise do 6leo essencial

Para a identificacdo dos constituintes quimicos do OE utilizou-se um equipamento de
cromatografia gasosa, acoplada ao espectrémetro de massas (CG-EM). A anélise em CG-EM
foi realizada em triplicata, usando um cromatdgrafo a gas Hewlett-Packard 6890N acoplado a
um detector seletivo de massa 5975B (MSD; Agilent Technologies, EUA), operando a 70 eV
numa faixa de massa de 35-500 u.m.a., com velocidade de varredura de 0,34 e equipado com
uma coluna capilar de silica fundida DB-5MS (5% fenilmetilsiloxano; comprimento-30m,
Diametro interno-0,25mm, Espessura do filme-0,25um). A temperatura do forno foi elevada de
70°C para 290°C a uma taxa de aquecimento de 5°C/min e mantida isotérmica por 10 minutos;
temperatura do injetor, 250°C; temperatura da interface, 300°C; gas Hélio carreador a 1,0
mL/min. Cada ml de 6leo de amostra foi dissolvido em Et>O na proporcao 1:1000 e injetado
em modo de divisdo pulsante. O fluxo foi de 1,5 mL/min durante os primeiros trinta segundos
(0,50 min), depois modificado para 1,0 mL/min; razdo de diviséo (Split ratio) 40:1. A
identificacdo dos constituintes foi baseada na comparacdo de seus indices de retengdo linear
(IR) relativos a série de n-hidrocarbonetos (C6-C40) calculados experimentalmente e
respectivos dados de espectrometria de massas, ambos comparados aqueles da biblioteca

National Institute of Standards and Technology (NIST), Wiley e dados da literatura.
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6.3 Resultados e Discussao

A analise quimica em CG/EM do 6leo essencial de C. lineatifolia mostrou a presenca de oito
substancias que representaram 98,09% da composicdo total (FIGURA 72). As substancias
majoritarias identificadas foram, nessa ordem, o 3-hexen-1-ol (46,15%), a-cadinol (20,35%),
1,1-dietoxietano (13,08%), e 2,3-diciano-7,7-dimetil-5,6-benzonorbornadieno (10,78%),
seguidos pelo aromadendreno 2 (3,0%), e [3S-(3a, 3aa, 60, 8aa)]-4,5,6,7,8,8a-hexahidro-3,7,7-
trimetil-8-metileno-3H-3a,6-metanoazuleno (2,99%). Outras substancias minoritarias como o-
bisabolol (0,94%) e p-curcumeno (0,8%) também foram detectadas no 6leo (TABELA 12). As
estruturas das substancias quimicas identificadas sdo apresentadas na Figura 73.

FIGURA 72 — Perfil cromatografico do 6leo essencial das folhas de C. lineatifolia, em cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas.
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Tabela 12 — Substancias quimicas identificadas no 6leo essencial das folhas de C. lineatifolia.
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Substancia quimica Tr IR Massa Formula % MS ID
(pico) (min) molecular  molecular
1,1-dietoxietano (1) 2,483 718 118 CeH140- 13,08 103,75,73, NIST + Willner,
61, 47, 45, Granvogl e
43,31, 29 Schieberle
(2013)
3-hexen-1-ol (2) 3,523 850 100 CsH120 46,15 82,79, 72, NIST +
69, 67, 65, Marongiu et al.
57, 55, 53, (2001)
51,41, 39
2,3-diciano-7,7-dimetil- 18,158 1506 220 CisHiN, 10,78 223,221, Wiley
5,6-benzonorbornadieno 207, 206,
?) 205
[3S-(3a, 3aa, 6a, 8aa)]- 20,044 1586 202 CisHa2 2,99 187, 159, Fragmentacéo
4,5,6,7,8,8a-hexahidro- 145, 131, em GC/MS,
3,7,7-trimetil-8- 119, 105, 91, Kang e Monti
metileno-3H-3a,6- 77 (1984)
metanoazuleno (4)
Aromadendreno (5) 20,275 1596 204 CisHo4 3,0 161, 133, NIST +
119, 105, 93, Maghsoodlou et
91,81, 79 al., 2015
B-curcumeno (6) 21,547 1652 204 CisHo2s 0,8 161, 119, Wiley + Lucero,
105, 93, 81, Estell e
55, 41 Fredrickson,
2003
a-bisabolol (7) 21,555 1652 222 CisH260 0,94 204, 161, NIST + Zheng
119, 105, 93, etal., 2004
69, 41
a-cadinol (8) 21,809 1664 222 C15H260 20,35 204, 189, NIST + Yu et
161, 134, al. (2004)
121, 109,
105, 95, 81,
71

Tr, tempo de retencdo; IR, indice de Retencdo; %, percentual relativo obtido a partir da area do pico; MS,
fragmentos do espectro de massas. ID, identificacdo proposta conforme espectro de massas comparado a biblioteca
NIST ou Wiley / literatura e indice de reten¢do de acordo com a literatura.

FIGURA 73 — Estruturas quimicas das substancias identificadas no 6leo essencial de C. lineatifolia.
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A analise da composigdo quimica do oleo essencial das folhas de C. lineatifolia consistiu

principalmente de um alcool, um éter e sesquiterpenos, como constituintes majoritarios. Osorio
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et al. (2006) demonstraram que a presenca de alcoois foi predominantemente caracterizada no
extrato volatil das folhas de C. lineatifolia, dentre eles o (Z)-3-hexenol como um dos
constituintes majoritarios. Ainda, os sesquiterpenos cadinanos, -cadinol, y-cadinol e 6-cadinol
também foram identificados. De maneira semelhante, neste estudo, o alcool 3-hexen-1-ol (2)
correspondeu a substancia majoritaria do 6leo essencial e o sesquiterpeno cadinano, o a-cadinol

(8), foi identificado na espécie.

A analise fitoquimica das folhas de goiabeira, Psidium guajava (Myrtaceae), da mesma familia
da espécie C. lineatifolia, registra a presenca do acetal 1,1-dietoxietano (1), como um dos
constituintes que conferem aroma de frutas (CRAVEIRO et al., 1981). Neste estudo, a presenca

deste acetal é descrito pela primeira vez na espécie.

A substancia 3, 2,3-diciano-7,7-dimetil-5,6-benzonorbornadieno, é descrita em um estudo da
composi¢do quimica de 6leos essenciais isolados das espécies Mentha microphylla (Labiatae)
e Lantana camara (Verbenaceae) (ABDELGALEIL, 2006), com atividades inseticidas e
fungicidas relacionadas. Neste estudo, a presenca deste sesquiterpeno é descrita pela primeira

vez na espécie C. lineatifolia.

[3S-(30,3aa,6a,8a0)]-4,5,6,7,8,8a-hexahidro-3,7,7-trimetil-8-metileno-3H-3a,6-

metanoazuleno (4) apresentou perfil de fragmentacdo idéntico ao derivado dieno do
sesquiterpeno zizanol, encontrado na espécie Vetiveria zizanioides (L.) Nash, sin. Chrysopogon
zizanioides (L.) Roberty (Poaceae) (KANG e MONTI, 1984). O 6leo de vetiver é comumente
utilizado na industria de perfumes e como agente flavorizante na indUstria alimenticia
(MARTINEZ et al., 2004). Além de seu aroma especial, sdo descritas atividades antioxidantes
(LUQMAN et al.,, 2009), antibacterianas (LUQMAN et al., 2005) e anti-inflamatdrias
(BALASANKAR et al., 2013). Neste estudo, a presenca desta substancia é descrita pela

primeira vez na espécie C. lineatifolia.

Aromadendreno (5) é descrito em varias espécies da familia Myrtaceae, como em Eucalyptus
sp. (Myrtaceae) (MAGHSOODLOU et al., 2015; YANGUI et al., 2017), Psidium guajava
(ELIZALDE-GONZALEZ et al., 2020) e Lophomyrtus sp. (WOOLLARD et al., 2008).
Mulyaningsih et al. (2010) identificaram que o aromadendreno aparentemente contribui

significativamente para a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de E. globulus,
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marcadamente em bactérias multirresistentes, como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (VRE), além de atividade
contra a bactéria gram-negativa Acinetobacter baumanii, demonstrando o potencial desta
substancia para testes contra H. pylori. Neste estudo, a presenca deste sequisterpeno foi descrita

pela primeira vez na espécie C. lineatifolia.

O B-curcumeno (6) é identificado como sendo um dos constituintes majoritarios no 6leo
essencial de rizomas de Curcuma amada e C. longa (Zingiberaceae) (SRIVASTAVA,
SRIVASTAVA e SHAH, 2001; BRASIL, 2015). A Curcuma sp. é utilizada tradicionalmente
para tratamento de varias doencas intestinais, febre e ictericia (JAIN, 1995) e sua atividade anti-
H. pylori tem sido descrita (ZAIDI et al., 2009; KOOSIRIRAT et al., 2010). Na familia
Myrtaceae, o y-curcumeno € descrito no 6leo essencial das folhas de Eucalyptus microtheca
(MAGHSOODLOU et al., 2015) e B-curcumeno, na espécie Myrcia sylvatica (SILVA et al.,
2016). Neste estudo, a presenca do sesquiterpeno B-curcumeno é descrita pela primeira vez na

especie C. lineatifolia.

