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RESUMO

A utilizacdo milenar de plantas medicinais para fins terapéuticos abrange diversas
patologias, sendo utilizada para doencas inflamatdrias, que representam mais de 50%
dos obitos globais. No contexto brasileiro, a biodiversidade vegetal oferece um vasto
potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos, especialmente em géneros como
Pouteria sp. que apresentam respaldo de utilizacdo etnofarmacoldgica. Apesar de
espécies do género terem sido investigadas quanto as propriedades anti-inflamatoria
e antinociceptiva, o conhecimento fitoquimico e farmacolégico ainda € limitado para
muitas outras. Desta forma, o objetivo do trabalho foi a realizagdo histologica e de
padronizacdo quimica e sazonal de folhas de Pouteria guianensis Aubl. e seus
derivados com investigacao pré-clinica in vitro, in vivo e ex vivo. Para isso, realizou-
se prospeccao quimica dos extratos aquoso e hidroetandlico 80% das folhas de P.
guianensis por técnicas colorimétricas, cromatograficas e espectrométricas. Além
disso, foi desenvolvido e validado método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos, otimizagdo das condi¢cdes extrativas de
derivado vegetal por superficie de resposta do tipo 24 (avaliando tempo de extracéo
em ultrassom, proporcdo droga:solvente, temperatura e nimero de ciclos), para
posteriores avaliacbes farmacoldgicas tais como: atividades anti-inflamatéria e
antinociceptiva em modelos murinos, integridade da capacidade motora dos animais
apos administracdo dos extratos, atividade antiangiogénica em modelo de membrana
corialantoica, toxicidade aguda em modelo murino e citotoxicidade em modelo de
Artemia salina L.. Também foi realizada avaliacdo histologica e histoquimica das
folhas. Adicionalmente, verificou-se a variacdo sazonal de parametros quimicos,
fisico-quimicos e propriedade antioxidante. Os resultados indicaram grande riqueza
de compostos fendlicos, com destaque para os flavonoides (com capacidade extrativa
modulada pela temperatura de extracdo), sendo a miricitrina um possivel glicosideo
majoritario nas analises por cromatografia a liquido, sendo outras classes identificadas
também por andlises histoquimicas, como os alcaloides. As andlises boténicas
demonstraram epiderme simples e glabra com presenca de cuticula espessa com
ondulacdes aparentes, além de laticiferos no mesofilo celular, sendo os compostos
fendlicos amplamente distribuidos na histoquimica. O método cromatografico
quantitativo desenvolvido foi validado de forma completa. Diversos extratos
apresentaram propriedades antioxidantes o que guiou a sele¢édo dos extratos aquoso
e do hidroetandlico 80% em conjunto com a diferenciagdo composicional avaliadas
por quimiometria. Apesar de ampla variabilidade sazonal dos parametros fisico-
quimicos da espécie, os dois extratos selecionados mostraram potencial anti-
inflamatorio e antinociceptivo, com preservacao da funcdo motora (sem alteragdo em
exames hematolégicos e bioquimicos em modelo murino) com adicional propriedade
antiangiogénica e baixa toxicidade tépica em modelo ex vivo. Apés analise citotoxica
em A. salina foi destacada a necessidade de estudos em outros modelos para maior
robustez da atividade citotoxica. Como concluséo, os extratos de P. guianensis foram
otimizados e padronizados quimicamente e 0s ensaios pré-clinicos sugerem atividade
anti-inflamatéria, antinociceptiva, antiangiogénica e baixa toxicidade. Pelo ineditismo
dos achados da espécie se faz necessario maior aprofundamento quanto aos
mecanismos de a¢ao dos bioativos para vislumbre de sua aplicabilidade terapéutica.

Palavras-chave: Pouteria sp.; inflamacé&o; antinocicepc¢ao; fendlicos; cromatografia.



ABSTRACT

The ancient use of medicinal plants for therapeutic purposes covered a wide range of
pathologies, including inflammatory diseases, which is responsible for more than 50%
of global deaths. In the Brazilian context, plant biodiversity offers vast potential for the
development of phytotherapics, especially in genera such as Pouteria sp. which are
retreat by ethnopharmacological use. Although species of this genus have been
investigated for their anti-inflammatory and antinociceptive properties, phytochemical
and pharmacological knowledge is still limited. The aim of this study was to conduct
the histological analysis, prospecting and chemical and seasonal standardization of
extracts of Pouteria guianensis Aubl. with preclinical investigation of its plant
derivatives in vitro, in vivo, and ex vivo. Chemical prospecting of agueous and
hydroethanolic 80% extracts of P. guianensis leaves was carried out using colorimetric,
chromatographic, and spectrometric techniques. In addition, a high-performance liquid
chromatography method coupled with a diode array detector was developed and
validated, and the extraction conditions of the plant derivative were optimized using a
24-type response surface (evaluating ultrasound extraction time, drug to solvent ratio,
temperature and number of cycles), for subsequent pharmacological evaluations such
as: anti-inflammatory and antinociceptive activities in murine models, integrity of the
animals' motor capacity after administration of the extracts, antiangiogenic activity in a
chorioallantoic membrane model, acute toxicity in a murine model and cytotoxicity in
an Artemia salina L. model. . Histological and histochemical evaluation of the leaves
was also carried out. In addition, seasonal variations in chemical and physicochemical
parameters and antioxidant properties were verified. The results indicated a large
amount of phenolic compounds, especially flavonoids (with extractive capacity
modulated by the extraction temperature), with myricitrin being a possible major
glucoside in liquid chromatographic analyses, while other classes were also identified
by histochemical analyses, such as alkaloids. The botanical analyses showed a
simple, glabrous epidermis with a thick cuticle with apparent undulations, as well as
laticifers in the mesophyll cells, and phenolic compounds were widely distributed in the
histochemistry. The developed quantitative chromatographic method was then
validated. Several extracts showed antioxidant properties, which guided the selection
of agueous and hydroethanolic 80% extracts together with the compositional
differentiation evaluated by chemometrics. Despite the wide seasonal variability in the
physicochemical parameters of the species, the two extracts selected showed anti-
inflammatory and antinociceptive potential, with preservation of motor function (no
alteration in hematological and biochemical tests in a murine model), additional
antiangiogenic properties, and low topical toxicity in an ex vivo model. After cytotoxic
analysis in A. salina, the need for studies in other models was highlighted to make
cytotoxic activity more robust. In conclusion, P. guianensis extracts were chemically
optimized and standardized, and preclinical trials suggested anti-inflammatory,
antinociceptive, antiangiogenic, and low toxicity. Due to the novelty of the species'
findings, it is necessary to investigate the mechanisms of action of the bioactive
compounds to discern their therapeutic applicability.

Keywords: Pouteria sp.; inflammation; antinociception; phenolics; chromatography.
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1. INTRODUCAO

A utilizac&o de plantas medicinais com finalidades paliativas e de cura, é datada desde
os periodos remotos da humanidade (SANTIC et al., 2019). Tal recurso, vale-se de
uma vasta fonte terapéutica que algca espectros de diversas patologias, em seus
diferentes niveis e que, devido a sua acessibilidade e confiabilidade, tem uso
prevalente em grande parte da populacdo mundial (EL-DAHIYAT et al., 2020).

Como prenudncio de fonte de busca para tratamento de doencas complexas e/ou de
tratamentos dificultosos, esta possibilidade medicinal se torna valorosa diante da
insipiéncia terapéutica de algumas patologias. Dentre estas, pode-se citar as doencgas
inflamatorias, as quais estdo envolvidas em mais de 50% dos 6bitos mundiais na
atualidade e que, embora tenham ocorrido avancos consideraveis acerca de seus
estudos, possuem diversas lacunas a serem sanadas, como melhor elucidacéo da
génesis das doengas e tratamentos mais efetivos (FURMAN et al., 2019).

O processo inflamatério € uma forma de regulacdo corporal a diversos agentes,
caracterizado por ser um fenbmeno vascular, com atuacdo de células imunes e néao
imunes que visam eliminar patégenos, como forma de protecdo do hospedeiro, e
promover recuperacéao tecidual (FURMAN et al., 2019). Contudo, com o0 avanco da
elucidacdo do seu mecanismo de ocorréncia a sua definicdo se torna dificil, uma vez
gue ultrapassa sintomatologias classicas (NETEA et al.,, 2017; SOUZA; BARROS,
2020).

Em confluéncia com o avanco de estudos de acdo anti-inflamatéria de plantas
medicinais, ndo é rara a associacdo de sua pesquisa para avaliagdo de atividade
antinociceptiva destes compostos. A nocicepc¢ao caracteriza-se por ser um fenébmeno
neural de codificacdo e processamento de estimulos nervosos diante de um agente
nocivo, correlacionando-se diretamente com os processos inflamatorios (RAJA et al.,
2020). Embora seja ténue a diferenciacdo da nocicepc¢ao para a definicdo da dor, sua
distincdo se encontra na subjetividade da experiéncia sensorial e/ou emocional
envolvida na dor, a qual é definida como uma experiéncia sensitiva e emocional
desagradavel associada a uma lesédo tecidual real ou potencial (NUGRAHA et al.,
2019; RAJA et al., 2020).

O Brasil é considerado o detentor da maior flora do planeta, apresentando elevado

potencial de desenvolvimento e descoberta de novos fitoterapicos e chas medicinais,
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embora este seja ainda pouco explorado (BRAGA, 2021a). Diante da vasta
biodiversidade vegetal brasileira, muitas espécies apresentam predices de acao
terapéutica, seja por utilizacao tradicional ou por relatos cientificos. Dessa forma,
pode-se pensar ainda a nivel de saude publica e farmacoeconomia, uma vez que a
maior parte dos fitoterapicos disponiveis no Sistema Unico de Saude (SUS) (66%),
foram desenvolvidos com espécies exoticas, reforcando a elaboracdo de novos
produtos com matéria-prima nacional (DOMINGOS et al., 2019).

Dentre 0s géneros vegetais que apresentam indicativo de atividades anti-inflamatoria
e antinociceptiva por utilizacdo populacional, tem-se o Pouteria (SAPOTACEAE), a
qual apresenta-se com descritivos quimico e biolégico de forma incipiente e pouco
robusta. Acerca de seus estudos, tem-se relatada a capacidade antinociceptiva e de
reducéo de hiperalgesia para P. campechiana (DECIGA-CAMPOS et al., 2017) e P.
ramiflora (JUNIOR, 2004), avaliacdo da atividade anti-inflamatéria in vitro das
espécies P. torta, P. ramiflora (FERREIRA, 2017; JUNIOR, 2004) e P. lacuma (ROJO
et al., 2010) sendo que, também foi reportada propriedade cicatrizante e a capacidade
antioxidante da espécie P. campechiana (ASEERVATHAM et al., 2014). Além disso,
o naturalista Guilherme Piso traz em seus relatos, a utilizacdo tradicional de P.
campechiana como tratamento anti-inflamatorio para inflamacdes de garganta (PISO,
1948).

Tem-se que a triagem fitoquimica do género € pouco estudada, sendo elucidado
presenca majoritaria de carboxilatos e compostos fendlicos (ROJO et al., 2010).
Contudo, apesar das poucas evidéncias supracitadas, o género contempla mais de
325 espécies, contendo muitas semelhancas de ordem botanica o que dificulta sua
diferenciacdo sabendo-se pouco acerca da intercambialidade terapéutica das
espécies (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009). Em confluéncia a este topico, tem-se
a preocupacao de que muitas espécies vegetais possuem grande niumero de estudos
farmacoldgicos com menor atencdo a sua evidenciacgéo fitoquimica, demandando um
fortalecimento do estudo quimico da biodiversidade local (BRAGA, 2021b; CRAGG;
NEWMAN, 2013).

Com isso, tem-se que estas informagfes reforcam a importancia de estudo das
espécies deste género que nao foram exploradas pela literatura. Ademais, com o
preditivo de atividade que apresentam, urgem avancos cientificos com as espécies ja
estudadas para maior elucidacdo de seus efeitos e investigacdo de possiveis

mecanismos de acgao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Dor e Inflamacéo
2.1.1. Epidemiologia e classificagéo

A prevaléncia mundial de doencgas inflamatoérias vém sendo grande alvo de discusséao
entre profissionais de saude, devido a seu aumento exponencial e cronificacdo do
processo inflamatério (CHEN et al., 2018). Confluente a isto, tem-se que segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), atualmente 3 a cada 5 pessoas vem a 6bito
devido as doencas inflamatérias crénicas como doencas respiratérias, cardiacas,
cancer e diabetes (FURMAN et al., 2019; PAHWA; GOYAL; JIALAL, 2023). Diante
deste cenario, se torna valoroso estipular uma forma de rastreio de ocorréncia dos
quadros inflamatdrios para que sejam propostas medidas publicas de saude, porém
suas causas multiplas tornam este objetivo dificultoso (HUNTER, 2012).

Apesar desta dificuldade, Siew et al. (2017) identificaram aumento expressivo de
doencas inflamatdrias intestinais associadas a grande industrializacdo ocorrida no
século XXI. De forma convergente, outros estudos demonstram o aumento de
problemas inflamatérios em momentos estressores como o da pandemia do virus
SARS-CoV-2, no qual doencas auto-imunes como a psoriase pustulosa apresentaram
aumento da incidéncia, principalmente no continente asiatico (PRINZ et al., 2023).
Apesar dos fatores socioambientais influenciarem na ocorréncia da inflamagéao, sabe-
se que os agentes etioldégicos dos processos inflamatorios podem ser divididos em
dois grandes grupos. O primeiro, conforme os exemplos supracitados, de agentes nao
infecciosos, que englobam fatores do estilo de vida do individuo, como alimentagéo e
realizacdo de atividades fisicas; e danos teciduais fisicos por estimulos externos
(CHEN et al., 2018). O segundo, de agentes infecciosos, que envolvem contato com
microrganismos patogénicos, que desencadeiam respostas imunomoduladoras, as
quais podem ocasionar processos inflamatorios momentaneos ou podem
desencadear respostas imunes exacerbadas que culminam em doencgas autoimunes
(ANSAR; GHOSH, 2016; BELIBASAKIS et al., 2023).

Ao mesmo tempo, sabe-se que a dor é um dos sintomas que possibilitam grande
rastreio do processo inflamatorio (CAO et al., 2023). Embora seja dificil mensurar seus
dados epidemiolégicos, estima-se que 27,5% das pessoas adultas estejam
acometidas por esta condigdo, com grande desvio de prevaléncia por distribuicdo
geografica mundial (9,9-50% da populacdo local) (ZIMMER et al.,, 2022). Sua
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classificacdo pode se segmentar entre: dor neuropatica (quando originada por leséo
ou disfuncdo primaria no sistema nervoso central ou periférico), dor inflamatoria
(quando ocorre a liberacdo de mediadores inflamatoérios que podem sensibilizar ou
estimular os nociceptores), dor nociceptiva (resultado da estimulagao de nociceptores
por fatores térmicos, quimicos ou mecanicos, com consequente ativacdo das vias
centrais da dor) e a dor disfuncional (associada a um funcionamento e/ou uma
reatividade anormal do sistema nervoso cujas causas sdo desconhecidas) (KLINKE
et al.,, 2011; ROCHA et al., 2006).