O sesquiterpeno a-bisabolol (7) é descrito na espécie Plinia cerrocampanensis (Myrtaceae)
como sendo o constituinte majoritario no 6leo essencial obtido das folhas, com potente
atividade anti-H. pylori (VILA et al., 2010). Brehm-Stecher e Johnson (2003) descrevem que
0 bisabolol é capaz de aumentar a permeabilidade bacteriana e, consequentemente, a
suscetibilidade a antibidticos de importancia na clinica. Em espécies de Psidium (Myrtaceae),
a presenca deste sesquiterpeno nos 6leos essenciais também é descrita (DIAS et al., 2018).
Neste estudo, a presenca do sesquiterpeno a-bisabolol é descrita pela primeira vez na espécie

C. lineatifolia.

6.4 Conclusoes

Por meio das analises em CG/EM, foi possivel a identificacdo de oito substancias quimicas no
6leo essencial obtido das folhas de C. lineatifolia, que representaram 98,09% da composi¢édo
total. As substancias quimicas identificadas neste estudo apresentam dados consistentes na
literatura que orientam a conducao dos ensaios de atividade anti-H. pylori, demonstrando o seu

potencial para o tratamento de Ulceras gastricas associadas a infeccao por essa bactéria.
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7.1 Introducao

As propriedades anti-inflamatdrias de espécies de Campomanesia tém sido demonstradas em
diversos estudos, relacionando a presenca de constituintes quimicos fenolicos como flavonoides
e terpenoides, com seus efeitos inibitdrios de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6, e
NO, fator de transcricdo NF-«xB, atividade de COX-1 e COX-2 e redugéo de radicais livres,
além do aumento da producéo de IL-10, citocina imunomoduladora (FERREIRA et al., 2013;
HENRIQUES et al., 2016; LESCANO et al., 2018; LORENCONI et al., 2020).

A gastroprotecdo para a espécie C. lineatifolia é demonstrada em estudos prévios de nosso
grupo de pesquisa (MADALOSSO et al., 2012), relacionando um aumento da secrecao do muco
protetor e reducdo das areas de lesGes gastricas em pré-tratamento com o extrato etandlico e a

fragéo acetato de etila obtida das folhas.

Os trabalhos que descrevem a atividade anti-inflamatoria na Ulcera géstrica para a espécie C.
lineatifolia ainda sdo escassos, 0 que mostra a importancia deste estudo para a possivel
elucidacdo dos mecanismos gastroprotetores relacionados a planta. Neste trabalho, serdo
utilizados modelos in vitro para estudo de citocinas inflamatérias e dois modelos in vivo de
lesdo gastrica para proposta do mecanismo.

7.2 Materiais e métodos

7.2.1 Ensaios in vitro de inflamacéo

7.2.1.1 Viabilidade celular

Células monociticas humanas da linhagem THP-1 (ATCC TIB-202) foram cultivadas em uma

placa de cultura celular de 96 pogos (100.000 células por poco) apés inducdo da diferenciacdo
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em macréfagos utilizando forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) 10 ng.mL™. As células foram
incubadas ao meio (100uL) sem tratamento ou com tratamento do extrato etandlico de C.
lineatifolia em diferentes concentracfes (62,5; 125 e 250 pg/mL) por 2h, e depois com LPS
(extraido de Escherichia coli sorotipo O:111:B4) na concentracdo final de 100 ng/mL por um

periodo de 4h. Dexametasona (Sigma-Aldrich, 0,1 pM) foi utilizada como controle positivo.

Para avaliar a viabilidade celular, o sobrenadante dos pocos foi descartado e substituido por
100uL de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenilltetrazol (MTT) (MOSMANN, 1983)
dissolvido em meio RPMI 1640 na concentracdo 500ug/mL. Em seguida, as placas foram
incubadas por 1h e 30min, em condigdes de cultura, para metabolizacdo do MTT. Decorrido o
tempo de incubacao, 100pL. de DMSO foram adicionados a cada pogo e a placa foi submetida
a agitacdo por 15 minutos para dissolucdo dos cristais de formazan. A densidade dptica dos
pocos foi lida em 570 nm em espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices). A
viabilidade celular foi determinada a partir da razéo entre as células viaveis e o total de células,
utilizando-se como referéncia de viabilidade as células ndo tratadas. Valores acima de 90%
foram considerados ndo toxicos para a linhagem de células THP-1. Todo o ensaio foi realizado

em triplicata.

7.2.1.2 Capacidade inibitoria sobre a producdo de TNF-a. e ativa¢do de NF-xB

Células monociticas humanas da linhagem THP-1 (ATCC TIB-202) foram cultivadas em uma
placa de cultura celular de 24 pogos (1 x 108 células por poco) apds inducio da diferenciacio
em macro6fagos utilizando PMA 10 ng.mL™.

As células foram expostas ao meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (500uL) sem
tratamento ou com tratamento do extrato etandlico de C. lineatifolia em diferentes
concentragdes (62,5; 125; 250 pg/mL e 3, 30 e 100 pug/mL), ou substancias isoladas quercitrina
e miricitrina (6,25; 12,5 e 25,0 uM) por 2h, e depois com LPS (extraido de Escherichia coli
sorotipo O:111:B4) na concentracdo final de 100 ng/mL, como estimulo inflamatorio.
Dexametasona (Sigma-Aldrich, 0,1 uM) foi utilizada como controle positivo. Apds incubagéo
a 37 °C por 18h, as placas foram centrifugadas (1800 g, 5min, 16 °C), o sobrenadante de 4

pocos de cada grupo foi coletado e analisado para quantificacdo de TNF-a por ensaio
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imunoenzimético (ELISA) empregando o kit TNF-alpha duo set, DY210 (R&D Systems,
EUA).

Para obtencdo do extrato proteico para analise da ativacao de NF-xB (IkBa e Erk1/2), as células
THP-1 (pellet) foram lavadas com tampéo fosfato salino (PBS) 1X e lisadas pela adi¢do de 100
pL de solucdo de lise (0,5% p/v de NP-40, 100 mM de Tris/HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2
mM de EDTA, 1 mM de NaVOs, 1 mM de DTT, 1 mM de PMSF, 200 mM de NaCl, 25 mM
de NaF, leupeptina e aprotinina) e deixadas em banho de gelo por 15 minutos. Posteriormente,
o lisado foi centrifugado a 10.000 g em microcentrifuga por 15 minutos a 4 °C, sendo o

sobrenadante aliquotado e guardado a -20 °C até o momento de uso.

Para realizar a dosagem de proteinas totais foi utilizado o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-
RadLaboratories) baseado no método de Bradford (1976). O ensaio foi realizado em uma
microplaca de 96 pogos (NUNC™) e consistiu na adi¢do de 2 pL de cada amostra a 200 pL do
corante diluido 5 vezes em agua destilada, em duplicatas. Paralelamente, foi confeccionada uma
curva padréo utilizando como solucéo padrao albumina bovina sérica (BSA) 1 mg/mL. Apds 5
minutos de incubacdo, a leitura foi feita em espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular
Devices) a 595 nm. As absorbancias das amostras foram comparadas com as absorbancias da

curva padrdo, e as concentragoes calculadas e expressas em mg/mL (ou pg/uL).

Os extratos proteicos totais (60 pg) foram desnaturados, misturando-se a amostra com tampao
LB 5X (10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0,05% azul de bromofenol, 0,250 M
Tris/HCI pH 6,8) e a mistura mantida a 100 °C por 5 minutos. Os extratos proteicos foram
fracionados em gel de 10% de poliacrilamida/SDS. Ao final da corrida, foram transferidos para
membrana de nitrocelulose (Hybond™ ECL™, GE Healthcare).

As membranas para o imunoblot foram bloqueadas com PBS-Tween 0,1% contendo 5% de
leite em p6 desnatado por uma hora. Em seguida, foram lavadas com PBS-Tween, e incubadas
com o anticorpo de interesse a 4 °C por 24h. Apos nova lavagem com PBS/Tween e incubacao
durante 1 hora a temperatura ambiente com o respectivo anticorpo secundario ligado a
peroxidase, as membranas foram incubadas em solugdo reveladora ECL™ (GE Healthcare) e
expostas contra filme de raio X (Hyperfilm ECL™, GE Healthcare). O filme foi revelado

utilizando-se revelador e fixador (Kodak), conforme indicagdes do fabricante. Os anticorpos
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utilizados foram: anti-P-lkBa. e anti-P-Erk1/2 na concentracdo 1:1000 (CellSignaling
Technology) e anti-p-actina 1:10000 (Sigma-Aldrich) e anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase - anti-coelho 1:3000 e anti-rato 1:3000 (Santa Cruz Biotechnology). As analises
densitométricas foram realizadas utilizando-se o programa Image J. Todo o ensaio foi realizado

em triplicata.