2.1.2. Sistema imune, cascatas e avaliacdo de atividade anti-inflamatéria e

antinociceptiva

No processo inflamatério, tém-se dois fundamentais sistemas interligados: o sistema
imunoldgico inato e o adaptativo, que se distinguem na especificidade frente a um foco
infeccioso (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; SMITH; RISE; CHRISTIAN, 2019;
STOGERER; STAGER, 2020). A imunidade inata é inespecifica, atua de modo
genérico frente a organismos e representa a primeira e segunda linha de defesa,
compreendendo a barreira tecidual e as células interespecificas como neutrofilos,
eosindfilos e macréfagos (BHAGWAT et al., 2018; MATSUWAKI et al.,, 2011,
SHESHACHALAM et al., 2014). A imunidade adquirida, ou adaptativa, é especifica, e
se desenvolve apds contato prévio com o agente invasor individual, atuando com a
terceira linha de protecéo do organismo, englobando células como os linfocitos T, B e
plasmaécitos (HAQUE; JANTAN; ABBAS BUKHARI, 2017; TYURIN et al., 2022).
Conectando e participando da imunidade inata ou adaptativa, tem-se as citocinas que
sdo proteinas mediadoras da resposta imune (BRAM; TAVERNIER; GERLO, 2021,
KOYASU; MORO, 2012). Elas influenciam um contingente de células imunolégicas no
gue concerne sua atividade, diferenciacao, sobrevida e proliferacdo (OLIVEIRA et al.,
2011). Sao tipos de citocinas: as interleucinas (IL), interferons, fator de necrose
tumoral (TNF), leucotrienos e as quimiocinas responsaveis por atrair células da
resposta imune para focos de inflamacao (SAIMAN; FRIEDMAN, 2012).

Destas, sabe-se que quatro propriedades sdo comumente atreladas as citocinas: i.
Pleiotropismo, quando agem em diferentes sitios do corpo e apresentam funcdes
dispares nestes locais; ii. Redundancia, quando uma mesma ac¢éo pode ser feita por

citocinas distintas; iii. Sinergismo, onde a ac¢ao de duas ou mais sado amplificadas em
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conjunto; iv. Antagonismo, que ocorre quando o efeito de uma determinada citocina
anula ou inibe o efeito de uma oposta, como no caso das proé-inflamatérias (IL-1, IL-2,
IL-12, IL-18, IFN-Y, TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B) (CASAO et al., 2020;
DE OLIVEIRA et al., 2011; GUPTA et al., 2020; LI et al., 2023; SANTOS, G. G. DOS
et al., 2020; SIKANDAR; SOMMER, 2019; UTTRA et al., 2019).

A fim de averiguar possiveis atividades anti-inflamatorias, tém-se os métodos de
avaliacéo pré-clinicos in vitro e in vivo. Destes pode-se citar testes in vitro com células
de linhagem de macréfagos RAW 264.7 que visam investigar a viabilidade celular
(YANG et al., 2022), producdo do 6xido nitrico (NO) (CHO et al., 2023) e etapas do
processo inflamatorio que podem ser alvo para avaliacdo de moduladores dessas
etapas que possam reduzir a inflamaca: a regulacdo da expressao de moléculas de
adesdo, prevencdo da agregacao plaquetaria, estimulo a sintese de monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) e inibicdo da lipoperoxidacdo (DUSSE; VIEIRA,;
CARVALHO, 2003).

No que se refere aos métodos in vivo para triagem de atividade podem-se citar trés:
(i) “Edema de pata em murinos induzido por estimulos inflamatérios”, o qual
fundamenta-se no principio de formacédo de edema, como sinal caracteristico da
inflamacé&o. Neste, administra-se um estimulo inflamatorio, como carragenina, na pata
do roedor e seu volume € avaliado diante da substadncia a qual a atividade é
investigada, comparando com valores basais (DI ROSA, 2011; DZOYEM et al., 2017,
KARIM et al., 2019; WILLOUGHBY, 1972); (ii) “Avaliacdo de alodinia mecénica”, a
qual avalia a resisténcia do animal a um estimulo mecéanico, uma vez que estimulos
inflamato6rios, como carragenina e lipopolissacarideo (LPS), promovem uma
sensibilizacdo marcante dos nociceptores (GREGORY et al., 2013; POSADAS et al.,
2004); e (iii) “Contorgao abdominal induzida por acido acético” o qual se configura pela
injecdo intraperitoneal de acido acético em animais, com contagem do numero de
contor¢des abdominais por periodo pré-determinado, frente a exposicao a substancia
avaliada (SHAJIB et al., 2015).

2.2. Plantas de utilizacao tradicional em inflamacgéao

Apesar do reconhecimento da efetividade e diversidade de utilizagcdo de plantas
medicinais com conhecimentos tradicionais associados dos povos originarios do

Brasil, sabe-se que estas informacdes se encontram ameacadas. Isso ocorre devido
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a sua transmissao de oralidade entre geracdes, 0 que se agrava, haja vista que por
muitas vezes sdo conhecidos em linguas ja ndo ativas entre as populacdes indigenas
sobreviventes do pais (CAMARA-LERET; BASCOMPTE, 2021).

Desta forma, com o ensejo de realizar o compilamento de estudos disponiveis na
literatura acerca destas espécies com relatos etnofarmacolégicos com finalidade anti-
inflamatoria, fez-se necesséria a realizacdo de uma ampla revisdo bibliografica da
literatura acerca das espécies vegetais com relatos de utilizacdo dos povos originarios
para escolha do objeto deste trabalho. Com este intuito foi realizada uma reviséo
integrativa da literatura acerca do tema. Este modelo de revisao foi escolhido como
metodologia por identificar, analisar e sintetizar resultados de estudos independentes
sobre 0 mesmo tema, possibilitando uma sumarizagdo ampla de uma tematica com
abertura de novas discussdes acerca dos achados por estudos futuros (BROOME,
2000; SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2010).

2.2.1. Metodologia

O Banco de dados de amostras de plantas aromaticas, medicinais e toxicas
(DATAPLAMT) foi selecionado para extracdo dos nomes das espécies vegetais que
apresentavam algum uso em processos inflamatoérios. Este banco de dados agrupa
informacdes de utilizac&o tradicional de plantas brasileiras para diversas finalidades,
com base em relatos encontrados em livros e escritos antigos (DATAPLAMT, 2023).
Em detalhe, incluiu-se na revisdo todas as espécies vegetais relatadas no
DATAPLAMT que porventura haviam sido utilizadas em doencas cuja inflamacao é a
causa primaria, indiferente de sua classificacdo. Desta forma, seis categorias foram
contempladas, a saber: oftalmias, inflamagdo de garganta, orquite, inflamacao das
vias urinarias, inflamacdo do ouvido e inflamacgfes gerais. Nas situacdes em que
apenas o0 género foi identificado, incluiu-se no estudo todas as espécies com
resultados na busca.

Com relacdo ao critério de busca, entre os meses de agosto e setembro de 2022 foi
realizado um levantamento bibliografico sistematizado de artigos de pesquisas pré-
clinicas e clinicas que confirmassem ou refutassem a atividade anti-inflamatoria das
espécies buscadas. A busca ocorreu nas bases de dados: Pubmed/MEDLINE,
Scopus, Web Of Science (WOS), Biblioteca Virtual em Saude (BVS), LILACs e Scielo,
de forma exaustiva. As palavras chaves de busca foram pesquisadas em inglés,
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portugués, francés e espanhol, sendo elas definidas pelo Medical Subject Heading
(MeSH) e Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), utilizando “Inflamagéao” como
palavra principal da procura. Com isso dois descritores de busca foram gerados: (i) O
nome da espécie vegetal sem a subespécie (ii) “Anti-Inflamatérios” OR “Agente Anti-
Inflamatério” OR “Agente Antiinflamatérioc” OR “Agentes Anti-Inflamatérios” OR
‘Agentes Antiinflamatérios” OR “Anti-Inflamatério” OR  “Antiinflamatério” OR
“‘Antiinflamatérios” OR “Farmaco Anti-Inflamatério” OR “Farmaco Antiinflamatorio” OR
“Farmacos Anti-Inflamatérios” OR “Medicamento Anti-Inflamatoério” OR “Medicamento
Antiinflamatério” OR “Anti-Inflammatory Agents” OR “Agent, Anti-Inflammatory” OR
“‘Agent, Antiinflammatory” OR “Agents, Anti Inflammatory” OR “Agents, Anti-
Inflammatory” OR “Agents, Antiinflammatory” OR “Anti Inflammatories” OR “Anti
Inflammatory Agent” OR “Anti Inflammatory Agents” OR “Anti-Inflammatories” OR
“Anti-Inflammatory Agent” OR “Antiinflammatories” OR “Antiinflammatory Agent” OR
“‘Antiinflammatory Agents” OR “Antiinflamatorios” OR “Agente Antiinflamatorio” OR
“Agentes Antiinflamatorios” OR “Farmacos Antiinflamatorios” OR “Anti-inflammatoires”
OR “Agents anti-inflammatoires” OR  “Agents antiinffammatoires” OR
“‘Antiinflammatoires” OR “Médicaments anti-inflammatoires”. Estas foram pesquisadas
conectadas por AND.

Foram considerados elegiveis a composi¢ao da revisdo estudos nas quatro diferentes
linguas buscadas, sem restricdo temporal, que abordassem de forma clara sobre o
desfecho anti-inflamatério das espécies. Todos os titulos e resumos foram lidos e
agueles que cumprissem o objetivo do trabalho tiveram leitura na integra. Excluiram-
se artigos nado disponiveis de forma completa, que se referiam ao uso de associacées
vegetais, formulacdes biofarmacéuticas e de substancias sintetizadas. Embora artigos
de revisdo ndo tenham sido incluidos, suas referéncias foram analisadas para
procurar estudos nédo aparentes nas demais bases.

Procurou-se extrair dos artigos selecionados informacfes da parte da droga vegetal
utilizada no estudo, a classe de compostos ou compostos isolados, os modelos de
avaliagdo da atividade anti-inflamatoria utilizados e os mecanismos de acao
investigados. Para os modelos e mecanismos incluiu-se adicionalmente modelos que
abordassem sobre caracteristicas analgésicas, antinociceptivas e de antipiréticas, por

serem sintomas caracteristicos da inflamacéao.
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2.2.2. Resultados e discussao

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais é incentivada em nivel nacional e possui
regulamentacéo de uso no SUS que atende a totalidade do pais (MAZZARI; PRIETO,
2014). Contudo, a necessidade de maiores aprofundamentos nas espécies nacionais,
principalmente nos saberes tradicionais, se confirmou com os achados da pesquisa.
Das 126 plantas com relato tradicional de utilizagdo, 86 nao retornaram artigos
segundo o critério de busca e inclusao, sendo estas, a saber: Anchietea pyrifolia;
Aristolochia arcuata Mast.; Aristolochia cymbifera; Aristolochia floribunda; Baccharis
glutinosa; Begonia paulensis; Berberis laurina Billb.; Buddleja stachyoides;
Campomanesia dichotoma; Cantinoa plectranthoides; Ceiba ventricosa; Celosia
grandifolia Moq.; Celtis brasiliensis; Chondrodendron tomentosum; Cissampelos
ovalifolia; Cleome spinosa; Cnidoscolus urens; Cochlospermum regium; Commelina
erecta; Commelina obliqua; Cordia americana; Cordia tetrandra; Curatella americana;
Davilla rugosa Poir; Dieffenbachia seguine; Dipteryx odorata; Distimake aegyptius (L.);
Distimake quinquefolius (L.); Dorstenia arifolia Lam; Dorstenia brasiliensis; Ertela
trifolia; Eryngium pristis; Euphorbia hyssopifolia L.; Euphorbia potentilloides;
Handroanthus umbellatus; Hibiscus bifurcatus; Lophophytum mirabile; Luffa
operculata (L.); Maclura brasiliensis; Macropharynx macrocalyx; Marcgravia trinitatis;
Martinella obovata; Monstera adansonii Schott; Montrichardia linifera; Oryctanthus
florulentus; Passiflora quadrangularis; Passovia pedunculata (Jacg.); Paubrasilia
echinata; Pavonia sidifolia; Peritassa calypsoides; Philodendron imbe; Philodendron
oblongum; Philodendron pedatum; Physalis pubescens; Pilocarpus jaborandi Holmes;
Pilocarpus microphyllus; Plantago brasiliensis; Pleroma clavatum; Potalia amara;
Potalia resinifera; Pouteria procera; Pradosia lactescens; Psidium guineense; Rubus
brasiliensis; Sacciolepis myuros; Sagittaria rhombifolia; Sauvagesia erecta;
Schizachyrium condensatum; Seguieria americana; Solanum agrarium; Solanum
alternatopinnatum; Sparattosperma leucanthum; Sphaeralcea bonariensis; Syagrus
schizophylla; Tephrosia cinerea; Teramnus uncinatus; Tetracera breyniana; Tetracera
oblongata; Thaumatophyllum bipinnatifidum; Trixis antimenorrhoea; Vachellia
farnesiana; Vernonanthura brasiliana; Virola bicuhyba; Xanthosoma pentaphyllum e
Xylopia frutescens.

Com relacéo as demais 40 plantas, que foram incluidas no estudo, foram encontradas

inicialmente 6181 artigos, que culminaram em 173 inclusos no estudo, devido aos



31

critérios de inclusédo (Figura 1). Dentre estes percebeu-se um elevado niamero de
estudos in vitro e in vivo (pré-clinicos), com apenas um estudo clinico randomizado da
espécie Abrus precatorius. Estes, majoritariamente se referiam a acdo anti-
inflamatoria de forma inespecifica a sua utilizagdo tradicional, com avaliagbes gerais

de efeito anti-inflamatorio.
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Figura 1 - Fluxograma da selecéo de artigos para a reviséo integrativa.

A saber, as espécies incluidas foram: Abrus precatorius L., Anacardium occidentale
L., Ananas comosus (L.), Annona squamosa L., Aristolochia trilobata L., Asclepias
curassavica L., Astrocaryum aculeatum G. Mey., Ayapana triplinervis (Vahl),
Boehmeria caudata Sw., Caesalpinia pulcherrima (L.) Sw., Cecropia sp., Cedrela

odorata L., Ceiba pentandra (L.) Gaertn., Chondrodendron platyphyllum (A. St.-Hil.)
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Miers, Davilla elliptica A. St.-Hil., Echinodorus macrophyllus (Kunth) Micheli,
Euphorbia hirta L., Helicteres sacarolha A. St.-Hil. A. Juss. & Cambess., Heliotropium
indicum L., Hymenaea courbaril L., Inga sp. Mill., Kalanchoe crenata (Andrews) Haw.,
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.), Mikania glomerata Spreng., Mimosa pudica L., Paullinia
pinnata L., Polygonum sp. L., Protium heptaphyllum (Aubl.), Psidium guajava L.,
Rhizophora mangle L., Schinus molle L., Schinus terebinthifolia Raddi, Senna
occidentalis (L.) Link., Sida rhombifolia L., Sonchus oleraceus L., Spondias mombin
L., Spondias venulosa (Engl.), Urena lobata L., Xylopia sp. L., Zanthoxylum fagara L.
(dados ainda nao publicados).

O perfil dos estudos incluidos no trabalho pode ser visualizado na Figura 2. Nela, é
possivel observar aumento das pesquisas deste nicho entre 2006 e 2009 (Figura 2A)
as quais coincidem com os anos das normatizacbes nacionais de incentivo de
utilizacdo e pesquisa acerca de plantas medicinais no Brasil, respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Estes fatos podem estar associados, uma vez que
antes da publicacao da Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) em 2006, ocorreu em 2004 a 22 Conferéncia Nacional de Ciéncia, Tecnologia
e Inovacdo em Saude, com o0 objetivo de fomentar pesquisas nacionais acerca das
praticas integrativas e complementares que iriam compor a PNPIC, estando dentre
elas, a fitoterapia (FIGUEREDO; GURGEL; JUNIOR, 2014).