7.2.2 Ensaios in vivo de inflamacéo e gastroprotecéo

Os estudos da atividade anti-inflamatdria foram realizados em colaboracdo da Professora
Lirlandia Pires de Sousa do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas e do Professor
Renes Machado do Departamento de Produtos Farmacéuticos, ambos da Faculdade de
Farmécia da UFMG. O modelo de lesdo gastrica induzida por etanol foi realizado em
colaboracdo com o Professor Carlos Alberto Tagliati, do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas e 0 modelo de lesdo gastrica induzida por indometacina em colaboracdo com o
Professor Renes de Resende Machado, do Departamento de Produtos Farmacéuticos, ambos da
Faculdade de Farmécia da UFMG.

Para os modelos de lesdo gastrica induzida por etanol e indometacina foi utilizado um total de
oitenta e quatro camundongos Swiss com 6 semanas e peso entre 25-30 g, provenientes do
Biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG. Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo n® 165/2018
(ANEXO A).

7.2.2.1 Modelo de lesdo gastrica induzida por etanol

Para 0 modelo de lesdo gastrica induzida por etanol, adaptado de Madalosso et al. (2012), foram
utilizados um total de quarenta e nove camundongos, sendo sete camundongos Swiss/grupo,
com peso entre 25-30 g, machos, adultos jovens (6 semanas), fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Farmacia da UFMG, com variacdo de peso inferior a 20%, foram submetidos a
ciclo claro-escuro ea jejum solido de 24 horas em gaiola de contencéo, para evitar a coprofagia.
Durante as primeiras doze horas, tiveram livre acesso a agua e solucdo aquosa de leite
condensado (proporcdo de 5:1) e somente a agua nas doze horas subsequentes, até uma hora

antes da primeira administracdo. Os farmacos cimetidina, sucralfato e os extratos foram
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solubilizados em agua destilada (veiculo). Ap6s 1h, foi administrada por gavagem, veiculo
(grupos 1 e 2), cimetidina 100 mg/Kg (grupo 3), sucralfato 200 mg/Kg (grupo 4) e o0s
tratamentos com o extrato etanolico rico em fenolicos de C. lineatifolia, nas doses de 50 mg/Kg
(grupo 5), 100 mg/Kg (grupo 6) e 200 mg/Kg (grupo 7). Ap6s 1 h, foi realizada a
administracdo do etanol absoluto 5 mL/Kg (grupos 1, 3-7) ou salina (grupo 2) e, na segunda
hora, os animais foram anestesiados (cetamina 80 mg/Kg + xilazina 10 mg/Kg, via
intraperitoneal) e eutanasiados por hipovolemia através de coleta do sangue por via
intracardiaca (volume > 2 mL). Depois da confirmacdo da eutanasia, os estbmagos foram
removidos por meio de uma abertura ao longo da grande curvatura e lavados suavemente com
solugdo fisioldgica. A mucosa géastrica foi esticada, com auxilio de alfinetes, sobre plataforma
de isopor de espessura de 15 mm. As plataformas contendo os estbmagos foram armazenadas
temporariamente em recipiente plastico contendo solucéo de formaldeido 10% tamponado (pH
7,2) para fixacdo e posterior avaliagdo das lesGes por meio de andlises histopatoldgicas e
morfométricas. Parte do tecido foi utilizado para avaliacdo dos parametros inflamatérios. O

protocolo experimental é mostrado esquematicamente na Figura 74.

FIGURA 74 — Protocolo de inducdo da lesdo gastrica induzida por etanol em modelo experimental in vivo para
extrato etandlico rico em fendlicos de Campomanesia lineatifolia.

Grupo 1: EtOH (veiculo)
*  Grupo 2: controle veiculo EtOH absoluto
Jejum sdlido 1h *  Grupo 3: cimetidina 100 mg / Kg 1h Sml /kg ou
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n = 7/grupo - .
78 s‘;m!?n’ls‘ absoluto *  Grupo 5:ext. 50 mg / Kg
A / \ *  Grupo 6:ext. 100 mg / Kg
F/ Grupo 7: ext. 200 mg / Kg 1h
Primeiras 12h: 12h seguintes:
H,0 e sol. aq. leite Somente H,0
condensado (5:1) Anestesia e
eutanasia

Remocio do estomago:
* Andlises histopatologicas e
morfométricas
Calculo do indice de muco

7.2.2.2 Modelo de leséo gastrica induzida por indometacina

Para avaliagdo da atividade gastroprotetora do extrato etandlico rico em fendlicos das folhas de
C. lineatifolia em modelos de lesdes da mucosa gastrica induzida por indometacina, utilizou-se

modelo adaptado de Maity et al., 2009; Yadav et al., 2012 e Yadav et al., 2013. Um total de
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trinta e cinco camundongos Swiss, sendo sete por grupo, com peso entre 25-30g, machos,
adultos jovens (6 semanas), fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG, com
variagdo de peso inferior a 20%, foram submetidos a ciclo claro-escuro e a jejum sélido de 24
horas em gaiola de contencdo, para evitar a cropofagia. Durante as primeiras doze horas,
tiveram livre acesso a dgua e solucdo aquosa de leite condensado (proporgao de 5:1) e somente
a agua nas doze horas subsequentes até uma hora antes da primeira administragdo. A
indometacina e os extratos foram solubilizados em dgua destilada (veiculo). Apds esse periodo,
foi administrado por gavagem, indometacina 18 mg/Kg, em dose tnica, para inducao da lesao
gastrica nos grupos 2-5, e apenas veiculo para o grupo 1. Apos 6 h da administracdo da
indometacina/veiculo, os animais receberam um tratamento por gavagem intragastrica, durante
3 dias, p.o.: grupo 1 — 4gua destilada; grupo 2 — 4gua destilada; grupo 3 — 100 mg/kg do
extrato; grupo 4 — 250 mg/kg do extrato e grupo 5 — 500 mg/kg do extrato. Apos 2h do
tratamento, os animais tiveram livre acesso a agua e racdo. Nos dias subsequentes, 1h antes do
tratamento, os animais ficaram sob jejum por lh para evitar interagdes dos tratamentos com o
alimento. No terceiro dia, apos 6 h da ultima administracao dos extratos/veiculo, os animais
foram anestesiados (cetamina 80 mg/Kg + xilazina 10 mg/Kg, via intraperitoneal) e tiveram o
sangue coletado por via intracardiaca e eutanasiados sob sangria. Depois da confirmagao da
eutandsia, os estomagos foram removidos, abertos ao longo da grande curvatura, lavados
suavemente com solugdo fisiologica, pesados, cortados em quatro fatias e armazenados a -20°C
para posterior processamento e avalia¢do de citocinas inflamatorias IL-6, CXCL-1 e via do NF-

kB. O protocolo experimental € mostrado esquematicamente na Figura 75.

FIGURA 75 — Protocolo de indugéo da lesdo gastrica induzida por indometacina em modelo experimental in vivo
para extrato etanolico rico em fendlicos de Campomanesia lineatifolia.
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7.2.2.3 Necropsia, coleta e processamento do material

Apbs o periodo de fixacdo, a mucosa gastrica (modelo etanol) foi dividida em trés fatias
paralelas a linha longitudinal que limita a porgdo glandular e ndo glandular de mucosa gastrica
dos camundongos. Os fragmentos obtidos foram desidratados em série crescente de alcoois 70,
80, 90 e 100%, diafanizados em xilol, parafinizados e incluidos em parafina histologica
purificada (PF 56-58 °C). Os blocos foram seccionados em micrétomo para obtencéo de trés
cortes histoldgicos com 4 um de espessura e corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina
(HE) e Acido Periodico de Schiff (PAS) para calculo das areas de necrose e de muco (PAS™),

respectivamente.

7.2.2.4 Analise morfométrica da area de necrose gastrica e de mucinas PAS*

Todas as zonas de necrose, das mais superficiais as mais profundas, foram quantificadas nos
cortes histologicos de cada estdmago. Tais lesGes foram visualizadas pela objetiva de 4X e
digitalizadas com o uso da microcamera Q-Color 3 Olympus (New York, USA). Todas as areas
de necrose (um?) dos cortes histoldgicos foram quantificadas por meio do programa KS300 -
analisador de imagem Carl Zeiss (Oberkochen, Germany) e somadas para a obtencdo da area
total de necrose. A éarea total da mucosa gastrica a ser analisada foi determinada pela
digitalizacdo completa dos trés cortes histologicos de cada camundongo utilizando a mesma
microcAmera para o calculo da area por meio do programa KS300. Nestas imagens, todos 0s
pixels da mucosa gastrica foram selecionados para a criacdo de uma imagem binaria e posterior
obtencao da éarea total de mucosa (Um?). Para que pudessem ser comparadas, todas as areas de
necrose foram normalizadas pela menor &rea de mucosa gastrica detectada que foi de 2x10°
um? (SILVA OLIVEIRA et al., 2021).

Todos os cortes histologicos corados pelo PAS de cada estbmago foram visualizados através
da objetiva de 10X para a digitalizacdo de imagens aleatorias, utilizando a mesma microcadmera.
A érea PAS positiva foi calculada utilizando-se 0 mesmo analisador de imagens mencionado
acima. Em cada imagem, todos os pixels com tons de bonina das regies coradas pelo PAS
foram selecionados para a criagdo de uma imagem binaria e obtencdo da area em pum2. A
metodologia empregada para o imageamento microscopico, segmentacdo de imagens e a

definicdo das condic¢bes de morfometria foi a descrita por Caliari (1997).
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7.2.2.5 Avaliacdo da capacidade inibitdria sobre a producéo de IL-6 e CXCL-1

As concentracdes de IL-6 e CXCL-1 no tecido gastrico (modelo indometacina de lesdo gastrica)
foram determinadas utilizando ensaio imunoenzimatio (ELISA), seguindo as instrucdes
fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, EUA). Para investigar a
capacidade inibitoria sobre a produgdo de TNF-a ¢ CXCL-1 no modelo experimental de lesdo
gastrica induzida por indometacina, os estdmagos removidos foram pesados, os tecidos
homogeneizados em solucdo salina tamponada com fosfato contendo Tween-20 (0,05%),
fluoreto de fenilmetilsulfonil (0,1 mM), cloreto de benzametonio (0,1 mM), EDTA (10 mM),
aprotinina A (2 mg/mL) e albumina de soro bovino (0,5%), seguida de centrifugacdo (20.000
g) durante 15 min a4 °C. As amostras de sobrenadante foram armazenadas a -70 °C até a analise
das concentracdes de IL-6 e CXCL-1. O pellet foi reservado e armazenado a mesma
temperatura, para posterior ensaio de ativagdo de NF-xB. Os resultados foram expressos em
picogramas de citocinas por 100 mg do material coletado e os ensaios realizados em triplicatas.

7.2.2.6 Avaliacdo da capacidade inibitdria sobre a ativacdo de NF-xB

Para obtencdo do extrato proteico para analise da ativacdo de NF-«kB (IxBa e Erk1/2), o pellet
resultante do processamento do estdmago para os ensaios de citocinas (item 7.2.2.5) foi lavado
com PBS 1X e lisado pela adi¢ao de 300puL de solucéo de lise (0,5% p/v de NP-40, 100 mM de
Tris/HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, 1 mM de NaVOs, 1 mM de DTT, 1 mM
de PMSF, 200 mM de NaCl, 25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina) e deixado em banho de
gelo por 15 minutos. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 10.000 rpm em microcentrifuga
por 15 minutos a 4 °C, sendo o sobrenadante aliquotado e guardado a -20 °C até 0 momento de

uso. O protocolo a seguir foi executado conforme descrito no item 7.2.1.2.

7.2.3 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Graph Prism versao 6.0.
Todos os resultados foram expressos em media * erro padrdo da média. Para a comparacgéo dos
grupos, foi empregado o teste One-way ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni ou

Newman-Keuls para compara¢des multiplas de pequenas amostras. A escolha desses testes foi
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realizada de acordo com a disperséo relativa dos dados na estatistica descritiva e p<0.05 foi
considerado significativo.

7.3 Resultados e discussao

Para se avaliar a possivel atividade citotoxica em células humanas, o efeito do extrato etandlico
das folhas de C. lineatifolia foi investigado por ensaio de viabilidade celular pelo método do
MTT. Conforme pode ser observado no Grafico 11, o tratamento das células THP-1
estimuladas por LPS nas trés concentragdes testadas do extrato (62,5; 125 e 250 ug/mL) ndo
apresentaram efeito no metabolismo celular, ndo alterando sua viabilidade, em comparacao ao

grupo controle e, portanto, ndo demonstrando efeito toxico.

150 -
= 62,5 ug/mL

. 3 125 ug/mtL
T — —_ |
1004 ... . ... ). ... 250 pg/mL
-

50

Viabilidade celular (%)

LPS (100 ng/mL)

GRAFICO 11 - Viabilidade de células THP-1 ap6s ativacdo com LPS e pré-tratamento com o extrato etan6lico
rico em fendlicos de C. lineatifolia em diferentes concentra¢des (62,5; 125 e 250 pg/mL). Cada barra representa a
média * desvio padrdo da média, One-way ANOVA, com pds-teste Tukey, *p<0,05. Legenda: Ctrl, controle
(células ndo tratadas); Dexa, dexametasona; LPS, lipopolissacarideo. Todo o ensaio foi realizado em triplicata.

Na capacidade inibitoria sob a produgdo de TNF-o em células THP-1 estimuladas por LPS, foi
demonstrado (GRAFICO 12) que as trés concentracbes testadas do extrato e substancias
isoladadas, quercitrina e miricitrina, foram capazes de promover uma reducgéo significativa na
producdo de TNF-a, observando-se, ainda, resposta semelhante a atividade do anti-inflamatorio

esteroidal dexametasona, utilizado como controle positivo.
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GRAFICO 12 — Capacidade inibitéria do extrato etandlico rico em fendlicos e substancias isoladas de C.
lineatifolia em diferentes concentragdes sob a produgdo de TNF-a em células THP-1 ativadas por LPS. Cada barra
representa a média + desvio padrao da média, One-way ANOVA, com pds-teste Tukey, p<0,05. Legenda: Ctrl/UT,
controle (células ndo tratadas); Dexa, dexametasona; LPS, lipopolissacarideo. Todo o ensaio foi realizado em

triplicata.

Testada a capacidade inibitdria do extrato sob a producéo de TNF-a nas concentracdes de 3, 30

e 100 pg/mL, observou-se uma resposta em funcdo da concentracdo, como demonstrado no

Gréfico 13.
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GRAFICO 13 - Capacidade inibitoria do extrato etanélico rico em fendlicos de C. lineatifolia em diferentes
concentragdes sob a producéo de TNF-a em células THP-1 ativadas por LPS. Cada barra representa a média +
desvio padrdo da média, One-way ANOVA, com pds-teste Tukey, p<0,05. Legenda: Ctrl/UT, controle (células
ndo tratadas); Dexa, dexametasona; LPS, lipopolissacarideo. Todo o ensaio foi realizado em triplicata.

A ativagdo da via de sinalizagdo do NF-«B foi avaliada pelo aumento das proteinas fosforiladas
P-IxBa e P-Erk1/2 (FIGURA 76). As trés concentracdes testadas para o extrato foram capazes
de reduzir a expresséo da proteina P-IkBa, apresentando efeito semelhante ao observado para
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a dexametasona, mas apenas a concentracdo de 250 pg/mL apresentou capacidade inibitdria

para a P-Erk1/2, com efeito semelhante ao observado para a dexametasona (GRAFICO 14).

FIGURA 76 — Imunoblot das proteinas P-IxBa e P-Erk1/2, em diferentes concentra¢des do extrato etanélico rico
em fendlicos de C. lineatifolia. Legenda: U, célula ndo tratada; LP, lipopolissacarideo; C1, 62,5 pg/mL; C2, 62,5
pg/mL e C3, 250 pg/mL; Dex, dexametasona.
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GRAFICO 14 — Capacidade inibitoria do extrato etanélico rico em fenélicos de C. lineatifolia sob a via de
sinalizacdo do NF-xB, para a proteina P-IxkBa e P-Erk1/2 em células THP-1 ativadas por LPS. Cada barra
representa a média + desvio padrdo da média, One-way ANOVA, com poés-teste Tukey, p<0,05. Legenda: UT,
células ndo tratadas; Dexa, dexametasona; LPS, lipopolissacarideo. Todo o ensaio foi realizado em triplicata.

Considerando os resultados da atividade anti-inflamatorios pela inibi¢cdo do TNF-o e via NF-
kB obtidos nas analises in vitro, foram conduzidas avaliagdes adicionais dos parametros
inflamatdérios no modelo in vivo de lesdo gastrica induzida por indometacina, frente a
capacidade de inibicdo de IL-6 e CXCL-1. Como pode ser demonstrado no Gréfico 15, o
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tratamento com o extrato foi capaz de reduzir a producdo de IL-6 e CXCL-1 nas trés

concentracgdes testadas.
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GRAFICO 15 - Capacidade inibitoria do extrato etandlico rico em fenélicos de C. lineatifolia sob a produgéo de
IL-6 e CXCL-1, em tecido gastrico do modelo de lesdo induzida por indometacina. Cada barra representa a média
* erro padrdo da média, One-way ANOVA, com pos-teste Newman-Keuls, p<0,05. (*) representa diferenga com
0 grupo controle e (#) representa diferenga com o grupo indometacina. Todo o ensaio foi realizado em triplicata.

Na sequéncia, os testes para avaliagdo da via de sinalizagdo NFkB demonstraram que o

tratamento com a dose de 250 mg/Kg foi capaz de reduzir a ativagéo de P-IkBa (FIGURA 77).