Ademais, em 2009, periodo em que é possivel observar aumento dos resultados, teve-
se em solo nacional que, com a grande biodiversidade inexplorada, as autoridades
incitaram a importancia de pesquisa com esta tematica por meio da RENISUS
(Relacdo Nacional de Plantas de Interesse do SUS), a qual apresenta 71 plantas
medicinais que podem contribuir com diversas patologias e que apresentam poucos
estudos. Desta forma, a partir deste feito, 0 nUmero de pesquisas neste tema se
ampliou no contexto nacional e hoje tem-se maior espaco para a discussao de novas
espécies que podem contribuir com a saude publica do pais (DE ALMEIDA et al.,
2020). Ademais, outra caracteristica detectavel no perfil de trabalhos encontrados se
refere a diversidade das formas extrativas, solventes extratores e das partes vegetais
das drogas utilizadas, muitas vezes dificultando a comparagéo de dados de estudos

interespécies (Figura 2B).



33

= N
ol o
1 [

NUmero de trabalhos
=
o
1

5-
0= | || || || || || || || 1 1 || | ||
H 00 O O 1« N < © I 0 OO 1 N M) < 1D © I~ 00 O O 1 N
W OO O O O O O 0 0 0 O d d d d d d d 4 4 4 N N N
O 00 0000000000000 00O0O0 O O O
T 1 4 AN AN AN AN AN &N &N &N &N &N &N &N &N &N N NN N N N N
Anos
80
@ [9V]
w g ©
8 < 60+ O
© Q
3 @ <
© = =
= o 404 8
& o o &
o °
W ()
E g 207
= @ )
Zz o "oy 2 z
- w!‘_._
rIIII II._ O_
R EE TR R R T ' '
gﬁéggmgég[-zgég% CMI CA CC Sl
=R s -Nre - - = m . . g ~ . ..
e w g OB xEgors Tipos de identificago fitoquimice
£ 3
o {=]
o [l

Partes vegetais utilizadas

Legenda: CMI-Classe de metabdlitos identificados, CA- Compostos anotados, CC- Compostos
caracterizados, Sl- Sem identificacéo

Figura 2 - Perfil anual (A), de partes vegetais utilizadas (B) e da elucidag&o fitoquimica (C)
encontradas nos artigos incluidos na revisao integrativa.

De forma analoga, os resultados apresentaram elevado numero de estudos sem
identificacéo constitucional das drogas vegetais e/ou de seus marcadores, dificultando
o delineamento de um perfil das substancias bioativas com agéo anti-inflamatoria nas
espécies (Figura 2C). Porém, nas analises de extratos brutos foi possivel perceber
elevada presenca de compostos fendlicos, dos quais se destacaram flavonoides, e
acidos fenolicos além da classe de terpendides, esquematizados na Figura 3. Estes

achados séo corroborados pela literatura, a qual é contundente acerca da diversidade
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de acédo dos flavonoides, incluindo acdo anti-inflamatoria, na regulacéo de citocinas,
atuando de forma concisa em outras desordens que tem a inflamacgéo como problema
correlacionado, como na diabetes (PAN; LAI; HO, 2010; WANG, Z. et al., 2023). De
forma anéloga, tem-se os &cidos fendlicos, cuja acdo apresenta boa
biodisponibilidade, além de serem precursores de outras classes de metabdlitos
especiais, com acdo em doencas degenerativas cardiovasculares, inflamatorias e
oncoldgicas, ajudando a tratar ndo apenas a sintomatologia do processo inflamatorio
como a regulacdo homeostatica do organismo (KUMAR; GOEL, 2019).
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Um dos objetivos da revisao, além do compilamento bibliografico, foi o de identificar
espécies vegetais para compor a parte experimental do presente trabalho. Para isso,
todas as espécies vegetais com menor incidéncia de dados publicados foram
localizadas quanto a disponibilidade de material vegetal em Belo Horizonte e
proximidades. Dentre estas, duas espécies vegetais foram vislumbradas para escopo
experimental, sendo elas: Pouteria procera (Mart.) K.Hammer (Abiu) e Helicteres
sacarolha A. Juss. (Sacarrolha), sendo a primeira, escolhida para prosseguimento no
trabalho devido a maior disponibilidade de material vegetal. Ressalta-se que apesar
da espécie P. procera estar identificada nos relatos do naturalista Piso (1948), o objeto
de estudo selecionado foi 0 género Pouteria spp. devido a elevada possibilidade de
erro na identificacdo botanica no periodo da anotacdo, haja visto a escassez de
recursos de avaliagdo boténica disponiveis a época (LUCZAJ, 2010).

2.2.3. Consideracgdes finais

Embora a biodiversidade venha se mostrando efetiva na terapéutica e como
nutracéutico, nos achados do presente estudo percebeu-se a incipiéncia de dados de
diversas espécies, além da variabilidade dos fatores experimentais (como parte da
planta utilizados e solventes extratores), dificultando a comparacao entre os estudos.
Ademais, além da eficacia, € necessario avaliar o controle de qualidade destes
produtos que chegam a populacéo, devido a baixa fiscalizacdo de insumos vegetais
no cenario brasileiro, preocupando-se acerca da seguranca e eficacia destes produtos
(BRANDAO et al., 2013; INGLIS et al., 2018; PALHARES et al., 2021; PALHARES et
al., 2015).

Alertando a importancia do resgate e fomento dos saberes tradicionais, a presente
revisdo conseguiu tabular os principais achados etnofarmacologicos das espécies
relatadas no DATAPLAMT. E importante explicitar, que, como o banco de dados
aborda saberes seculares, a precisdo da identificagdo boténica das espécies é
dificultosa e deve ser avaliada com cautela. Outros estudos semelhantes ja haviam
sido realizados, sem o aprofundamento e direcionamento etnofarmacolégico aqui
retratado. Em 2018, RIBEIRO et al. realizaram uma revisdo contendo plantas
brasileiras com acédo anti-inflamatoéria, utilizando termos amplos de busca, sem
seletividade nas espécies contempladas, com foco restrito aos mecanismos de acao
das espécies vegetais (RIBEIRO et al., 2018). Em 2005, outro trabalho foi realizado,
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sem a sistematizacdo da busca das espécies e conseguiu como retorno poucos
estudos das espécies, 0os quais demandam atualizacdes devido a passagem das
décadas (FALCAO et al., 2005). Desta forma, pela primeira vez fez-se uma pesquisa
sistematizada, desta abrangéncia, sob a perspectiva do aspecto etnofarmacoldgico
da biodiversidade brasileira, servindo como fomento para outros estudos elucidarem

as lacunas das espécies presentes nos achados.

2.3. Género Pouteria sp.

O género Pouteria (Figura 5) se encontra dentro da familia taxonémica Sapotaceae a
qual se refere a um grupo de angiospermas, com mais de 53 géneros e ampla
distribuicdo no continente asiatico e na Ameérica do Sul (BAKY; ELSAID; FARAG,
2022; SWENSON; ANDERBERG, 2005). Suas caracteristicas botanicas, embora
sejam diversas, englobam presenca de latex nas partes vegetais aéreas, com as
folnas sendo majoritariamente alternas e, suas flores, um rico recurso para
diferenciacdo das espécies, as quais sempre apresentam 0s estames opostos aos
lobos da corola floral (RAKOTONIAINA et al.,, 2018; SWENSON; ANDERBERG,
2005). Contudo, apesar da possivel distincdo botanica, analises robustas, como
aplicacao de técnicas de DNA barcoding ja estdo sendo empregadas e elucidadas
para diferenciacdo de algumas espécies em alguns géneros da familia Sapotaceae
(VIVAS et al., 2014).

Dentro da familia, o género Pouteria spp. se destaca por sua aplicacdo econémica e
medicinal (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009). Em 1911, por meio de caracteristicas
morfologicas foram incluidas no género 325 espécies, das quais poucas elucidacdes
botanicas, e biofarmacéuticas sdo encontradas (TRIONO et al.,, 2007). As
aplicabilidades por povos originarios contemplam nutricdo, construcdo civil,
analgesias e inflamacdes (CORREA, 1909; MARTIUS, 1909; PISO, 1948; WALACE,
1979), além de utilizacdo popular para tratamento da malaria, facilitador de producéo
de leite materno, reducdo de febre e resolucdo de problemas gastrointestinais
(FRANCA et al., 2016; JUNIOR, 2004; MANOSROI; SARAPHANCHOTIWITTHAYA;
MANOSROI, 2005; SILVA et al., 2010).
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Figura 5 - Individuo de Pouteria torta (Mart.) Radlk na Fundag&o de Parques Municipais e
Zooboténica de Belo Horizonte (A), folhas (B) e frutos (C) de Pouteria guianensis (Aubl.).
Figura A de acervo pessoal e figuras B e C disponiveis em:
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:788972-1/images

Apesar de seu elevado potencial de aplicabilidade fitoquimico e farmacologico, a
ltima revisao de elevada abrangéncia do género foi realizada em 2009, demandando
atualizacdo dos estudos encontrados, haja vista o avanco de estudos do género na
dltima década (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009). Desta forma, o levantamento
bibliografico do género foi realizado por uma sumarizagdo de ampla abrangéncia na
literatura recente das evidéncias fitoquimicas e de potenciais atividades bioldgicas do

género Pouteria.

2.3.1. Metodologia
Foi realizada busca irrestrita em diversas bases de dados, utilizando como fator
limitante apenas a data de publicacdo (jJan/2009 a ago/2022). Para tal, utilizou-se
como descritor de busca o género “Pouteria” nas bases de dados: Pubmed/Medline,
Scielo, Science Direct, SciFinder, Scopus, Web Of Science, Springer Link e BVS. Esta
revisao incluiu artigos em inglés, portugués e espanhol, que estiveram disponiveis na

integra e que abordassem de forma clara descobertas constitucionais, fitoquimicas e
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de atividades farmacolégicas (in vitro ou in vivo) de qualquer espécie do género
Pouteria. Nao foram inclusos estudos que nao estivessem disponiveis na integra para
leitura, que fossem de abordagem botéanica e que n&do apresentassem identificagao
das espécies trabalhadas.

Os nomes cientificos das espécies incluidas no estudo e sua distribuicdo mundial
foram confirmados pelo International Plant Names Index (INTERNATIONAL PLANT
NAMES INDEX, 2023), pelo The World Flora Online (THE WORLD FLORA ONLINE,
2023) e pelo Royal Botanic Gardens Kew (ROYAL BOTANIC GARDENS KEW, 2023).

2.3.2. Resultados e discussao
Como resultado da pesquisa foram encontrados 1955 artigos, dos quais 102 foram
incluidos na revisdo apoOs os critérios de selecdo (Figura 6). Destes, foram
encontrados dados de 17 espécies, as quais 0s homes cientificos e sua distribui¢éo

geografica mais comumente encontrada pode ser visualizada na Tabela 1.

2.3.2.1. Fitoquimica

O estudo fitoquimico do género retornou vasto niumero de achados, das quais pode-
se ressaltar os terpenoides, flavonoides, saponinas, fendlicos e alcaloides com 178
substancias isoladas, caracterizadas e/ou identificadas por técnicas instrumentais. Os
estudos foram conduzidos majoritariamente com os frutos do género, os quais muito
se expandiram desde os resultados de revisdo que precederam a pesquisa (SILVA;
SIMEONI; SILVEIRA, 2009). Destas ressalta-se a importancia no género desta parte
vegetal, haja vista que sua utilizagdo etnofarmacologica é predominantemente como
nutracéutico, com rico potencial bioativo em seus constituintes primarios (MARZUKI;
HAMID; WAHAB, 2018) (Tabela 2).



Identificagéo

Artigos encontrados (ago/2022)
N=1955

Pubmed/MEDLINE (n=75)
Scopus (n=398)

WOS (n=253)

BVS (n=102)

Science Direct (n=61)
Scielo (n=15)

SciFinder (n=337)
Springer Link (n=714)

Artigos apés remocgéo das duplicatas
(n=1325) e das revisdes
bibliograficas (n=22)

(n=608)

Triagem

®
o
[0
=
i)
o)
o
|

Inclusos

Figura 6 - Fluxograma da seleg&o de artigos para a revisédo do género Pouteria sp.

}

Leitura de titulo e resumo

(n=608)

Leitura na integra

(n=102)

Artigos que ndo atenderam ao critério
de inclusao

"| »+ N&o abordavam sobre a nenhuma

espécie do género (n=400)
+ Na&o disponiveis na integra (n=106)

h

Artigos incluidos

(n=102)

41



42

Tabela 1 - Espécies do género Pouteria incluidas no estudo (“Pouteria Aubl. | Plants of the

World Online | Kew Science”, 2023)

Espécie

Ano de descoberta

Distribuicdo geogréfica

P. alnifolia (Baker) Roberty

P. caimito (Ruiz & Pav.)
Radlk.

P. campechiana (Kunth)
Baehni

P. elegans (A.DC.) Baehni

P. gardneri (Mart. &
Eichler) Baehni

P. gardneriana (A.DC.)
Radlk.

P. glomerata (Miq.) Radlk.

P. lucuma (Ruiz & Pav.)
Kuntze

P. macahensis T.D.Penn.

P. macrophylla (Lam.)
Eyma

P. malaccensis
(C.B.Clarke) Baehni

P. nuda Baehni

P. obovata (R.Br.) Baehni

P. ramiflora (Mart.) Radlk.

P. sapota (Jacq.)
H.E.Moore & Stearn

P. torta (Mart.) Radlk.

P. venosa (Mart.) Baehni

1891

1882

1942

1942

1942

1882

1882

1898

1990

1936

1942

1972

1890

1882

1967

1882

1942

Benin, Burkina, Camardes, Republica Centro-Africana, Chade,
Congo, Etiépia, Gambia, Gana, Guiné, Guiné-Bissau, Costa do
Marfim, Quénia, Libéria, Mali, Mogambique, Nigéria, Senegal,
Sudao, Tanzénia e Togo

Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guiana
Francesa, Guiana, Nicardgua, Panama, Peru, Suriname,
Trinidad-Tobago e Venezuela

Belize, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, diversas
regiées do México, incluindo o Golfo do México, Nicardgua e
Panama

Belize, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, diversas
regides do México, incluindo o Golfo do México, Nicaragua e
Panama

Bolivia, Brasil e Paraguai

Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai

Argentina, Bolivia, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica,
Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana,
Honduras, México, Panama, Paraguai, Peru, Suriname e
Venezuela

Bolivia, Chile, Colémbia, Equador e Peru
Brasil
Bolivia, Brasil, Coldmbia, Guiana Francesa, Peru e Suriname
Bornéu, Malasia, Nova Guiné, Sulawesi, Sumatra e Tailandia

Brasil, Suriname e Venezuela

Ilhas Andama&o, Bangladesh, Bornéu, Camboja, llhas Carolinas,
Hainan, Java, Kazan-retto, Ilhas Sunda Menores, Malasia,
Maluku, Marianas, Nansei-shoto, Nova Guiné, llhas Nicobar,
Ogasawara-shoto, Paquistdo, Filipinas, Queensland, llhas Santa
Cruz, Seychelles, llhas Salom&o, Sulawesi, Sumatra, Taiwan,
Tailandia e Vietna

Bolivia, Brasil e Paraguai

Belize, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, México,
Nicaradgua e Panama

Belize, Bolivia, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Equador, Guiana
Francesa, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama,
Paraguai e Peru

Brasil, Colémbia, Guiana Francesa, Guiana, Suriname,
Venezuela



https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:209830-2
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:209830-2
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:789091-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:789091-1
https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:789091-1
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Tabela 2 - Metabdlitos identificados no género Pouteria sp.