FIGURA 77 — Imunoblot da proteina fosforilada P-IxBa no tecido gastrico de modelo de lesdo induzida por
indometacina, ap6s tratamento com o extrato etandlico rico em fenolicos de C. lineatifolia na dose de 250 mg/Kg.
Legenda: BNE, banda nao especifica.
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Yadav et al. (2012) caracterizaram um modelo de lesdo por indometacina, propondo 0s
mecanismos moleculares que induzem a gastropatia. Conforme ja mencionado, este mesmo
modelo foi reproduzido neste estudo para se tracar o mecanismo pelo qual o extrato de C.
lineatifolia exerce sua atividade antitlcera gastrica. Estes autores demonstraram que a ativacdo
da via do NF-«kB mediada pela indometacina, refletida pela fosforilacdo da proteina IxBa,
coincidiu com a inducdo de TNF-a. Em resposta ao estimulo inflamatoério, a proteina IkBa
torna-se fosforilada (P-IxBa) e se dissocia do fator nuclear NF-«kB. Em sequéncia, o NF-xB
transloca-se para o ndcleo e age como um fator transcricional responsavel pela ativagdo génica
de substéncias pro-inflamatdrios, como ICAM-1, iNOS, COX-2, IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-8
(ALESSANDRI et al., 2013; HAYDEN & GHOSH, 2014), amplificando a cascata inflamatéria
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e exacerbando o dano gastrico (AUGUSTO et al., 2007; SANGIOVANNI et al., 2013). Os
resultados aqui demonstrados corroboram com esses achados e sugerem que 0 mecanismo
gastroprotetor do extrato de C. lineatifolia esteja relacionado com a diminui¢do da via de
sinalizacdo TNF-a / NF-xB (IxkBa) / IL-6. Adicionalmente, considerando o papel de
quimioatracdo da CXCL-1 no recrutamento e ativacdo de neutrofilos, a redugdo dessa
quimiocina pelo tratamento com o extrato, também sugere uma reducdo do infiltrado

inflamatdrio no tecido gastrico, contribuindo com seu efeito anti-inflamatdrio e gastroprotetor.

Para os flavonois quercitrina e miricitrina, substancias majoritarias no extrato, as atividades
anti-inflamatorias sdo reportadas em alguns estudos. Em Campomanesia adamantium, a
miricitrina isolada do extrato em acetato de etila promoveu uma reducdo significativa da
producdo de TNF-a em modelo in vitro (FERREIRA et al., 2013). Abdallah e Esmat (2017)
demonstraram que a miricitrina exibiu uma elevada atividade antioxidante e mostrou grande
eficiéncia em diminuir o NF-xB na menor concentragdo testada (1uM). Além disso, reduziram
significativamente os niveis de IL-6, IL-1p e TNF-o. em modelo in vitro de inflamacdo. Em
modelo de lesdo por indometacina, Abreu Miranda (2015) sugere que a quercitrina isolada de
extrato de Solanum cernuum (Solanaceae) estéa relacionada com a gastroprotecao observada em
modelos de leséo por etanol e indometacina.

A atividade anti-inflamatéria para diterpenoides labdanos também é descrita e tem sido
atribuida principalmente pela inibicdo da atividade de NF-xB, modula¢do do metabolismo do
acido araquidénico, com inibicdo de COX-2 e reducdo da producdo de éxido nitrico (TRAN,
WONG e CHAI, 2017). Esses dados sugerem a contribuicéo do 14a-hidroxi-15-acetoxisclareol,

identificado no extrato.

O modelo experimental de inducdo de lesdo gastrica por etanol é amplamente utilizado quando
se pretende investigar plantas que possam apresentar propriedades anti-ulcera. Pelo seu
mecanismo, o alcool é capaz de promover um dano direto na mucosa gastrica, o que reduz o
muco gastrico protetor e ions bicarbonato, levando a formacéo de radicais livres, hemorragia e
areas extensas de necrose (BEBER et al., 2017). Estudos prévios de nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o alto teor de flavonoides e alta atividade antioxidante da fracdo acetato de
etila obtida a partir do extrato etandlico das folhas de C. lineatifolia, contribuiram para a

eliminacdo dos radicais livres produzidos pelo metabolismo do etanol, evitando os danos
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gastricos e sugerindo uso etnofarmacolédgico da espécie como agente gastroprotetor. De
maneira semelhante, neste estudo, o tratamento com o extrato etanolico rico em fendlicos de C.
lineatifolia diminuiu as areas de necrose e aumentou a producdo do muco protetor, como pode

ser observado no Gréfico 16 e Figuras 78 e 79.
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GRAFICO 16 — Area de necrose (A) e de muco (B) da mucosa gastrica em modelo de lesdo gastrica induzida por
etanol, ap6s tratamento com cimetidina, sucralfato e extrato etandlico rico em fenélicos de C. lineatifolia. Cada
barra representa a média + erro padrdo da média, One-way ANOVA, com pés-teste Bonferroni, p<0,05. (a-d) letras
distintas diferem estatisticamente.

FIGURA 78 — Fotomicrografia de estbmago de camundongo. (A) Grupo controle veiculo. Mucosa gastrica de
aspecto normal. (B) Grupo etanol. Notar a presenga de ampla zona de necrose géastrica (setas). (C) Imagem
representativa dos grupos tratados com cimetidina, extrato 50 e 100 mg/Kg. Zona de necrose menor do que a da
imagem anterior (setas). (D) Imagem representativa dos grupos tratados com sucralfato e extrato 200 mg/Kg.
Pequena drea de necrose (seta). Hematoxilina e Eosina. Barra 100 pm.
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FIGURA 79 — Fotomicrografia de estbmago de camundongo. (A) Grupo controle veiculo. Mucosa gastrica corada
pelo Acido Periddico de Schiff (PAS) de aspecto normal. (B) Imagem representativa dos grupos etanol e tratado
com cimetidina. Notar a reducéo significativa de areas PAS* (setas). (C) Imagem representativa dos grupos
tratados com sucralfato e extrato 50 mg/Kg. Regifes PAS* (setas). (D) Imagem representativa dos grupos tratados
com extrato 100 e 200 mg/Kg. Observar aumento visivel de regiées PAS*. Acido Periddico de Schiff (PAS). Barra
100 um.
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E importante notar que o pré-tratamento com o extrato, nas trés doses testadas, aumentou a

producdo de muco na mucosa gastrica, inclusive, comparavel (dose de 50 mg/Kg) e, até mesmo,
superior (doses de 100 e 200 mg/Kg) ao farmaco de referéncia, sucralfato, aprovado no
protocolo de tratamento de Ulceras gastricas como agente protetor de mucosa (WHO, 2004).
Ainda, como previsto, o pré-tratamento com o farmaco cimetidina, um antagonista de receptor
histaminérgico H», ndo aumentou de maneira significativa o0 muco protetor, considerando que
os efeitos preventivos dos agentes antissecretores nas lesées da mucosa gastrica causadas pelo
etanol sdo minimos, enquanto o0s dos medicamentos gastroprotetores provaram ser
consideraveis (ARISAWA et al., 2006).

Como descrito anteriormente, os constituintes quimicos majoritérios identificados no extrato

rico em fendlicos corresponderam aos flavonoides quercitrina e miricitrina. Em modelos de
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lesdo por etanol, estudos demonstram que a presenca de quercitrina (ABREU MIRANDA et
al., 2015; DE BARROS et al., 2016; BEBER et al., 2017) e miricitrina (ABBAS, KANDIL e
ABBAS, 2021), estdo associadas a prevencdo da deplecdo do muco protetor e atividade

antioxidante, contribuindo para a reducéo da area ulcerada da mucosa gastrica.

Para a catequina, também identificada no extrato, estudos demonstram que esse flavonoide
possui efeito preventivo sobre a Ulcera péptica associada ao estresse, além da reducdo de
somatostatina, gastrina e histamina (SATO, MATSUI e ARAKAWA, 2002).

Chalconas séo precursores da via biossintética dos flavonoides e sua atividade gastroprotetora
em modelo de lesdo por etanol é descrita para a espécie Campomanesia reitziana (CABRAL et
al., 2017), podendo sugerir a contribuicdo do licurosideo identificado neste estudo para a

atividade da espécie C. lineatifolia.

Guardia et al. (1994) descrevem um efeito citoprotetor relacionado a uma lactona
sesquiterpénica presente na Artemisia douglasiana (Compositae), com estimulo da producéo
de muco e reducéo das lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos. Giordano et al.
(1990) descrevem a atividade citoprotetora da gaigrandina isolada de Helenium alternifolius
em modelo de lesdo por etanol. Este dado, pode sugerir a contribuicdo da lactona
sesquiterpénica, gaigrandina, na atividade gastroprotetora da espécie C. lineatifolia. Além
disso, muitas plantas medicinais da familia Myrtaceae apresentam em sua constituicdo quimica
terpenoides, aos quais é proposta a atividade de protegerem a mucosa gastrica por indugdo de
mecanismos gastroprotetores em modelos de leséo por etanol (ISHIKAWA et al., 2008;
SANTIN et al., 2011; VIANA et al., 2016). Esta relacdo sugere a contribuicdo dos terpenoides
identificados para a C. lineatifolia, 14a-hidroxi-15-acetoxisclareol, hidroxi-acetil

hidroshengmanol xilopiranosideo e rubescensina M para a atividade citoprotetora.