Parte L A
N° Nome Espécie Referéncias
vegetal
1 (+)-espatulenol Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
2 (9'Z2)-neoxantina Fruto P. sapota (CACCIOLA et al., 2016)
o Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
3 (E)-B-cariofileno
Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
4 (E)-B-damascenona Fruto P. sapota (MARTIN; OSORIO,ZZ(())ll;; RODRIGUEZ etal,
5 (E)-y-bisaboleno Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
6 (2)-y-bisaboleno Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
(CACCIOLA et al., 2016; GULYAS-FEKETE et al.,
. ) Fruto P. sapota 2013; MURILLO et al., 2016, 2020; TURCSI et al.,
7 3'-deoxicapsantina 2015
Fruto P. sapota CACCIOLA et al., 2016
8 3'-deoxicapsorubina Fruto P. sapota MURILLO et al., 2016, 2020
9 4-terpineol Fruto P. sapota (RODRIGUEZ et al., 2018)
. . Fruto P. sapota MURILLO et al., 2016, 2020; TURCSI et al., 2015
10 5,6-epoxido de capsantina
Fruto P. sapota (MURILLO et al., 2016, 2020)
11 5,6-epoxido de Fruto P. sapota (MURILLO et al., 2016, 2020)
criptocapsina
12 5,8-epoxido de Fruto P. sapota (MURILLO et al., 2016, 2020)
criptocapsina
13 °S:8R.S5R-sapotexantina Fruto P. sapota (MURILLO et al., 2020)
5,8 epoxido
14  OS8S.5R-sapotexantina Fruto P. sapota (MURILLO et al., 2020)
5,8 epoxido
15 8-isopropanil-1,5-dimetil- Folha  P.maleccensis (SARDANS et al., 2015)
ciclodeca-1,5-dieno
16 9'-cis-luteina Fruto e P. (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021
folha campechiana
17 9'-cis-p-caroteno Fruto P. sapota (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
18 9-cis-B-criptoxantina Fruto P. sapota (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
Fruto P. sapota (MOO-HUCHIN et al., 2014)
Fruto P. macrophylla (CHAVES et al., 2020)
Fruto P. lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
. L . Fruto P. ramiflora (BORGES et al., 2022)
19 acido ascorbico (vit. C)
Fruto P, . (NUR et al., 2022)
campechiana
Fruto P . (SOARES et al., 2022)
gardeneriana
20 alo-aromadendreno Frutos P. glomerata (PINO et al., 2017)
21 anteraxantina Fruto P (COSTA et al., 2010)

campechiana




44

Tabela 2- Continuacéo

Parte

Nome Espécie Referéncias
vegetal
aromadendreno Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
bicyclo-4,4,0-dec-1-ene-2-
isopropyl-5-methyl-9- Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
methylene
(MARTIN; OSORIO, 2019; RODRIGUEZ et al.,
cadaleno Fruto P. sapota
2018)
calendino Folhas e P. (PAI; SHENOY, 2020)
Fruto campechiana
. - (CACCIOLA et al., 2016; CHACON-ORDONEZ et
capsantina-5,6-epoxido Fruto P. sapota
al., 2017)
Fruto P sapota (AGOCS et al., 2018; CACCIOLA et al., 2016;
-Sap MURILLO et al., 2016)
capsoneoxantina 3 o
Polpa e P. (CHACON-ORDONEZ et al., 2017; MURILLO et
semente campechiana al., 2011, 2013, 2016, 2020)
(MARTIN; OSORIO, 2019; RODRIGUEZ et al.,
Fruto P. sapota 2018)
cedrol (MARTIN: OSORIO, 2019; RODRIGUEZ et al.,
Fruto P. sapota
2018)
cis--caroteno Fruto P, . (COSTA et al., 2010)
campechiana
Fruto P. sapota (GULYAS-FEKETE et al., 2013) 44-50

(CACCIOLA et al., 2016; CHACON-ORDONEZ et
criptocapsina Eruto P. sapota al., 2017; GULYAS-FEKETE et al., 2013; LAKEY-
-sap BEITIA et al., 2017; MURILLO et al., 2013, 2016,

2020; TURCSI et al., 2015

diepodxido de 5,6,5,8-B-

Fruto P. sapota (CHACON-ORDONEZ et al., 2017)
caroteno
di-hidroactinidiolideo Frutos P. sapota (MARTIN; OSORIO,ZZC())llé)); RODRIGUEZ etal.,
didxido d‘; g'csr,'rgf’xa”“”a' Fruto P. sapota (GULYAS-FEKETE et al., 2013)
didxido d%%’%ﬁ'@foxa”“”a' Fruto P. sapota (GULYAS-FEKETE et al., 2013)
epoxido de 5,8-B-caroteno Fruto P. sapota (CACCIOLA et al., 2016)
enéxido de 5-6-Iuteina Fruto e P. (YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; ARVIZU-DE
P folha campechiana LEON, 2011)
E-a-bergamoteno Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
fitoflueno Fruto P, . (COSTA et al., 2010)
campechiana
funebreno Fruto P. elegans (AGUIAR et al., 2019)

germacreno D Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
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Tabela 2- Continuacéo

Parte

N° Nome vegetal Espécie Referéncias
41 iso-mentol Fruto P. elegans (AGUIAR et al., 2019)
42 kaur-16-eno Folha e P. (PAI; SHENOY, 2020)
fruto campechiana
43 limoneno Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
44 linalool Fruto P. elegans (AGUIAR et al., 2019)
(AGUILAR-GALVEZ et al., 2021; EVANGELISTA-
45 luteina Fruto e P. LOZANO et al., 2021; FUENTEALBA et al., 2016;
folha campechiana YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; ARVIZU-DE
LEON, 2011)
46 luteoxantina Fruto P sapota (CACCIOLA et al., 2016; CHACON-ORDONEZ et
-sap al., 2017; MURILLO et al., 2016)
Fruto P sapota (ARIF et al. 2022; GUERRERO-CASTILLO et al.,
-sap 2021, PINO et al., 2017)
47 neoxantina Fruto P. lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
ruto . sapota etal.,
F P. sap (CACCIOLA l., 2016)
Fruto P lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021; FUENTEALBA
’ et al., 2016)
48 nopinona Fruto P. elegans (AGUIAR et al., 2019)
etal., ; ON- ONEZ et
(CACCIOLA l., 2016; CHACON-ORDONEZ
Fruto P. sapota al., 2017; MURILLO et al., 2011, 2013, 2016,
49 sapotexantina 20_20) ] ‘o
Polpa p (CACCIOLA et al., 2016; CHACON-ORDONEZ et
semente cam e(.:hiana al.,, 2017; MURILLO et al., 2011, 2013, 20186,
P 2020)
50 sapotexantina 5,6-epéxido Fruto P. sapota (MURILLO et al., 2020)
51 selina-3,7(11)-dieno Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
. (MARTIN; OSORIO, 2019; RODRIGUEZ et al.,
52 thujopseno Fruto P. sapota 2018)
53 trans-linalool oxido Fruto P sapota (MARTIN; OSORIO, 2019; RODRIGUEZ et al.,
piranoide -sap 2018)
54 trans-violaxantina Polpa e P, . (COSTA et al., 2010)
semente campechiana
Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
55 trans-a-bergamoteno .
Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
56 trans--caroteno Fruto P (COSTA et al., 2010)

campechiana
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Parte

N° Nome Espécie Referéncias
vegetal
(CHACON-ORDONEZ et al., 2017; MURILLO et
Fruto P. sapota
al., 2016)
Fruto P. lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
P. (COSTA et al., 2010; EVANGELISTA-LOZANO et
. . Fruto .
57 violaxantina campechiana al., 2021)
Fruto P. sapota (CACCIOLA et al., 2016)
Fruto P. lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
Fruto P. (EVANGELISTA-LOZANO et al., 2021)
campechiana
58 vitamina A Casca e P. (NUR et al., 2022)
polpa campechiana
59 zeaxantina Fruto P. (MURILLO; MELENDEZ-MARTINEZ;
campechiana PORTUGAL, 2010)
60 a- bisaboleno Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
61 a -bisabolol Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
62 a -cariofileno Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
63 o -cedreno Fruto P. sapota (MARTIN; OSORIO,éZgllg); RODRIGUEZ et al.,
(MARTIN; OSORIO, 2019; RODRIGUEZ et al.,
64 a -copaeno Fruto P. sapota 2018)
65 a -cubebeno Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
66 a -pineno Fruto P. elegans (AGUIAR et al., 2019)
67 a -terpineol Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2021)
Fruto P sapota YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; ARVIZU-DE
- Sap LEON, 2011
68 a -tocoferol Fruto P. ramiflora BORGES et al., 2022
Fruto e P lucuma AGUILAR-GALVEZ et al., 2021; GUERRERO-
semente ’ CASTILLO et al., 2021
Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
69 -bisaboleno Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
70 3 -bourboneno Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
7 B -cadineno Fruto P. sapota (MARTIN; OSORIO,ZZC())llg); RODRIGUEZ et al.,
72 B -cariofileno Fruto P. glomerata (PINO et al., 2017)
(M,URILLO etal., 2013, 2016; YAHIA;
Fruto P. sapota GUTIERREZ-OROZCO; ARVIZU-DE LEON,
2011)
73 B -caroteno Fruto P lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021; FUENTEALBA
’ et al., 2016)
Fruto P. (EVANGELISTA-LOZANO et al., 2021)
campechiana
74 [ -citroneleno Fruto P. elegans (AGUIAR et al., 2019)
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Parte

N° Nome Espécie Referéncias
vegetal
75 B-criptoxantina-5,6-epéxido Fruto P. sapota (MURILLO et al., 2013)
76 B -gurjuneno Fruto P. elegans (AGUIAR et al., 2019)
77 B -lonona Fruto P. sapota (MARTIN; OSORIO,ZZé)ll;; RODRIGUEZ et al.,
78 B -selineno Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
79 B —zeacaroteno Fruto P. sapota (CACCIOLA et al., 2016)
80 - cadineno Folha P. malaccensis (SARDANS et al., 2015)
81 A-3-careno Fruto P. elegans (AGUIAR et al., 2019)
82 A-cadineno Fruto P. sapota (MARTIN; OSORIO,ZZé)llg); RODRIGUEZ et al.,
83 acido protocatecuico Fruto P. sapota (TORRES-RODRIGUEZ et al., 2011)
o Folha e P. (ELSAYED et al., 2016)
84 apigenina semente campechiana
Fruto P. caimito (FARIA et al., 2021)
Fg:ﬁf‘oe P. torta (SOUZA et al., 2012; DE SALES et al., 2017)
85 catequina Fruto P. sapota (TORRES-RODRIGUEZ et al., 2011)
Fruto P. gardneriana (MALTA et al., 2013)
Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
86 chalcona do eriodictiol Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
desoxinexosido de Fruto  P.macrophylia (GORDON et al., 2011)
87 guercetina
88 digaloil(epi)galocatequina Fruto P. macrophylla (GORDON et al., 2011)
89 di-hidroquercetina Fruto P. macrophylla (GORDON et al., 2011)
__ dimerode Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
90 epicatequina/catequina
F‘I’:':‘ftz € P. torta (SOUZA et al., 2012; DE SALES et al., 2017)
91 epicatequina Fruto P. sapota TORRES-RODRIGUEZ et al., 2011
Fruto P. gardneriana MALTA et al., 2013
Semente P. lucuma GUERRERO-CASTILLO et al., 2019
92 epigalocatequina Fruto P. gardneriana (MALTA et al., 2013)
93  epigalocatequina-3-O-galato Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
94 eridictiol
95 gallocatequin-3-galato Fruto P. sapota (TORRES-RODRIGUEZ et al., 2011)
96 galoil(epi)galocatequina Fruto P. macrophylla (GORDON et al., 2011)
97 isoquercitrina Folha P. torta (SOUZA et al., 2012)

Tabela 2- Continuagéo
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Parte L al
N° Nome Espécie Referéncias
vegetal
Fruto P. macrophylla (GORDON et al., 2011)
L Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
98 miricetina
Folhas e P (ELSAYED et al., 2016)
semente campechiana
S Folhas e P.
99 miricetina-3-O-a-1- semente campechiana (ELSAYED etal., 2016)
ramnosideo o
Fruto P. caimito (FARIA et al., 2021)
L Folha P. torta (SOUZA et al., 2012)
miricitrina
100 Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
narigenina Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
101 g Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
Fruto P. sapota (KAMALAKANNAN; RAYAR; MEGALA, 2016)
) Fruto P. macrophylla (GORDON et al., 2011)
102 quercetina L
103 Fruto P. caimito (FARIA et al., 2021)
Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
104 rutina Fruto P. sapota (SATHISHKUMAR et al., 2011)
105 taxifolina Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
106 vitexina Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
107 12-dien-28-6ico Folha P. (REN et al., 2019)
campechiana
108 29.3B,190-trihidroxi-24- Folha P. (REN et al., 2019)
norursa-4 campechiana
109 A&cido 3B-(O-p-coumaroil)-2- P. caimito (DE SOUSA et al., 2019)
hidroxi-urs-12-en-28-oico
110 Llno_Ieatc_) Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)
3[B-eritrodiol
111 3B-estigmast-5-en-3-ol Folha P . (PAI; SHENOQY, 2020)
campechiana
112 5,6-dihidroergosterol Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2021)
113 acetato d%i‘;f]t_'gf:‘)f“a's’zz' Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2021)
114~ 2cetofelanostaB i semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2021)
115 acetato de lupeol Folha P. gardneri (SILVA et al., 2016)
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Parte

N° Nome Espécie Referéncias

vegetal

116 acetato de a-amirina Folha P. gardneri (SILVA et al., 2016)

117 acetato de B-amirina Folha P. gardneri (SILVA et al., 2016)

118 acetato de W-taraxasterol Folha P. gardneri (SILVA et al., 2016)

119 acido 3-cafeoilquinico Fruto P. caimito (MEINHART et al., 2019)

acido 33-(0O-p-coumaroil)- -

120 maslinico (178) Folha P. caimito (DE SOUSA et al., 2019)

121 acido 3p-(O-p-coumaroil- Folha P. caimito (DE SOUSA et al., 2019)

alfitélico

122 - Lo Fruto P. caimito (MEINHART et al., 2019)
acido 4-cafeoilquinico )

123 Fruto P. gardneriana (MALTA et al., 2013)
. o Fruto P. caimito (MEINHART et al., 2019)
acido 5-cafeoilquinico )

124 Fruto P. gardneriana (MALTA et al., 2013)

125 acido betulinico Folha P. caimito (DE SOUSA et al., 2019)

Fruto P. sapota (CAN-CAUIQH etal., 2017; TORRES-

126 acido cafeoilquinico ' RODRIGUEZ et al., 2011)

Fruto P. gardneriana (MALTA et al., 2013)
127 acido cafeoiltartarico Fruto P. gardneriana (MALTA et al., 2013)
128 acido cinamico Fruto P, . (ELSAYED et al., 2016)
campechiana
- Fruto P. caimito (FARIA et al., 2021)
1 L al-
acido clorogénico

130 g Fruto P. (ELSAYED et al., 2016)

campechiana

131 acido corosélico Folha P, . (REN et al., 2019)

campechiana

132 acido elagico Fruto P. (ELSAYED et al., 2016)

campechiana

133 acido euscéfico Folha P. (REN et al., 2019)

campechiana
Fruto P sapota (CAN-CAUICH et al., 2017; TORRES-
134 -sap RODRIGUEZ et al., 2011)
135 acido ferulico
Fruto P. (ELSAYED et al., 2016)
campechiana
136 acido trans-ferdlico Fruto P. glomerata (CAN-CAUICH et al., 2017)
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Nome Parte
N° vegetal Espécie Referéncias
Fruto P. macrophylla (GORDON et al., 2011)
(CAN-CAUICH et al., 2017; SALINAS-MORENO
Fruto P sapota etal.,, 2019; TORRES-RODRIGUEZ et al., 2011,
-sap YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; ARVIZU-DE
LEON, 2011)
Fruto P. obovata (DINI, 2011)
137 acido galico Fruto P. macrophylla (DA SILVA et al., 2012)
Fruto P, . (SUNILA; MURUGAN, 2015)
campechiana
Fruto P. ramiflora (CIBIN et al., 2022)
Folha P. (ELSAYED et al., 2016)
campechiana
Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
138 behenato de 3[3-eritrodiol Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)
139 acido galoilquinico Fruto P. macrophylla (GORDON et al., 2011)
140 acido gentisico Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; ARVIZU-DE
141 Fruto P. sapota
e . LEON, 2011)
acido hidroxibenzoico =
Fruto . (SUNILA; MURUGAN, 2015)
campechiana
142 acido hidroxibenzéico Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
143 acido hipptadiendico Folha P. caimito (DE SOUSA et al., 2019)
.- P P.
144 acido lucumico A Folha campechiana (REN et al., 2019)
145 acido luctimico B Folha P, . (REN et al., 2019)
campechiana
146 acido maslinico Folha P, . (REN et al., 2019)
campechiana
147 acido oleandlico Folha P. gardneri (SILVA et al., 2016)
Folha P. caimito (DE SOUSA et al., 2019)
148 acido p-cumarico Fruto P. caimito (FARIA et al., 2021)
Fruto P sapota (CAN-CAUIQH etal., 2017; TORRES-
-sap RODRIGUEZ et al., 2011)
- i : . (CAN-CAUICH et al., 2017; TORRES-
149 acido p-hidroxibenzéico Fruto P. sapota RODRIGUEZ et al., 2011)
150 acido protocatecuico Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
151 acido sinapico Fruto P, . (ELSAYED et al., 2016)
campechiana
L C (CAN-CAUICH et al., 2017; TORRES-
152 acido siringico Fruto P. sapota RODRIGUEZ et al., 2011)
153 acido ursdlico Folha P. caimito (DE SOUSA et al., 2019)
154 acido vanilico Fruto P, . (ELSAYED et al., 2016)
campechiana
155 araquidato Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)
156 bedenato de acido 3p- Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)

betulinico
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Nome Parte L. a .
N° vegetal Espécie Referéncias
Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2021)
157 betulina Folha P. caimito (DE SOUSA et al., 2019)
Folha P. macahensis (SANTOS et al., 2018).
158 cloroglucinol Fruto campeP(;hiana (SUNILA; MURUGAN, 2015)
159 cicloartenol Fruto P. lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
160 digaloilglicose Fruto P. macrophylla (GORDON et al., 2011)
161 epi-friedelanol Folha P. ramiflora (RODRIGUES et al., 2017)
162 eritrodiol Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)
163 erucato Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)
164 espinasterol Folha P. caimito (FRANCA et al., 2016)
165 estigmasterol Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2021)
166 friedelina Folha P. ramiflora (RODRIGUES et al., 2017)
Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)
167 galato de etila Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
168 latosterol Semente P. lucuma (GUERRERO-CASTILLO et al., 2021)
169 linolenato Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)
170 palmitoleato Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)
171 palmitoleato de 3B-eritrodiol Tronco P. macahensis (AMARAL et al., 2019)
172 p-coumaroil-hexose Fruto P. gardneriana (MALTA et al., 2013)
173 taraxerol Folha P. ramiflora (RODRIGUES et al., 2017)
174 trigaloilglicose Fruto P. macrophylla (GORDON et al., 2011)
g-amirina Fruto P. lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
175 Folha P. gardneri (SILVA et al., 2016)
B-amirina Fruto P. lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
176 Folha P. gardneri (SILVA et al., 2016)
177 B -sitosterol Fruto P. lucuma (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021)
178 aspidocarpina Folha P, (PAI; SHENOQY, 2020)

campechiana

2.3.2.2. Atividades bioldgicas

Durante o periodo que antecedeu a data de busca da revisao, ja se sabia do potencial

antioxidante, imunomodulador, antimicrobiano e de efeitos alelopaticos no ambiente
de cultivo de algumas espécies do género (SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009).

Conforme os critérios de inclusdo da pesquisa, foram encontrados 63 artigos que

demonstraram acgdo farmacolégica de Pouteria sp. in vitro ou in vivo, sendo que

destes, quatro apresentaram avaliacdo de parametros de seguranca e toxicidade das

espécies. Ademais, os resultados se referiam a 14 diferentes espécies, sendo que

apesar da P. elegans apresentar estudos fitoquimicos, ndo apresentou evidéncias de
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suas propriedades farmacoldgicas. Analogamente, as espécies P. nuda e P. venosa,
apesar de apresentarem estudos de seus potenciais bioativos, ndo possuiram
evidéncias constitucionais. Dessa forma, nesta sesséo serdo discutidas diversas

atividades farmacoldgicas identificadas para o género.

2.3.2.2.1. Atividade antioxidante

Embora saiba-se que a capacidade antioxidante de espécies vegetais seja irrestrita a
classificacdes taxondmicas, diversas espécies do género Pouteria possuiram
descricdo desta atividade biol6gica. Devido a elevada quantidade de trabalhos

encontrados, este topico foi subdividido entre espécies.

Pouteria caimito

Propriedade redutora em modelo radicalar de ABTS (2,2-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) foi descrita para extrato rico em fendlicos totais
obtidos por extragdo com metanol:agua (8:2; v/v) da polpa de seus frutos (CANUTO
et al., 2010). De forma semelhante, um extrato metanol:agua (50:50; v/v, pH=2), das
sementes e da polpa fresca apresentaram capacidade antioxidante quando
submetidas ao mesmo método citado anteriormente acrescido de avaliacdo na
capacidade de reducéo férrica e conteudo de &cido ascorbico, sendo as sementes
com maior propriedade de acgdo, devido ao valor de fendlicos totais identificados
(262 + 36.7 nas sementes e 83.0 + 0.45 nas polpas de fendlicos totais expressos em
100g/mg de &cido géalico) (CONTRERAS-CALDERON et al., 2011). Estes resultados,
foram semelhantes ao extrato de acetona (70%; v/v) da polpa da espécie pela
determinacdo de acido ascoérbico que apresentou atividade antioxidante frente aos
mesmos modelos (VIRGOLIN; SEIXAS; JANZANTTI, 2017). Reforcando a avaliagao
da influéncia dos fendlicos totais na propriedade antioxidante, na avaliacdo da
capacidade redutora de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e reducao de ferro, as
propriedades antioxidantes de extratos metanolicos das partes liofilizadas da espécie
foram em ordem: a casca, a semente e a polpa, as quais apresentaram
proporcionalidade na atividade avaliada e na quantidade de fendlicos totais in vitro
(MONTERO et al., 2018). Contudo, em outro estudo, uma extragdo hidroetandlica
(95:5; v/v) da polpa ndo apresentou capacidade antioxidante frente ao DPPH, mas

atuou como agente redutor nos modelos de ABTS e capacidade de absorcdo de
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radicais atribuido a identificacdo de substancias antioxidantes, como acido citrico,
acido clorogénico, quercetina e apigenina, as quais ndo foram efetivas ao modelo de
DPPH no estudo (FARIA et al., 2021). Somado a isto, extratos das folhas da espécie
produzidos com agua, hexano e etanol apresentaram acao antioxidante frente a
DPPH, sendo identificada apenas no extrato aquoso a presenca de proantocianidinas,
e o isolamento do espinasterol do extrato hexanico, a qual foi e atribuida a propriedade
biologica do preparado (FRANCA et al., 2016). Em confluéncia, um extrato
hidroetandlico particionado em hexano e acetato de etila apresentou acdo antioxidante
frente a molécula radicalar DPPH (sendo o ICso do extrato hexanico 1439.4 + 2.7
png/mL enquanto o de acetato de etila foi de 391.8 £ 0.9 pg/mL) com identificacdo por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia de diversos acidos fenodlicos (DE SOUSA et
al., 2019).

Pouteria campechiana

A polpa de frutos extraidas com metanol:agua (8:2; v/v) em ultrassom, gerou um
extrato rico em carotenoides que apresentou atividade antioxidante frente a modelo
de ABTS (BARRETO; BENASSI; MERCADANTE, 2009). Contudo, diante da
necessidade de mimetizacdo de extratos caseiros, por parte da populacéo, teve-se
que o decocto aquoso da polpa, apresentou boa capacidade redutora frente ao
método de DPPH, ABTS, determinacdo da eliminacdo do radical 6xido nitrico,
determinacdo da eliminacédo do radical hidroxilo e ensaio da capacidade de poder
redutor (ECPR), com caracterizacdo por cromatografia em camada delgada de alta
performance e a identificacdo de polifendis (ASEERVATHAM et al., 2014). Foi
realizado um estudo considerando os estagios de maturacdo dos frutos de P.
campechiana e teve-se que seus estagios iniciais de maturacdo apresentaram
maiores concentracdes de fendlicos totais, enquanto os estagios finais apresentaram
maior concentracdo de flavonoides, sendo os extratos aquosos e etanolicos do ultimo
estagio de maturacéo ativo frente aos testes de radical superoxido, hidroxilo, DPPH,
ECPR e ABTS (SUNILA; MURUGAN, 2017). A atividade antioxidante dos extratos
aguoso e hidroetandlico da casca do fruto, apresentou maior potencial redutor frente
a DPPH e potencial de eliminacéo de radicais livres de perdxido de hidrogénio (NUR
et al., 2022). Outros achados corroboram acerca da propriedade antioxidante do
tronco da espécie, sendo os extratos hidroetandlicos e metandlicos com capacidade

antioxidante frente aos modelos de DPPH e ABTS, nos quais foram identificadas
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propriedades nutritivas em rigueza de minerais como calcio, zinco, ferro, magnésio e
potassio, sem caracterizacdo fitoquimica dos extratos preparados (ASEERVATHAM
et al., 2019; MATSUSAKA; KAWABATA, 2010; PRAMOD et al., 2020).

Pouteria sapota

Com elevada disseminacdo na culinaria da América Central, a maior parte dos
estudos de atividade antioxidante da espécie foram acerca do fruto (GONZALEZ;
VAILLANT; PEREZ, 2012). Desta forma, foi identificado no extrato de hexano /
diclorometano (1:1; v/v) a presenca de acido p-hidroxibenzéico; acido galico;
epicatequina e 4cido protocatecuico, por CLAE, aos quais se atribuiu a acéo do extrato
frente aos métodos de DPPH e ECPR (YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; ARVIZU-DE
LEON, 2011). Em outro estudo, com extrato metanol:acido acético (85:15; v/v) do
fruto, foi possivel confirmar a acdo antioxidante frente ao DPPH e a presenca de
compostos fenodlicos como acido galico, galocatequina-3-galato e epicatequina,
associados a acdo do extrato (TORRES-RODRIGUEZ et al., 2011). Um extrato de
agua:acetona (80:20; v/v) da polpa apresentou atividade antioxidante em modelos ndo
empregados a outras espécies do género, como ensaio antioxidante celular
eritrocitario e protecdo antioxidante mediada por células (Cell-MAP), com taxas de
reducdo da atividade antioxidante que chegaram até 74% do valor do controle
(GONZALEZ; VAILLANT; PEREZ, 2012). A atividade antioxidante da polpa do fruto,
com extracdo por acetona/dgua/acido acético (70:29,5:0,5; v/viv) nos modelos de
DPPH e ABTS foram reafirmadas, e se mostrou como uma fonte rica para uma dieta
em fibras totais, sendo candidata potencial a suplemento em dietas (MOO-HUCHIN et
al., 2014). Com raciocinio analogo, em um extrato etandlico, foi possivel extrair
compostos polares, dos quais pode-se isolar a quercetina, que se demonstrou como
candidata a atividade antioxidante do fruto da espécie (KAMALAKANNAN; RAYAR;
MEGALA, 2016). Nesta espécie, os estudos de atividade antioxidante foram
expandidos a modelos biolégicos de resisténcia a estresse oxidativo em C. elegans
induzido por Trolox. Na sua realizacao, o extrato da polpa e da casca da espécie com
Hexano: acetona: etanol (70:15:15; v/v/v) aumentou a capacidade de resistividade a
acao antioxidante das cepas de C. elegans, que se diferiram nas geracdes seguintes
do microrganismo, permitindo a formulacédo da hipotese de que o extrato possibilita
gerar uma memoria genética responsiva ao estimulo (GONZALEZ-PENA; LOZADA-
RAMIREZ; ORTEGA-REGULES, 2021). Com relagdo a suas folhas, seu extrato
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aguoso apresentou acao frente aos estimulos de DPPH, atividade de eliminacao de
peréxido de hidrogenio e atividade de poder redutor, demandando uma caracterizacao
fitoquimica para formulacdo de hipotese de possiveis marcadores ativos (PRABHU,;
SELVAM; RAJESWARI, 2018).

Pouteria ramiflora

A polpa do fruto de P. ramiflora apresentou capacidade antioxidante frente a DPPH
com identificacdo de vitamina C (50,99 + 1,28 mg/100 g) e determinacao de aclUcares
redutores (8,86 = 0,49 g/100 g) aos quais se atribuiu a propriedade do alimento
(MORZELLE et al., 2015). Com o intuito de compreender quais seriam possiveis
classes marcadoras da atividade antioxidante da espécie, outro estudo realizou cinco
extratos diferenciais da polpa do fruto, utilizando como solvente extrator: i. metanol
(rico em compostos fendlicos); ii. etanol (com extracdo favoravel a antocianidinas); iii.
acetona (com presenca de carotenoides); iv. &gua (com deteccao de acido ascorbico)
e v. heptano (com extracao seletiva para tocoferois), os quais foram avaliados frente
as espécies reativas a Capacidade de Absorcao de Radicais de Oxigénio e modelo
de B-caroteno. Destes, o0 extrato etandlico foi o que apresentou a melhor capacidade
redutora, com prospeccao de melhor elucidacdo das antocianidinas presentes no fruto
(BORGES et al., 2022). Porém, em outros estudos, substancias como o acido galico,
presente em um extrato aquoso otimizado apresentou capacidade antioxidante frente
ao método do complexo de fosfomolibdénio e CARO, (CIBIN et al., 2022). A folha foi
a Unica parte adicional da planta estudada na espécie, a qual foi extraida por
maceracdo com hexano e particionada com hexano, acetato de etila e metanol, com
isolamento e identificacdo dos triterpenos friedelina, epi-friedelanol e taraxerol que
apresentaram capacidade antioxidante frente ao metodo de &acido ascoérbico
(RODRIGUES et al., 2017).

Pouteria lucuma

Trés diferentes biotipos de frutos de P. lucuma (Rosalia; Monteiro e Leiva 1) foram
caracterizados e testados frente aos métodos de DPPH, ABTS e TROLOX sendo a P.
lucuma Rosalia, com maior capacidade bioativa e maior concentracado de metabdlitos
especiais, como acido galico, neoxantina e luteina (FUENTEALBA et al., 2016). Os
diferentes estagios de maturacéao do fruto foram avaliados, contudo a concentracéo

de metabdlitos especiais oscilou entre as etapas maduras e nao maduras, sem padrao
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de melhor periodo para colheita, sendo que os extratos hidrofilicos do fruto,
independente do nivel de maturacdo, apresentaram melhor capacidade antioxidante
do que extratos lipofilicos, fortalecendo a hiptese de compostos fendlicos como
principais atuantes na capacidade antioxidante (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021).
Corroborando com esta hipétese, outro extrato hidrofilico de sementes com riqueza
de &cidos fendlicos e catequinas, identificados por CLUE/ESI/MS/MS apresentou
Otima capacidade redutora frente a diversos métodos in vitro de atividade antioxidante,
com atividades melhores do que substancias conhecidamente antioxidantes, como
acido galico e quercetina (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019).