Para os esteroides, Ahmad et al. (2013) reportam propriedades antitlcera para essa classe,
podendo sugerir a contribuicdo gastroprotetora do fitoecdisteroide decumbesterona A

identificado na espécie C. lineatifolia.

Além da diminui¢cdo do muco protetor, existem evidéncias que indicam o envolvimento de

citocinas pro-inflamatdrias, estresse oxidativo e apoptose, que desempemham papeis cruciais



200

na patogénese pelo alcool (AL BRATAN et al., 2013; SANGIOVANNI et al., 2013). Ainda, a
ativacdo dos neutréfilos em decorréncia do processo inflamatdrio aumenta a expressao da via
do NF-kB, desencadeando uma cascata inflamatoria, disparando a liberagdo de outros
mediadores, como a IL-6 e TNF-o (ALESSANDRI et al., 2013; HAYDEN & GHOSH, 2014).
Os resultados dos ensaios in vitro apresentados corroboram com o demonstrado neste modelo
in vivo de lesdo por etanol, onde o tratamento com o extrato etanolico de C. lineatifolia
contribuiu para a reducgéo do processo inflamatorio na mucosa gastrica, sugerindo uma relacao
mecanistica de atividade anti-inflamatdria e reducdo do dano mucosal, determinado pela area
de necrose. Ndao menos importante, como ja descrito, o perfil fitoquimico do extrato, com a
presenca de flavonoides e terpenoides como constituintes majoritarios, em associacdo com as
outras substancias minoritarias identificadas, também pode estar relacionado com a atividade

anti-inflamatoria observada.

A proposta do mecanismo anti-inflamatorio e gastroprotetor do extrato estd sumarizada na

Figura 80.

Figura 80 — Mecanismo proposto para atividade anti-inflamatéria e gastroprotetora do extrato etanélico rico em
fendlicos das folhas de Campomanesia lineatifolia.
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Diversos estudos sugerem que os polifenois sdo metabdlitos de plantas promotores da salde e
seu consumo esta associado a um risco reduzido de varias doencgas cronicas, dentre elas,
doengas gastrointestinais. Suas atividades farmacoldgicas como antioxidantes e anti-
inflamatorios estdo associadas aos efeitos benéficos em vias de sinalizagcdo moleculares, tais

como regulagdo de NFkB ¢ MAPKs, além da acdo direta ou indireta sobre os radicais livres, o
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que contribui com a sua eficcia no tratamento da Ulcera géstrica (FARZAEI, ABDOLLAHI e
RAHIMI, 2015).

7.4 Conclusoes

Os resultados sugerem que o extrato apresenta um efeito anti-inflamatdrio promissor, o qual é
mediado pelo decréscimo do mediador pré-inflamatorio TNF-a, e ainda, pela inibi¢do da via de
sinalizacdo do NF-kB, pelas proteinas de fosforilagdo P-IxBa e P-Erk1/2 em ensaios in vitro.
Nos modelos in vivo, o extrato foi capaz de reduzir a producdo de IL-6, CXCL-1 e via NFkB
(P-IxkBa). Também foi demonstrada a atividade gastroprotetora do extrato, associada a redugdo
das areas de necrose na mucosa gastrica e aumento da producao do muco protetor. Em conjunto,
os resultados propdem o mecanismo pelo qual o extrato exerce sua acdo farmacoldgica
gastroprotetora e anti-inflamatdria, tornando a espécie C. lineatifolia promissora para o

desenvolvimento de um fitoterapico para o tratamento de Ulceras gastricas.
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8.1 Introducao

Helicobacter pylori, descoberta por Marshall e Warren (1984), é uma bactéria microaerofilica,
gram-negativa, flagelada, em espiral encontrada no estdmago de pacientes com gastrite cronica
e Ulceras pépticas, e infecta os estbmagos de, aproximadamente, metade da populagdo mundial
(SMITH, 2015). O tratamento atual da infec¢do por H. pylori envolve uma combinagdo de um
medicamento antissecretor, como inibidores da bomba de protons, ou bloqueadores de Ho,
juntamente com dois ou trés antimicrobianos (FALLONE et al., 2016; CHEY et al., 2017;
MALFERTHEINER et al., 2017; COELHO et al., 2018; LI1U et al., 2018). Como esperado para
um regime terapéutico com multiplos farmacos, varios efeitos adversos podem estar associados.
Nesses casos, 0 paciente geralmente abandona o tratamento, contribuindo para o surgimento de
cepas resistentes de H. pylori. (USTUN et al., 2006). Bi et al. (2014) demonstraram que 0s
medicamentos fitoterapicos sdo eficazes no tratamento da Ulcera gastrica com menos efeitos
adversos e menores taxas de recidiva. Além disso, a combinacao de medicamentos fitoterapicos

e medicamentos convencionais exibe um efeito sinérgico contra a Ulcera gastrica.

Tendo em vista que a Ulcera géstrica esta, principalmente, relacionada a infeccéo por H. pylori,
foi proposta a avaliacdo da atividade anti-H. pylori do extrato, substancias isoladas e 6leo
essencial da C. lineatifolia, objetivando-se a utilizacdo da planta como agente alternativo ou

adjuvante da terapia atual para o tratamento das infecc@es por H. pylori.
8.2 Materiais e métodos
Os estudos da atividade in vitro anti-Helicobacter pylori foram realizados sob superviséo da

Profa. Dra. Sinéad M. Smith, no Department of Clinical Medicine, Trinity College Dublin,
Trinity Centre, Adelaide and Meath Hospital, Dublin 24, Ireland.
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8.2.1 Material vegetal

A coleta das folhas de Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. foi realizada conforme descrito
nos itens 3.2.1 e 6.2.1.

8.2.2 Obtencéao dos extratos

8.2.2.1 Extrato etandlico otimizado

O extrato etanolico otimizado rico em fendlicos (EtOH R) foi obtido sob sistema continuo de

refluxo (EtOH R), conforme descrito no item 3.2.2.2.

8.2.2.2 Fragdes polar e apolar

Para obtencdo das fracdes polar (FP) e apolar (FA), realizou-se um fracionamento do extrato
EtOH R por sistema de solventes Hexano: Acetato de etila: Metanol: Agua, conforme descrito

no item 5.2.2.

8.2.2.3 Extrato aquoso (cha)

O extrato aquoso de C. lineatifolia foi preparado por infusdo, dissolvendo-se 5,0 g das folhas
secas e pulverizadas em 50 mL de agua ultrapura fervente, sob banho de ultrassom, durante 20
minutos. Depois de filtrado, a &gua foi evaporada utilizando-se rotaevaporador, obtendo-se um

residuo marrom.
8.2.2.4 Miricitrina e mistura miricitrina + quercitrina
O flavonoide purificado miricitrina (MIR) e a mistura, miricitrina e quercitrina (MIR/QUE),

foram obtidos a partir da extragdo por infusdo e parti¢éo liquido-liquido (item 5.2.3), seguido

de HSCCC (item 5.2.5) e cromatografia por exclusdo molecular (item 5.2.7).



207

8.2.3 Obtencdo do dleo essencial

O oleo essencial (OE) foi obtido por hidrodestilacdo, utilizando-se um aparelho do tipo

Clevenger, conforme descrito no item 6.2.2.

8.2.4 Atividade anti-Helicobacter pylori

8.2.4.1 Cepas e condi¢des de cultivo

As cepas de H. pylori 60190 (ATCC 49503, sensivel a claritromicina), NCTC 11638 (cepa
sensivel a claritromicina), S SR359 (isolado clinico sensivel a claritromicina) e S SR366
(isolado clinico resistente a claritromicina) foram cultivadas em &agar sangue Columbia,
contendo 5% de sangue de ovelha e incubadas a 37 °C em condi¢Ges microaerdbicas
(CampyGen, Oxoid). Ap6s o tempo de incubacdo, as bactérias foram inoculadas em caldo de
infusdo cérebro-coracdo (BHI, do inglés, brain heart infusion), contendo 10% de soro fetal
bovino (Gibco). Os indculos foram incubados a 37 °C, em condi¢Bes microaerdbicas e sob

agitacdo a 124 rpm, por 24h.

8.2.4.2 Teste de suscetibilidade antibacteriana

As determinacdes das concentracfes inibitorias minimas (CIM) dos extratos, substancias
isoladas e OE foram avaliadas utilizando-se 0 método de microdiluicdo em caldo em placas de
96 pocos, de acordo com o protocolo Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing (CLSI, 2015). Todas as amostras foram diluidas com meio BHI suplementado com 10%
de soro bovino e, para o OE, adicionado de 2% de DMSO (Sigma). Para a diluicdo, foram
preparadas uma série de concentra¢6es: 1000 — 0,49 ug/ml para EtOH R, FP, FA; 250 - 0,12
ug/ml for MIR e MIR/QUE; 2,5% - 0,6% para o OE; 1:10, 1:50 e 1:100 para o cha.