Pouteria macrophylla

Por analise em CLAE/DAD-ESI-MS foram identificados &cidos fendlicos, taninos e
flavonoides em extratos hidrofilicos da polpa do fruto. Correlacionou-se a identificacéo
destas classes com a propriedade antioxidante dos frutos de P. macrophylla aos quais
foram testados frente a capacidade total de eliminacdo de oxidantes e método de
DPPH (CHAVES et al., 2020; DA SILVA et al., 2012; GORDON et al., 2011).

Pouteria gardneriana

Os frutos da espécie se mostraram com alta umidade (65%) e elevado teor de
fendlicos totais (220 equivalentes de acido gélico /100 g) e com atividade antioxidante
frente a TROLOX e DPPH (SIQUEIRA et al., 2017; SOARES et al., 2022). No extrato
da polpa do fruto liofilizada (acetona 80%) também foram identificados por CLAE-
MS/MS elevada quantidade de acidos fendlicos e flavonoides, corroborando com o
elevado teor de fendlicos totais e justificando a atividade antioxidante frente a
Capacidade de Absorcdo Radical de Oxigénio (CARO) e capacidade de eliminacao
de radicais peroxilo (MALTA et al., 2013).

Pouteria glomerata

Quatro extratos dos frutos de P. glomerata foram preparados com acetona:agua (1:1;
vlv), etanol:agua (7:3; v/v), agua e acetato de etila, sendo o aquoso de maior
capacidade antioxidante e com maior concentragao de taninos totais (42.00 + 16.10
equivalentes de acido tanico /100 g) (SANTO et al., 2020). Em outro estudo, o extrato
metanodlico dos frutos da espécie apresentou baixo teor de fendlicos totais em

equivalente de acido galico (1.28 + 0.05 / 100g), porém apresentou propriedade
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antioxidante frente ao ABTS, DPPH e avaliacdo de poder redutor (CAN-CAUICH et
al., 2017).

Pouteria torta

Os frutos de P. torta foram liofilizadas, maceradas com etanol e particionadas com
agua, hexano, acetato de etila e metanol. A atividade antioxidante das fracGes foi
avaliada frente a modelo de ensaio do complexo fosfomolibdénio e teor de fendlicos
totais sendo a fracdo de acetato de etila a com maior capacidade redutora (DE SALES
et al., 2017).

2.3.2.2.2. Atividade anticancer

Os extratos etandlicos brutos da polpa e das folhas de P. caimito foram avaliadas com
relacdo as células de carcinomas hepatocelular, colorretal, glioblastoma e de
fibroblastos pulmonares humanos com ICsp que variaram 63,73 ug/mL a 117,47
pMg/mL, sendo que nos testes com os extratos das folhas ocorreram achados de
elevada seletividade celular para as células patologicas (FARIA et al., 2021; WANG et
al., 2019). De forma semelhante, P. campechiana foi avaliada com o método de
exclusdo do corante azul de Tripan por ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-
fenil brometo de tetrazolina) e modelo in vivo de Artemia salina L.. Destes, teve-se
elevada taxa de apoptose de células HeLa mas nenhuma diferenca estatistica quanto
a viabilidade celular, comparando ao controle, tanto para as folhas quanto para o fruto
(PAI; SHENOY, 2021; PRAMOD et al., 2020). Contudo, no estudo que avaliou
citotoxicidade in vivo com modelo de A. salina, encontrou-se maior seguranca na
casca (ICso = 701.66 pug/mL) do que na polpa do fruto (ICso = 570.33 pg/mL), embora
ambas tenham se demonstrado citotéxicas (NUR et al., 2022). A quercetina isolada
de um extrato etandlico (95%; v/v) da polpa de P. sapota apresentou atividade
citotoxica em MTT em células de adenocarcinoma de mama (MCF-7) (ICso= 271.33 +
5.8 pg/mL), a qual foi menor do que o extrato bruto (782.67 + 5.8 pg/mL)
(KAMALAKANNAN; RAYAR; MEGALA, 2016). De forma analoga, na mesma
linhagem celular, o extrato aquoso das folhas apresentou atividade citotoxica com
alteracdo da morfologia celular na faixa de 25ug-125ug (PRABHU; SELVAM,;
RAJESWARI, 2018). Um extrato realizado com acetona:agua (80:20; v/v), rico em
acidos fendlicos e flavonoides (identificados por CLAE-TOF/MS) de P. venosa
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apresentou elevada citotoxicidade em células HepG2 (MALTA et al., 2013), tal qual o
particionado de acetato de etila, obtido pelo extrato bruto etandlico do caule de P.
gardneriana (2000 pg) que reduziu a viabilidade celular consideravelmente (p < 0,001)
(SANTOS et al., 2015). Com relacao a P. torta, o extrato hexanico, etandlico e aquoso
foram avaliados em células OSCC-3 e MCF-7, no qual ambos os extratos hidrofilicos
apresentaram mortalidade maior que o hexanico (proximos a 70% de inibicdo de
viabilidade celular) os quais apresentaram fragmentacdo de DNA, visualizado por
eletroforese em géis de agarose (MOTOYAMA et al., 2013). Um Unico trabalho fez a
comparacao da atividade anticancer de diferentes espécies do género (P. gardneri, P.
ramiflora, P. caimito e P. torta), com avaliacdo de suas folhas em extratos aquosos,
etandlicos e hexanicos. Estas foram testadas em células de queratindcitos (HaCat) e
uma linhagem de células de fibroblastos (L-929), sendo o extrato etandlico das folhas
de P. torta os com menor valor de ICsp (14,65 + 0,02 pg/mL) e o extrato etandlico de

P. caimito o Unico que ndo apresentou atividade citotéxica (SOUZA et al., 2012).

2.3.2.2.3. Atividade hipoglicemiante

Outra atividade biolégica investigada para diversas espécies de Pouteria foi a
propriedade hipoglicemiante com foco no tratamento de Diabetes mellitus com
extratos da espécie. Um extrato hidroetandlico (95%; v/v) das folhas de P. caimito foi
avaliado in vitro na inibicado das enzimas a-glucosidase, a-amilase e lipase sendo que
ndo apresentou atividade frente aos testes enzimaticos e conseguiu reduzir apenas
teores de glicose (ICso = 103.5+1.8 pg/mL) (FARIA et al.,, 2021). De forma
semelhante, trés diferentes triterpenos isolados de P. campechiana foram avaliados
frente a atividade inibitoria de a-glucosidase apresentando fraca propriedade bioldgica
sendo que a inibicédo do acido corosolico e acido maslinico foram de, respectivamente,
66,3% e 55,2% a uma concentracdo de 50 uM (REN et al., 2019), resultado este dispar
ao extrato bruto metandlico das folhas e frutos da espécie, o qual apresentou
satisfatoria inibigdo frente as enzimas a - glucosidase e a-amilase (PAI; SHENOY,
2021). Este resultado se expandiu para outras espécies, das quais pode-se citar a P.
lucuma em que a polpa de seus frutos apresentou reducdo em ambas enzimas,
independente do seu nivel de amadurecimento (AGUILAR-GALVEZ et al., 2021), com
o particionado hidrofilico apresentando melhor agdo farmacoldgica, com pouca
atividade do subtipo de P. lucuma Montero (FUENTEALBA et al., 2016). Na espécie
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P. ramiflora, trés diferentes extratos das folhas foram avaliados para atividade
hipoglicemiante. O primeiro, hidroetandlico (50%; v/v) foi avaliado em ratos com
inducdo patoldgica por estreptomicina, conseguindo reduzir o nivel de glicose no
sangue apo6s 20 dias de avaliagdo, com tratamento de 500 mg/kg oral, sem controlar
0 peso dos animais, além de gerar neuroprotecdo devido ao controle de stress
oxidativo cerebral (DA COSTA et al., 2013). O segundo extrato, etandlico, foi avaliado
no mesmo modelo, com reducéo de infiltrados inflamatérios no 14° dia de avaliacdo e
reordenacéo do tecido epitelial no 21° dia, diferentemente do grupo controle (CORREA
et al., 2022). Ademais, um terceiro extrato, hexanico, foi avaliado em modelo in vitro,
e 0S compostos presentes em uma fracdo particionada de acetato de etila
apresentaram as maiores redugdes para a—amilase, sendo os particionados
hexéanicos e de acetato de etilazhexano, com capacidade de aumento do teor
enzimatico (RODRIGUES et al., 2017). Com o enfoque de entender as melhores
formas extrativas dos compostos bioativos com esta propriedade farmacoldgica,
realizou-se uma otimizacao extrativa bioguiada por teste de inibicdo enzimatica in vitro
de P. sapota, percebendo que os fatores que influenciam no desfecho sdo o tempo
extrativo, o pH do sistema e a propor¢cao da droga vegetal (SATHISHKUMAR et al.,
2011). De forma semelhante, um extrato dos frutos de P. torta foi fracionado por
avaliacao bioguiada conforme a capacidade redutora enzimética. Desta forma, teve-
se dois extratos com maior atividade, dos quais foi-se possivel inferir a presenca de
epicatequina, sacarose, glucose e frutose como deterministicas para o desfecho (DE
SALES et al., 2017). Ademais, na comparacado de espécies de P. ramiflora e P. torta
teve-se atividade consideravel de ambas (> 77%) nas folhas, raizes e caules
(GOUVEIA et al., 2013).

2.3.2.2.4. Atividade antimicrobiana

A acédo antimicrobiana de P. caimito foi avaliada utilizando o extrato hexanico da folha,
tronco e frutos (500 pug/mL) da espécie, sendo que os trés apresentaram atividade
frente a Candida albicans, e bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus), e gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella typhimurium)
(PEDRO et al., 2020). Com relacdo a P. macahensis, a Unica atividade biologica
relatada foi da avaliagao de quatro diferentes triterpenos, isolados do extrato acetonico
da casca da espécie frente a Proteus mirabilis, causador de infec¢des urinarias. Neste,
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a Concentracao Inibitéria Minimia (CIM) variou entre 500 e 600 pug/mL, contraposto a
concentracdo de 50 pg/mL do controle de cloranfenicol (AMARAL et al., 2019).
Extratos aquoso e hidroetanolico (70%; v/v) das folhas e troncos particionado de P.
ramiflora, foram avaliados e ndo se demonstrou atividade frente a E. coli e S.
typhimurium, sendo identificada acdo frente a Fusarium solani e S. aureus,
excetuando-se pelo extrato aquoso das cascas da espécie (MATIAS et al., 2019;
SANTOS et al.,, 2018). Um extrato rico em carotenoides dos frutos de P. sapota,
apresentaram reducdo do estresse oxidativo em C. elegans em 20-30% nas
concentracdes de 20-40 pg/mL (GONZALEZ-PENA; LOZADA-RAMIREZ; ORTEGA-
REGULES, 2021) e um extrato etandlico do fruto apresentou inibicdo de bactérias
gram-positivas e gram-negativas (REDDY et al.,, 2017), de forma semelhante aos
extratos hidroetandlicos (90%; v/v) das folhas, casca e caule de P. venosa (SANTOS
et al., 2015). Com relacdo a comparacdo de acao de espécies, folhas de P. ramiflora
e P. torta foram avaliadas contra diversas espécies de Candida sp., sendo que os
extratos hexanicos de ambas n&o foram ativos em nenhum microrganismo avaliado e
o etandlico ativo para C. glabrata (ambas); C. tropicalis e C. krusei (P. ramiflora); C.
parapsilosis e C. guilliermondi (P. torta) (CORREIA et al., 2016).

2.3.2.2.5. Atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva

O extrato etanolico de P. ramiflora foi avaliado para atividade antinociceptiva (50 e 100
mg/kg) nos testes de contor¢cao abdominal por injecao intraperitoneal de acido acético
e avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por calor, com reducdo do numero de
contorg¢des por minuto e aumento do tempo de permanéncia dos animais sobre a placa
guente. O mesmo extrato foi avaliado em modelo de processo inflamatério induzido
por carragenina com reducao do exsudato celular, producdo de NO e da atividade da
enzima adenosina deaminase (ADA) (JUNIOR, et al., 2009). Diante da importancia de
estudos com o0 extrato aquoso da espécie vegetal para validar a utilizagdo
populacional do cha do género, este foi avaliado em modelo de artrite induzida pelo
Composto Adjuvante de Freund’s (CAF) com resultados que demonstraram reducgao
do edema de pata dos camundongos no 21° dia, com reducdo das citocinas IL-1 e
TNF-a (MERINI et al., 2014).
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2.3.2.2.6. Atividade no tratamento de Alzheimer

Os dleos do fruto e sementes de P. caimito foram obtidos por Soxhlet e avaliados na
inibicdo da enzima colinesterase. A inibicdo do extrato hexanico do fruto foi
considerada moderada, sem relato da porcentagem de inibicdo, enquanto a semente,
apresentou 68,40% de inibicdo, considerada como um potente inibidor (= 50%)
(FILHO et al., 2018; PEDRO et al., 2020). Com relacdo a P. sapota, trés diferentes
carotenoides foram obtidos do extrato acetbnico da espécie (criptocapsina, 5,6-
epoxido de criptocapsina e zeaxantina) avaliados no modelo de atividade anti-
amiloidogénica, com maior acao da criptocapsina frente aos outros (ICso= 1,97 £ 0,1
UM) (LAKEY-BEITIA et al., 2017).

2.3.2.2.7. Inibicdo da atividade de Tirosinase

O controle da atividade da enzima tirosinase se correlaciona com a biossintese da
melanina, a qual, se ndo controlada, pode gerar quadros patologicos de
hiperpigmentacédo. Os extratos aquosos, hidroetandlicos e etandlicos das folhas de P.
caimito, P. gardneri, P. ramiflora e P. torta foram avaliadas com relacdo a inibicéo da
enzima e todas apresentaram atividade na concentracdo de 1000 pg/mL (14,65-
87,60%), excetuando-se o extrato etanélico de P. caimito que foi ndo ativo no modelo.
Neste mesmo trabalho, os extratos etanolicos das cascas e frutos de P. torta também
foram avaliados nas mesmas condic¢des, apresentando atividade inibitéria (SOUZA et
al., 2012). No mesmo modelo in vitro foram avaliados o extrato hexéanico, etandlico e
de acetato de etila das folhas de P. campechiana, os quais apresentaram a quercitrina
como composto majoritario sendo que apenas o0 extrato hexanico foi ndo ativo
(FITRIANSYAH; HARTATI; FIDRIANNY, 2022).

2.3.2.2.8. Atividade anti-hemolitica

O extrato metanolico de P. campechiana, rico em fendlicos totais, foi avaliado nos
efeitos inibitérios na hemdlise eritrocitaria induzida por H202. Este apresentou
atividade anti-hemolitica com relagdo dose-resposta nas concentragdes de 100-500
ng/mL (ASEERVATHAM G. et al., 2019).
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2.3.2.2.9. Atividade antidiarreica

Os frutos de P. caimito foram extraidas com metanol, e o extrato bruto obtido foi
avaliado para atividade antidiarreica nos métodos de diarreia induzida por agentes de
Oleo de ricino em ratos. Contudo, as dosagens de 30, 100 e 300 mg/kg néo
demonstraram diferenca estatistica, se comparado ao grupo controle, sem a

demonstracao desta atividade biolégica (ABREU et al., 2019).

2.3.2.2.10. Atividade gastroprotetora

A atividade gastroprotetora do extrato metandélico de P. lucuma foi avaliada com
relacdo a agado gastroprotetora em modelo de lesdo induzida por HCI/EtOH. Este,
apresentou reducéo das lesdes, com diferenca significativa ao grupo controle, quando
administrado via oral, em doses de 10 a 100 mg/kg (GUERRERO-CASTILLO et al.,
2019).

2.3.2.2.11. Atividade hepatoprotetora

O extrato aquoso dos frutos de P. campechiana foi avaliado com relagdo a sua
atividade hepatoprotetora em modelo de toxicidade hepatica induzida por
acetaminofeno em ratos. No extrato foi identificado o catecol, ao qual se atribuiu o
controle de diversos parametros bioquimicos hepaticos, como transaminase
glutamato-oxalacética sérica (SGOT), transaminase glutamato-piruvato sérica
(SGPT), fosfatase alcalina (ALP) e bilirrubina total, os quais contribuiram para a
formacao histopatol6gica menos disformes no 6érgdo se comparadas ao grupo controle
(ASEERVATHAM et al., 2014).

2.3.2.2.12. Outras atividades

Além das atividades farmacoldgicas supracitadas, encontrou-se que o0 extrato aquoso
de folhas frescas de P. sapota foi avaliado para o desenvolvimento pés-embrionario

da mosca Chrysomya putoria. Este demonstrou alterar o desenvolvimento da espécie,
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com reducédo da viabilidade das moscas e alteracdo do periodo de desenvolvimento

entre a pupa e a larva recém-eclodida (CARRICO et al., 2014).

2.3.2.2.13. Toxicidade

A seguranca do género Pouteria foi avaliada para duas diferentes espécies. O extrato
metandlico de P. campechiana foi investigado com relacdo a sua capacidade
antimutagénica em modelo de inducéo por tetraciclina em camundongos (0,25 mg/kg),
o qual conseguiu reduzir a formacdo de micronucleos em 39,70% (CHICHIOCO-
HERNANDEZ; PAGUIGAN, 2009). Para P. caimito, teve-se que 0s extratos aquoso,
etandlico e hexanico de suas folhas foram avaliadas em modelo de Artemia salina aos
quais apresentaram DLso > 1 mg/mL, sendo considerado seguro nos parametros do
ensaio (FRANCA et al., 2016). Em modelos de animais vertebrados, teve-se que o
latex da espécie foi avaliado em modelo murino, com doses crescentes do exsudato,
0 qual se mostrou extremamente toxico (LDso = 1mg/kg), formulando a hipétese de
gue a toxicidade encontrada possa se relacionar com o exsudato de latex
caracteristico do género (NAVAS-FLORES et al., 2021).

2.3.3. Consideracdes finais

Esta revisdo demonstrou os achados de caracterizacdo quimica, e de potenciais
atividades biologicas presentes no género Pouteria, o qual apresenta ampla
diversidade e distribuicdo mundial. Com os achados fitoquimicos, evidenciou-se a
necessidade de isolamento para confirmacdo de substancias identificadas por
ferramentas instrumentais, mas pode-se verificar riqueza de terpenoides, flavonoides,
fendlicos e saponinas.

Os achados considerando as avaliagbes biolégicas corroboram com algumas
utilizagbes tradicionais, porém outros estudos sdo necessarios para que todas as
aplicabilidades etnofarmacolégicas sejam avaliadas. Diversas partes vegetais se
mostraram promissoras para utilizacdo medicinal, das quais pode-se citar a folha, o
tronco, a raiz e os frutos, sendo esta Ultima a parte vegetal com maior taxa de estudos
encontrados. Ademais, pouco se investigou acerca da intercambialidade das

espécies, e de suas interacdes farmacoldgicas e nutricionais. Teve-se ainda que os
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estudos toxicologicos foram dubios, com indicacéo de toxicidade associada ao latex
caracteristico ao género.

Desta forma, teve-se a demonstracdo de potenciais utiliza¢gées do género, sendo
necessario mais estudos que comprovem suas funcionalidades. Em complemento,
demanda-se que ocorra isolamento com caracterizacdo das partes vegetais do

género, tal como os parametros de seguranca e de farmacocinética.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Realizar analises histolégicas, prospeccdo e padronizacdo quimica de extratos de

Pouteria spp., avaliacdo de parametros fisico-quimicos em quatro diferentes estacdes
com verificagdo das atividades antioxidante in vitro, anti-inflamatoria, antinociceptiva,
citotoxica e toxicologica in vivo e antiangiogénica ex vivo de derivados vegetais da

espécie.

3.2. Objetivos especificos
e Realizar uma ampla revisdo bibliografica da literatura acerca das espécies

vegetais com relatos de utilizacdo dos povos originarios para escolha do objeto
deste trabalho;

e Realizar coleta e identificacdo botanica de diferentes espécies do género
Pouteria spp.;

e Desenvolvimento de métodos de caracterizacdo do género por cromatografia
em camada delgada e por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Identificar metabdlitos de P. guianensis por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa;

e Identificar e selecionar possiveis marcadores analiticos para a espécie, com
validacao de método analitico;

e Obter extrato otimizado em flavonoides da espécie;

e Realizar a caracterizacdo microscoépica e histoquimica da espécie;

e Avaliar o potencial antioxidante de diferentes extratos das folhas de P.
guianensis com correlagdes quimiométricas;

e Quantificar marcadores e aspectos fisico-quimicos na droga vegetal em quatro
diferentes estacoes;

e Avaliar as atividades anti-inflamatéria, antinociceptiva e motora de extratos
selecionados em modelo murino;

e Quantificar citocinas no tecido da pata dos animais;

e Avaliar em modelo de membrana corialantdico ex vivo a propriedade
antiangiogénica dos extratos selecionados e sua toxicidade topica;

e Avaliar a propriedade citotdxica dos extratos selecionados em modelo de
Artemia salina L. in vivo.

e Avaliacdo da toxicidade aguda em modelo murino.
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PARTE 1

Extracdo do material vegetal, avaliacdo quimica, anatémica e escolha dos
extratos de trabalho por meio da avaliagcédo da atividade antioxidante por DPPH

de Pouteria spp.
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4. COLETA, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.1. Materiais, Equipamentos e reagentes
4.1.1. Equipamentos, instrumentos, aparatos e vidrarias

— Balanca analitica (Shimadzu, Unibloc);

— Bal&o volumétrico de 10,0 ml;

— Banho Maria (NovaTecnica);

— Centrifuga (Edutec, EEQ-9004113);

— Coluna cromatografica Shimpack XR-ODSIII (C18; dimens&es 150 x 2,0 mm,
2,2 ym) (Shimadzu);

— Coluna cromatografica NST (C18; dimensdes 250 mm x 4.6 mm x 5 um);

— Cromatografo Liquido de alta eficiéncia (Shimadzu LC-20A) com detector de
arranjo de diodos (Shimadzu SPD-20A);

— Cromatografo liquido de ultra eficiéncia (Shimadzu Proeminence);

— Cromatoplaca de gel de silica GF254;

— Espectofotdmetro para leitura de microplacas (TECAN Infinite 200 PRO);

— Espectrédmetro de massas com ionizagao por electrospray e detecgéo do tipo
quadrupolo/tempo de vbo (ESI-Q-TOF) de alta resolucdo maxis ETD (Bruker);

— Estufa com circulacao de ar;

— Membrana filtrante de fase mével PVDF 0,45um (Millipore, Merck);

— Membrana filtrante para seringas, nao estéril, PVDF 0,45 um (Millipore,
Merck);

— Lampada com luz UV (Spectrocline ENF-260C);

— Microscopio micro-escopo (Olympus, BH2);

— Ultrapurificador de agua (Milli-Q, Direct-Q 30V);

— Pipeta de Pasteur;

— Pipeta volumétrica 100ul;

— Pipeta volumétrica 1000ul;

— Pipeta volumétrica 5000 pl;

— Rotaevaporador (IKA RV3 eco);

— Tubo tipo Falcon de 15 ml e 50 mi;

— Equipamento de Ultrassom (Ultronic Q3.0140A);

4.1.2. Solventes, reagentes e substéncias quimicas de referéncia

— 2-difenil-1-picrilhidrazil, Aldrich;

— a-naftol;

— Acetato de etila P.A., Neon;

— Acetonitrila, grau CLAE, Sigma Aldrich;
— Acido acético P.A., Synth;
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— Acido cloridrico P.A., Dinamica;

— Acido Formico P.A., Synth;

— Acido fosférico P.A., Synth;

— Benzoato de sddio de cafeina;

— Butanol P.A., Exédo;

— Cloreto férrico P.A., Ex6do;

— Cloroférmio P.A., Neon;

— Diclorometano P.A., Fmaia;

— Difenilborato de amino-etil éster P.A, Sigma Aldrich;
— Dimetil-p-fenilenodiamina, Sigma Aldrich;
— Etanol P.A. Ciaviico;

— Eter etilico P.A., Neon;

— Fosfato de sédio P.A., Synth;

— Hexano P.A., Neon;

— Hidroxido de sodio P.A., Ex6do;

— Macrogol 400 R; Merck;

— Metanol, grau CLAE, Sigma Aldrich;

— Metanol P.A., Ex6do;

— P-dimetilaminocinamaldeido, Sigma Aldrich;
— Quercetina, Aldrich Chemistry;

— Tolueno P.A., Ex6do.

4.2. Metodologia
4.2.1. Coleta e preparo das amostras

Foram coletadas as folhas de quatro espécies do género Pouteria com depdsito no
herbario BHCB da Universidade Federal de Minas Gerais. As espécies foram
identificadas pela botanica Nayara Couto Moreira e a lista das espécies com o
respectivo nimero do voucher e localiza¢do sao:
i.  Pouteria guianensis Aubl.: Jardim Botanico e Fundacao de Parques
Municipais e Zoobotanica de Belo Horizonte, (JB/FPMZB-BH), BHCB210380;
ii. Pouteria guianensis Aubl.: Bairro Serrano, Belo Horizonte, BHCB210382;
iii.  Pouteria guianensis Aubl.: Museu de Historia Natural e Jardim Botanico da
UFMG (MHNJB-UFMG), BHCB210379 e BHCB210383;
iv.  Pouteria torta (Mart.) Radlk: JB/FPMZB-BH BHCB210385;
v. Pouteria caimito Radlk.: JB/FPMZB-BH, BCHCB210384;
vi.  Pouteria gardneri (Mart. & Miq.) Baehni.: MHNJB-UFMG, BHCB210381.
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As folhas dos individuos também foram coletadas nas quatro estacoes: i. inverno
(Agosto/2022); ii. primavera (Novembro/2022); iii. verédo (Fevereiro/2023) e iv. outono
(Abril/2023). Em todas as situagdes, as folhas foram secas em estufa com circulagao
de ar, na temperatura de 40 °C, pulverizadas em moinho de facas (355 mesh) e
armazenadas em frascos herméticos com protecéo de luz. O projeto esta registrado
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN) sob o nimero AF5640E. Optamos pela realizacdo
dos estudos com a P. guianensis devido a maior disponibilidade de droga vegetal e

ineditismo.

4.2.2. Prospeccao fitoquimica

Para cada uma das 4 espécies coletadas, realizou-se a pesagem de 1 g da droga
vegetal em tubos tipo Falcon e extracdo por 10 minutos em banho ultrassdnico sem
aquecimento, em dois ciclos de 10 mL com os diluentes agua ou solucédo
hidroetandlica 80%. Apés filtracdo, realizou-se os testes colorimétricos para deteccao
de metabolitos das classes de fendis e taninos, antocianinas, antocianidinas e
flavonoides, saponinas, alcaloides, cumarinas, leucoantocianidinas, catequinas e
flavonas (MATOS, 2020) e triterpenos (LIMA; SILVA, 2016), conforme descritos no

Anexo A.

4.2.3. Cromatografia em Camada delgada (CCD)

4.2.3.1. Preparo de amostras

Pesou-se, separadamente, em tubos tipo Falcon, 0,5 g das drogas vegetais das quatro
espécies de Pouteria sp., e foi adicionado 5 mL de metanol. Os tubos foram levados
para extracdo em banho ultrassénico por 15 minutos, seguido de centrifugacéo a 2000
rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes foram filtrados com algoddo para balbes
volumétricos de 10 mL. Novo ciclo extrativo foi realizado com a torta da extracéo
anterior das drogas vegetais, juntando o sobrenadante nos respectivos balbes,

ajustando-se o volume dos baldées com o solvente extrator.
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Diante da inexisténcia de método de CCD na literatura que realizasse a diferenciacéao

das amostras do género, elencou-se dez diferentes condi¢cdes cromatograficas

descritas na Tabela 3 que foram testadas para este propésito. Foram aplicados 10 uL

de cada amostra em cromatoplacas de gel de silica GF254, previamente ativadas.

ApoOs a eluicdo, aspergiu-se solucdo metandlica de difenilborato de amino-etil éster

(1%; m/v) seguida de uma solu¢cdo de macrogol 400 R (5%; m/v) como forma de

revelacdo seletiva para fendlicos. Ao final deste processo, as cromatoplacas foram

visualizadas sob luz ultravioleta (UV) a 365 nm com registro fotografico.

Tabela 3 - Condigbes cromatogréficas avaliadas para diferenciacéo de espécies de Pouteria

spp.
Condigéo Fase movel Utilizacéo Referéncia
Hexano : éter etilico Avaliagéo de isolamento de
1 (MURILLO et al., 2020)
(4:1; viv) compostos de P. sapota
Hexano : acetato de etila o o (JEGEDE; IBRAHIM;
2 Avaliagdo de extratos de P. alnifolia
(9:1; viv) OBOH, 2009)
Hexano : acetato de etila o o (JEGEDE; IBRAHIM;
3 Avaliacdo de extratos de P. alnifolia
(3:2; viv) OBOH, 2009)
Hexano : acetato de etila: . o (JEGEDE; IBRAHIM;
4 Avaliacéo de extratos de P. alnifolia
Metanol (4:4:1; viviv) OBOH, 2009)
Acetato de etila : 4cido
. o o _ (WAGNER; BLADT,
5 acético : acido férmico : Avaliacéo de flavonoides 1996)
agua (100:11:11:27; viviviv)
Acetato de etila : metanol : Identificagdo de compostos polares
6 ) _ o (VILAS BOAS, 2021)
agua (7,7:1,3:1, viviv) de Baccharis dracunculifolia
Tolueno : acetato de etila :
o . _ (WAGNER; BLADT,
7 acido formico (50:40:10; Avaliacdo de flavonoides 1996)
VIVIV)
Tolueno : cloroférmio : _ _ (WAGNER; BLADT,
8 Avaliagéo de triterpenos
etanol (88,5:57:14,5; viviv) 1996)
Diclorometano : etanol : _ _ (WAGNER; BLADT,
9 i Avaliacdo de saponinas
agua (25:15:2; viviv) 1996)
10 Acetato de etila : etanol: Identificac&o de flavonoides de P. (SATHISHKUMAR et.
agua (5:1:5; viviv) sapota al; 2011)
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4.2.4. Desenvolvimento de método em CLAE

Para a escolha do método cromatografico, preparou-se uma amostra das folhas de P.
guianensis, a 10 mg/mL. Para isso, 0,5 g de droga vegetal foram extraidos em dois
ciclos de 5 mL, utilizando solucdo hidroetandlica 80% como extrator, sendo o
sobrenadante dos ciclos recolhidos em baldo volumétrico de 10 mL (com ajuste do
menisco com metanol). Esta solucdo foi diluida na concentracao de trabalho de 10
mg/mL com volume ajustado com o mesmo diluente. As amostras foram filtradas em
filtro PVDF 0,45 pm.