Aliquotas de 100 pL da suspensdo bacteriana (escala McFarland 0,5, diluido 1:20) foram
adicionadas em cada um dos 96 pogos da placa. As culturas foram incubadas com aliquotas de
100 uL das amostras, durante 72 horas a 37 °C, em condi¢Ges microaerdbicas, sob agitacdo
(180 rpm). As absorbancias em 600 nm foram lidas em espectrofotémero Varioskan LUX

microplate reader (Thermo Fisher Scientific). Ap6s 72h, os valores das CIM foram
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determinados como a menor concentragdo na qual ndo houve crescimento microbiano. A

claritromicina foi utilizada como controle positivo, nas concentragdes de 256 — 0,3 ng/mL.

8.2.5 Andlises estatisticas

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados analisados utilizando-se o
programa Graph Prism versdo 6.0. O teste One-way ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni
foi empregado, considerando valores de p<0.05 como estatisticamente significante. Os valores
de CIM foram calculados considerando as menores concentragbes que ndo diferiram

estatisticamente do controle em meio BHI.

8.3 Resultados e discussao

Os resultados obtidos demonstram que todas as amostras testadas foram capazes de inibir o

crescimento da bactéria H. pylori. As CIM para as cepas testadas sdo mostradas na Tabela 13.

TABELA 13 — Concentragdo inibitoria minima (CIM) para as amostras de Campomanesia lineatifolia contra
Helicobacter pylori. Concentracoes testadas: extrato etandlico rico em fenolicos (EtOH R), fracdo polar e fracao
apolar 1000-0,49 pg/mL; miricitrina e miricitrina+quercitrina 250-0,12 pg/mL; 6leo essencial 2,5-0,6% e chéd 1:10,
1:50, 1:100.

Cepas de Helicobacter pylori | CIM*

Amostra ATCC 49503 ° NCTC11638* S SR359° S SR366 ¢
EtOH R 0,49 pg/mL 0,49 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL
Fracdo polar 500 pg/mL 0,49 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL
Fracdo apolar 250 pg/mL 125 pg/mL 125 pg/mL 125 pg/mL
Miricitrina 62,5 ug/mL 250 pg/mL NI 250 pg/mL
Miricitrina + Quercitrina Al Al 31,25 pg/mL Al
Oleo essencial 0,6 % 0,6 % 0,6 % 0,6 %
Cha 1:100 1:100 1:100 1:100

Antimicrobiano controle
Claritromicina 0,03 pg/mL 0,03 pg/mL 0,03 pg/mL 8 ug/mL
*One-way Anova, post-test Bonferroni, p<0.05 (controle BHI). *Cepa sensivel & claritromicina; Isolado clinico
sensivel a claritromicina; °Isolado clinico resistente a claritromicina; Al = auséncia de inibigdo.

Os protocolos recentes para o tratamento da infec¢ao por H. pylori resistente a claritromicina
incluem em sua primeira linha a terapia tripla com claritromicina (combinagdo de IBP de 2°
geracdo, amoxicilina e claritromicina, por 14 dias) (COELHO et al., 2018). No entanto, esses
regimes tém varias desvantagens que incluem efeitos adversos graves e alto custo do
tratamento, o que traz dificuldades para sua implementacao na pratica clinica e, muitas vezes,
abandono do tratamento pelo paciente. Além disso, o uso de multiplos agentes antimicrobianos

no tratamento para a infeccdo por H. pylori pode aumentar o risco de resisténcia microbiana
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futura (SUZUKI et al., 2020). Neste cenario, novos regimes e abordagens que permitam um

uso minimo de antimicrobianos, por um periodo menor de tratamento sdo necessarios.

Medicamentos a base de plantas sdao eficazes no tratamento da tlcera gastrica, e apresentam
menos efeitos adversos e menores taxas de recorréncia. Utilizados na terapia isoladamente ou
em combinagdo com farmacos convencionais, podem ser tornar uma alternativa para tratar
certas Ulceras gastricas e prevenir sua recorréncia (BI et al., 2014). Assim, a combinacao de
medicamentos a base de plantas com atividade anti-H. pylori poderia melhorar o resultado para

pacientes com ulcera gastrica.

Em 2017, a OMS listou a H. pylori resistente a claritromicina na categoria de alta prioridade, a
qual requer atencdo no tratamento. O ponto principal deste problema ¢é que a resisténcia vem
aumentando acentuadamente e, consequentemente, o sucesso dos regimes terapéuticos que
incluem a claritromicina para a erradicagdo da infec¢do por essa bactéria vem decaindo

(ABADI, 2017).

Neste estudo da atividade anti-H.pylori, o extrato EtOH R inibiu o crescimento das cepas
comerciais sensiveis a claritromicina (0,49 pg/mL), bem como nos isolados clinicos sensivel a
claritromicina (125 ug/mL) e resistente a claritromicina (250 pg/mL). Para extratos de plantas,
valores de CIM < 500 pg/mL sdo considerados valiosos e representam uma boa atividade
antimicrobiana (WANG et al., 2018). Considerando os valores de CIM aqui encontrados, estes
resultados representam uma inibi¢ao potencial do extrato EtOH R contra a H. pylori. Esta ¢ a
primeira vez que se investiga o efeito do extrato etandlico de C. lineatifolia na inibi¢ao do
crescimento da H. pylori. Quando se avaliaram as atividades dos flavondis majoritarios isolados
do extrato, observou-se que a miricitrina inibiu o crescimento das cepas comerciais sensiveis a
claritromicina (62,5 e 250 ug/mL), do isolado clinico resistente a claritromicina (250 pg/mL),
mas ndo do isolado clinico sensivel a claritromicina. Em constraste, na mistura de miricitrina e
quercitrina, apenas o crescimento do isolado clinico sensivel a claritromicina foi observado
(31,25 pg/mL). Ja para o ch4, a menor concentragdo testada (1:100) foi capaz de inibir o
crescimento de todas as cepas de H. pylori. E interessante notar que todos esses resultados se
complementam, podendo sugerir que o sinergismo do fitocomplexo € importante para uma
resposta inibitdria do crescimento da H.pylori mais robusta. Voravuthikunchai, Limsuwan e

Mitchell (2006) associam a presenga de substancias fendlicas nos extratos de Punica granatum
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com a mudanga na hidrofobicidade da superficie celular de H. pylori, o que contribui para a
inibicdo de seu crescimento. Takabayashi ef al. (2004) sugerem que as catequinas presentes no
cha verde (Camellia sinensis) podem apresentar um efeito bactericida na infec¢ao por H. pylori
em modelo in vivo com gerbil. Além disso, miricitrina e quercitrina isoladas de plantas
medicinais exibem atividade inibitoria contra a enzima urease da H. pylori (MODOLO et al.,
2015). Sposito et al. (2019) relacionam o alto conteudo de terpenoides do extrato etanolico da
guacgatonga (Casearia sylvestris) com a atividade anti-H.pylori em modelos in vitro e in vivo.
Os resultados destes trabalhos sugerem que a matriz quimica em conjunto descrita neste estudo

para o extrato das folhas de C. lineatifolia sdo os responsaveis pela potencial atividade anti-H.

pylori.

E importante notar que, para as fracdes polar e apolar obtidas a partir do extrato EtOH R, as
respostas de inbic¢do do crescimento da H. pylori foram semelhantes tanto nas cepas comerciais
sensiveis a claritromicina, quanto nos isolados clinicos sensivel e resistente a claritromicina.
Esses resultados sugerem que ha a participacdo dos constituintes tanto polares quanto menos
polares presentes no extrato de C. lineatifolia, na atividade anti-H. pylori, corroborando com a

sugestdo de que a matriz quimica de C. lineatifolia é responsavel por essa atividade.

Diversos estudos demonstram que plantas que apresentam atividade anti-H. pylori apresentam
em sua composi¢do polifenois, flavonoides, terpenoides, dentre outros constituintes ativos.
Além disso, muitos produtos naturais podem suprimir os efeitos anti-inflamatorios induzidos
pela infeccdo por H. pylori, e um dos mecanismos relevantes incluem a supressao da via de
sinalizagdo do NF-kB, MAPK e inibi¢do do estresse oxidativo (WANG, 2014). As atividades
anti-inflamatorias demonstradas para as substancias quimicas identificadas no extrato de C.
lineatifolia envolvem este mesmo mecanismo e, neste trabalho (Capitulo 7), sugere-se a relagao
desses efeitos a presenca dos flavonoides catequina, quercitrina e miricitrina, os terpenoides
140-hidroxi-15-acetoxisclareol, hidroxi-acetil hidroshengmanol xilopiranosideo, rubescensina
M e gaigrandina, a chalcona licurosideo e o fitoecdisteroide decumbesterona A. Estudos
adicionais da atividade anti-H. pylori com as substancias isoladas sdo necessarios para se
estabelecer adequadamente essa relacdo da composicdo quimica com a atividade bioldgica
descrita.
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Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado o alto conteido de fendlicos
do extrato etandlico e fragdo acetato de etila, relacionando, ainda, sua alta atividade antioxidante
(BARBOSA, 2009; MADALOSSO et al., 2012). Em infec¢des por H. pylori, observa-se uma
excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Esses radicais livres
correlacionam-se com a formacgdo do dano a mucosa géastrica e, ainda, contribuem para a
colonizagdo bacteriana (DAVIES et al., 1994). E de se esperar que, tendo em vista seu alto
poder antioxidante, o extrato de C. lineatifolia possa contribuir para a gastroprotecao e, ainda,
promover a inibicdo do crescimento de H. pylori. Estudos adicionais de atividade antioxidante

para o extrato sdo necessarios para se estabelecer mecanisticamente essa relacéo.

Para o 0leo essencial, a menor concentracdo testada (0,6%) foi capaz de inibir o crescimento de
todas as cepas de H. pylori testadas. Portanto, este estudo traz, pela primeira vez, a relacdo da
composic¢do quimica do OE e sua atividade anti-H. pylori. Como descrito anteriormente, foram
identificados oito constituintes no OE, correspondento a um total de 98,09% de sua composicao
total, sendo o 3-hexen-1-ol (46,15%) e o a-cadinol (20,35%) os constituintes majoritarios. O
alcool 3-hexen-1-ol é descrito como um dos constituintes majoritarios do OE das flores de
Fagopyrum esculentum (Polygonaceae), e esta relacionado com a atividade bacteriana frente as
bactérias gram-positivas, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, e gram-negativas,
Escherichia coli e Pseudomonas lachrymans (ZHAO et al., 2018). Pino et al. (2010) também
descrevem a presenca de 3-hexen-1-ol como constituinte majoritario do OE das folhas de
Galinsoga parviflora (Asteraceae) e demonstra que esse OE apresentou atividade
antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas S. aureus e Bacillus cereus. De maneira
semelhante, este alcool correspondeu ao constituinte majoritario no OE de C. lineatifolia e, em
conjunto com os dados descritos na literatura, pode-se sugerir sua potencial atividade anti-H.

pylori observada neste estudo.

David et al. (2019) descrevem em seu estudo que o OE obtido por hidrodestilacdo das folhas
de Chrysopogon zizanioides, a qual contém um derivado dieno do sesquiterpeno zizanol com
perfil de fragmentagdo no espectro de massas idéntico ao da substancia [3S-(3a,3aa,60,8aa)]-
4,5,6,7,8,8a-hexahidro-3,7,7-trimetil-8-metileno-3H-3a,6-metanoazuleno que apresentou uma
potente atividade antimicrobiana contra a bactéria gram-positiva S. aureus, e uma atividade
moderada para as bactérias gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e E. coli. A mesma

substancia descrita acima foi identificada no OE de C. lineatifolia. Mulyaningsih et al. (2010)
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identificaram que o aromadendreno aparentemente contribui significativamente para a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Eucalyptus globulus, marcadamente em bactérias
multirresistentes, como S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus faecalis
resistente a vancomicina (VRE), além de atividade contra a bactéria gram-negativa
Acinetobacter baumanii. Para as espécies Campomanesia adamantium e C. pubescens, nas
quais foram identificados o aromadendreno e a-cadinol, o extrato hexanico dos frutos inibiu o
crescimento de todas as bactérias testadas, i.e., S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, demonstrando
que as substancias volateis presentes demonstraram boa atividade contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas (CARDOSO et al., 2010). Esses resultados, em especial frente as
bactérias gram-negativas testadas, podem sugerir a relacdo destes sesquiterpenos com potencial

atividade anti-H. pylori.

Para 0 B-curcumeno e a-bisabolol, constituintes majoritarios dos OE de Curcuma sp.
(Zingiberaceae) e Plinia cerrocampanensis (Myrtaceae), respectivamente, sdo descritas as
atividades anti-H. pylori (ZAIDI et al., 2009; KOOSIRIRAT et al., 2010; VILA et al., 2010).
Ainda, Brehm-Stecher e Johnson (2003) descrevem que o bisabolol é capaz de aumentar a
permeabilidade da parede bacteriana e, consequentemente, a suscetibilidade a antibidticos de
importancia na clinica, sugerindo um possivel mecanismo para sua atividade. Neste estudo,
esses dois sesquiterpenos correspondem aos constituintes minoritarios presentes no OE de C.

lineatifolia, mas que, em conjunto, podem contribuir com a atividade anti-H. pylori observada.

8.4 Conclusoes

Os resultados descritos neste capitulo sugerem que o extrato etandlico rico em fendlicos, fracdo
polar, fracdo apolar, o chd e o 6leo essencial obtidos das folhas de C. lineatifolia possuem
atividade anti-H. pylori, o que reforca o seu uso popular como planta medicinal para o
tratamento da Ulcera géastrica. Além disso, a atividade observada frente aos isolados clinicos
resistentes a claritromicina reforcam o potencial uso da espécie como coadjuvante nos regimes
terapéuticos que envolvam pacientes com infeccdo por H. pylori resistente. As evidéncias da
utilizacdo de plantas medicinais na terapéutica demonstram que essas apresentam menos efeitos
adversos e menores taxas de recorréncia de infeccbes, em adicdo a reducéo do tempo e melhora

da adesdo do paciente ao tratamento. Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais em modelos
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in vivo e estudos clinicos, a fim de se propor 0os mecanismos pelos quais os constituintes

quimicos aqui descritos exercem sua atividade anti-H. pylori.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, 0s objetivos propostos para espécie Campomanesia lineatifolia envolveram sua
caracterizagdo fitoquimica, estudos mecanisticos da atividade gastroprotetora e anti-

inflamatdria e a avaliacdo da atividade anti-Helicobacter pylori.

Inicialmente, com base em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa (BARBOSA, 2009 e
MADALOSSO et al., 2012), foram realizados ensaios de otimizacdo da extracdo da droga
vegetal das folhas de C. lineatifolia para obtencéo de extrato rico em fenolicos, considerando o
alto teor de flavonoides e taninos da fracdo acetato de etila obtida do extrato etanolico, bem
como sua alta atividade antioxidante. A partir do planejamento extrativo, foi possivel selecionar
0 sistema de extracgdo por refluxo utilizando-se etanol como solvente como aquele enriquecido
em fendlicos (EtOH R) (NEVES et al., 2020).

Em sequéncia, as analises cromatograficas do extrato otimizado EtOH R permitiram identificar
e selecionar os marcadores quimicos flavonoidicos, quercitrina e miricitrina, para o
desenvolvimento de método analitico em CLUE para sua quantificacdo em derivados vegetais
da espécie. Ainda, por meio das andlises cromatograficas e espectroscopicas, quinze
substancias quimicas foram identificadas no extrato EtOH R, sendo trés delas ja descritas para
a espécie (catequina, quercetrina e champanona D) e as outras doze inéditas (miricetrina, acido
birsonico, 14a-hidroxi-15-acetoxisclareol, gaigrandina, licurosideo, decumbesterona A, acido
heptanoico,  criptocariol  C, (iso)leptospermona,  hidroxi-acetilhidroshengmanol-
xilopiranosideo, rubescensina M e gingerglicolipidio A). Para o 6leo essencial obtido das
folhas, foram identificadas oito substancias, que representaram 98,09% da composicé&o total, 3-
hexen-1-ol, a-cadinol, 1,1-dietoxietano, e 2,3-diciano-7,7-dimetil-5,6-benzonorbornadieno,
aromadendreno 2, [3S-(3a, 3aa, 60, 8aa)]-4,5,6,7,8,8a-hexahidro-3,7,7-trimetil-8-metileno-

3H-3a,6-metanoazuleno, a-bisabolol e B-curcumeno.

A investigacgdo do potencial bioativo do extrato etanolico rico em fendlicos em modelo in vitro
de inflamacdo sugere que o extrato apresenta um efeito anti-inflamatorio promissor, o qual é
mediado pelo decréscimo do mediador pré-inflamatorio TNF-a, e ainda, pela inibigdo da via de
sinalizagdo do NF-«kB, através das proteinas IkBa e Erk1/2. Nos modelos in vivo, o extrato foi

capaz de reduzir a producdo de IL-6, CXCL-1 e via NFkB (P-IxBa). Também foi demonstrada
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a atividade gastroprotetora, associada a reducao das areas de necrose na mucosa gastrica e
aumento da producdo do muco protetor. Os ensaios de atividade anti-H. pylori demonstraram
que o extrato etandlico rico em fendlicos, 0leo essencial e cha foram capazes de inibir o

crescimento bacteriano, inclusive em isolados clinicos resistentes a claritromicina.

Em conjunto, esses resultados sugerem que a matriz quimica tanto do extrato etanolico rico em
fenolicos quanto do 6leo essencial pode ser responsavel pela atividade anti-inflamatoria e anti-
H. pylori observada, validando o uso popular da espécie C. lineatifolia, além de demonstrar a
potencialidade de um fitoterapico com mdltiplos alvos para o tratamento alternativo ou
adjuvante de Ulceras gastricas, inclusive associadas & infecgdo por H. pylori.
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