Trés diferentes condi¢cdes cromatograficas foram avaliadas, conforme descrito na
Tabela 4. Nestas, um dos métodos propostos havia sido previamente descrito na
literatura para avaliacdo do extrato hidroetandlico 70% de P. torta. Em todas as
avaliacoes, utilizou-se uma coluna cromatografica do tipo C18 (250 mm x 4,6 mm x 5
pm) e os cromatogramas registrados a 370 nm para melhor deteccédo dos sinais de

interesse e estabilizacdo da linha de base.

Tabela 4 - Condi¢des cromatogréaficas avaliadas para o desenvolvimento do método por
CLAE de Pouteria guianensis (Aubl.)

Condicdo 1 (COSTA et al., 2014) Condicdo 2 e 3
: Eluente (%) Tp Fluxo . Eluente (%) Tp Fluxo
T min) —3 B (C) (mUmin) | T (Min) A2 B (C)  (mLmin)
0 90 10 0 95 5 Cond. 2
30 5 95
70 0 100 30 1
72 0 10 30 1 60 5 95
65 95 5 Cond. 3
80 90 10 70 95 5 35 0,6

Legenda: Al1-Acido formico;0,01% A2- Acido férmico 0,2%; B- Metanol; T-tempo; Tp-Temperatura

Apés averiguacdo de que o teste 3 apresentou as melhores condi¢cdes
cromatograficas, considerando o numero de picos observados, resolucdo e
intensidade de resposta fez-se a otimizacdo da condicdo proposta. As novas

condi¢cbes avaliadas podem ser visualizadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Condicées de otimizacdo do método por CLAE para Pouteria guianensis (Aubl.)

Condicéo VariacOes avaliadas
T1 T2 T3
Temperatura (°C) - -
30 35 40
o FmAl FmA2
Acidificacdo FmA ——— ——— - - -
0,01% ac. formico 0,20% ac. formico
. CG1 CG2 CG3
Curva de gradiente - - -
0-30 min (5-95 %B) 0-40 min (5-95 %B) 0-20 min (5-95 %B) - -
. F1 F2 F3
Fluxo (mL/min)
0,6 0,8 1
FmB1 FmB2 FmB3 FmB4 FmB5
MeOH:
Composigdo FmB : 20- MeOH
posi¢ MeOH ACN MeOH: ACN (75:20; AC.ZN. 0.2% Ac.
vIv) (50:50; formi
6rmico
vIv)
FA1 FA2

Forca do acido (FmA
e FmB)

0,2% &ac. férmico

0,2% ac. fosforico

Legenda: FmA- Fase mével A; FmB-Fase mével B; MeOH-Metanol; ACN- acetonitrila

4.2.5. Otimizacdo das condicdes extrativas para P. guianensis

Apos finalizado o desenvolvimento do método analitico, quatro variaveis foram

elencadas para otimizagéo extrativa de flavonoides das folhas de P. guianensis pelo

método de superficie de resposta - temperatura de extracao, relacdo droga/solvente,

namero de ciclos extrativos e tempo de extracdo por ultrassom da droga vegetal. O

solvente extrator (etanol 80% v/v) foi definido previamente conforme a capacidade

antioxidante do extrato (item 4.3.10). Para isso, fez-se o delineamento, do tipo 24

completo por meio do software DesignExpert 13.0.12.0, com duas replicatas e Unico

sistema de blocacgéo. A avaliagdo ocorreu nos niveis baixo e alto, com padronizacao

de um ponto central (-1; 0; +1) conforme a Tabela 6.



73

Tabela 6 - Condicdes de delineamento 24 das folhas de Pouteria guianensis (Aubl.)

- . . L, Niveis
Caodigo Fator Unidade Tipo de variavel
-1 0 1
A Tempo de min  Numéricacontinua 5,00 10 15,00
sonicacao
B N““?ero de N.A. Numeérica continua 1 2 3
ciclos
. . 20,00 30 40,00
(o] ) ]
C Temperatura C Numeérica continua (+200) (£2,00) (*2,00)
Relacao L .
droga/Solvente N.A. Numérica continua 5,00 10 15,00

Legenda: N.A.- N&o se aplica

A randomizacao desenvolvida pelo software resultou em 33 experimentos, realizados
de forma independente, com avaliacdo em CLAE, seguindo o método validado (item
4.3.5.). Como variavel dependente do estudo, optou-se pelo somatorio da area de
todos os picos cromatograficos com espectro na regido do ultravioleta com
caracteristica de flavonoides. Para correlagdo dos valores, utilizou-se de estatistica
paramétrica, com regressao linear multivariada, analise de residuos, ANOVA e

formacdo de gréaficos de superficie binarios, ternarios e quaternarios.

4.2.6. Validacédo de método

O meétodo analitico desenvolvido foi validado, com preparo da amostra definido no
delineamento experimental, partindo de 0,5 g da droga vegetal e utilizando Etanol 80%
v/iv como solvente extrator. Contudo, ap0s a obtengdo do extrato, a solugédo foi
recolhida em baldo volumétrico de 10 mL, com volume ajustado com metanol. Na
sequéncia, diluiu-se 2 mL desta solucdo estoque para baldo volumétrico de 10 mL,
com mesmo diluente, para que obtivesse uma concentracao final tedrica de 10 mg/mL.
Para a escolha do marcador analitico, optou-se por selecionar o pico majoritario do
cromatograma obtido, o qual sugeriu-se posteriormente como miricitrina (item 4.3.8.).
A validac&do ocorreu com utilizacdo de padrdo externo a matriz vegetal, utilizando

guercetina como substancia quimica de referéncia.
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O método foi validado conforme os requisitos da Association Of Official Analytical
Collaboration (AOAC) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA,
2017b; AOAC, 2016), a qual informa que a linearidade de métodos de doseamento
deve ser avaliada no minimo entre 80% a 120% da concentragdo de trabalho.
Contudo, o processo de validacao ocorreu apos coleta das folhas de P. guianensisnas
quatro estacOes (Parte 1l), a qual apresentou elevada variacdo quantitativa de
compostos. Desta forma, optou-se como faixa de trabalho 80% da menor
concentracéo encontrada (coleta na estagéo da primavera, 19,23 pug/mL de miricitrina
expressa em funcdo de quercetina), a 120% da maior concentracdo encontrada
(coleta na estacdo do outono, 36,40 ug/mL de miricitrina expressa em funcédo de
quercetina). Por esta premissa, a concentracdo do analito a 100% escolhida foi de
29,53 pg/mL de miricitrina em funcdo de quercetina, com avaliagdo da faixa de
trabalho de 50% a 150% deste valor, para englobar as faixas de concentracdo
necessarias a sazonalidade. Todos os tratamentos estatisticos e averiguacdo das
premissas aos testes de hipétese foram realizadas conforme guia para tratamento
estatistico da validagéo analitica 10/2017 da ANVISA (ANVISA, 2017a).

No desenvolver deste tépico, faz-se saber que: i. solvente extrator: solucéo
hidroetandlica 80%, ii. Diluente: metanol grau CLAE, iii.. amostra de P. guianensis:
amostra coletada na estacéo do inverno (por ser a de teor mais proxima ao 100% do
trabalho, com concentracéo de 22,59 pg/mL), iv. todos os teores serao referentes ao

pico majoritario da miricitrina em funcdo da quercetina.

4.2.6.1. Adequabilidade do sistema

Como adequabilidade instrumental, um padrédo de 29,53 pug/mL de quercetina foi
preparado e injetado em triplicata antes de cada corrida analitica. O sistema foi
adequado para prosseguimento das analises diante de: i. simetria do pico da
quercetina entre 0,8 e 2,0; ii. eficiéncia da coluna de no minimo 2000 pratos teoricos;

iii. desvio padréo relativo da area dos trés padroes < 2,0%.

4.2.6.2. Seletividade

A seletividade do método foi demonstrada por meio de sobreposicdo do

cromatograma da amostra com o cromatograma da solugcédo diluente e solugao
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padrdo, as quais ndo poderiam apresentar nenhum pico coincidente com o0s
ocorrentes na amostra, tal como no tempo de retencédo de aparicdo do padrédo. Para
confirmagdo da hipOtese desta premissa, realizou-se analise de uma amostra
contaminada com padréo, a qual a pureza de pico da miricitrina e quercetina foram
averiguados segundo Software LabSolutions™ CL.

Em complemento, analisou-se diferentes individuos de P. guianensis coletadas em
Belo Horizonte, para averiguagéo do perfil homénimo cromatogréfico, tal como anélise
de individuos de P. torta, P. caimito e P. gardneri, os quais foram submetidos a
tratamento quimiométrico com analise de agrupamentos hierarquicos, componentes
principais e k-means clustering conforme procedimentos descritos no item 4.2.11. para
averiguacdo das regibes de maior diferenciacdo entre as espécies. Por fim, para
demonstracdo da adequabilidade do método, analisou-se 4 individuos de P.
guianensis coletados em 3 diferentes localizacdes de Belo Horizonte (item 4.2.1.) para
verificar a reprodutibilidade do método independente das variacbes geograficas, tal
como um mesmo individuo foi avaliado em quatro diferentes estacfes para

averiguacédo das implicacdes sazonais na espécie.

4.2.6.3. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada com a construcao de trés curvas analiticas, com
preparo completamente independente, do padrédo em diluente. As concentracdes
avaliadas representaram teor referente a 50%, 75%, 100%, 125% e 150% da condic&o
de trabalho (14,76; 22,15; 29,53; 32,48 e 35,44 pg/mL, respectivamente). A avaliacao
do parametro ocorreu por andlise visual do perfil linear da curva de calibracdo, com
construcdo de seu modelo matematico representativo por meio do teste dos minimos
quadrados ordinarios (MMQO) escolhido em fungcdo da deteccdo da
homocedasticidade dos dados. A significancia do coeficiente angular da curva foi
calculada, com avaliacdo do coeficiente de correlacdo (r > 0,990) e coeficiente de

determinacdo de Pearson (r2> 0,98).

4.2.6.4. Efeito matriz

A avaliagao do efeito matriz ocorreu de forma semelhante ao descrito no processo de
linearidade (item 4.2.6.3.), porém fez-se a constru¢éo da curva de calibracdo na matriz
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vegetal, e ndo no diluente. Avaliou-se 0s requisitos de variancia, normalidade e
linearidade das curvas construidas e provou-se a aceitacdo da hipotese nula no teste
de comparacao de angularidade entre as curvas preparadas em diluente e em matriz

por meio de analise no software GraphPrism v. 8.0

4.2.6.5. Precisao

Para avaliacdo da precisdo um Unico analista preparou um padrdo e seis diferentes
amostras, os quais foram injetados em triplicata e uniplicata, respectivamente. O teor
das amostras foi calculado e o desvio padréo relativo conforme normativa da AOAC
deveria ser menor do que 7,3% (AOAC, 2016).

4.2.6.6. Precisao Intermediaria

Um segundo analista, realizou o procedimento descrito no item 4.2.6.5. com o0s
mesmos pré-requisitos avaliados. Em complemento, realizou-se teste de normalidade
dos dados de ambos os dias, com comparacdo dos teores obtidos por meio da
estatistica do teste t de student, o qual deveria aceitar a hipétese nula de semelhanca
estatistica de ambos os conjuntos de dados.

426.7. Exatidao

Preparou-se trés amostras nas concentracoes de 50%, 100% e 150% com adicéo de
padrdo de quercetina a 100%. As areas dos picos correspondentes a miricitrina e
guercetina foram comparadas e calculou-se a recuperagdao amostral, a qual deveria
estar entre 97,0% e 103%, com avaliacéo da precisdo dos dados conforme item 4.2.6.
5.

4.2.6.8. Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada em funcdo da variacdo de parametros
analiticos na condicao inicial do método e estabilidade de solucdo. Para avaliacdo do
impacto nas variacbes analiticas, optou-se pelo delineamento univariado de
correlacdo de Youden & Steiner (YOUDEN; STEINER, 1975), conforme a Tabelas 7
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e Tabela 8. Em complemento, a analise de estabilidade do teor da amostra e do
padréo ocorreram com injecdo em triplicata de uma mesma amostra (mesmo vial) em

tempo de 0, 24, 48, 72 e 96 horas contadas a partir do momento de preparo.

Tabela 7 - Parametros a serem avaliados no teste de Youden & Steiner

Parametro Condicéo Original Condicéo alterada
Concentracao doe acido FmA (A/a) A -0,20% a—0,25%
Concentracéo do acido FmB (B/b) B —0,20% b —0,25%
Volume de inje¢éo (C/c) C-10uL c—-8uL
Temperatura coluna (D/d) D-35°C d-30°C
Fluxo FM (E/e) E — 0,6 mL/min e — 0,5 mL/min

Comprimento de onda (F/f) F—-370 nm f—375 nm
Coluna (G/g) G-Lotel g-— Lote 2

Legenda: FmA-Fase mével A; FmB- Fase mdvel B

Tabela 8 - Delineamento do teste de Youden & Steiner (YOUDEN; STEINER, 1975)

Experimentos

Variaveis
1 2 3 4 5 6 7

pH FmA (A/a) A A A A a a a a

pH FmB (B/b) B B b b B B b b
Volume de injecao (C/c) C c C c C c C c
Temperatura coluna (D/d) D D d d d d D D
Fluxo da fase Mével (E/e) E e E e e E e E
Comprimento de onda (F/f) F f f F F f f F
Coluna (G/qg) G g g G g G G g

4.2.6.9. Hidrdlise acida de extratos das folhas das amostras do género Pouteria
sp.

Para auxiliar no processo de diferenciacado quimica das amostras do género Pouteria
sp., utilizou-se de método de hidrolise acida previamente descrito por Matos, Souza e
Scopel (2024). Para isso, 0,4 g da droga vegetal de cada diferente espécie, de forma
independente, j& pulverizada, foi transferida para baldo de fundo redondo, juntamente
com 40 mL de acido cloridrico 1,18 M preparado em uma solu¢édo hidro-metandlica

(50:50; v/v). Em seguida, a amostra foi levada a extracao utilizando equipamento de
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refluxo em banho de agua (90 °C), durante 205 minutos. Decorrido o tempo, a amostra
foi filtrada com algodéao, e a torta (juntamente com o algodao utilizado e 10 mL da
solucdo acida), foram levados novamente a extracdo por refluxo durante 10 minutos,
com repeticdo deste ultimo ciclo extrativo.

Os extratos combinados provenientes dos trés ciclos extrativos, tiveram seu solvente
eliminado sob pressdo reduzida em rotaevaporador. Foram adicionados 10 mL de
agua ao residuo, extraidos com acetato de etila (3 x 10 mL). A fracdo organica
combinada, foi lavada com agua ultrapurificada (2 x 50 mL) e posteriormente filtrada
em 1 g de sulfato de sodio, seguida de reducéo do volume sob presséo reduzida. O
residuo foi ressuspenso em 5 mL de metanol e diluido com agua:metanol na
proporcéo de 1:5 (v/v). Esta solugéo foi filtrada por membrana de PVDF 0,45 pm e
analisada pelo método cromatografico desenvolvido para a droga vegetal (item 4.2.4.).

4.2.7. Anédlise por Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de alta resolugcéo (CLUE-ESI-Tof-MS/MS)

Para desreplicacdo das amostras, foram pesados cerca de 50 mg dos extratos brutos
(aquoso e EHE80%) otimizados (item 6.2.2.) e transferidos para baldo volumétrico de
10 mL. Em seguida, as amostras foram solubilizadas em metanol grau CLAE (Merck),
com auxilio de ultrassom (5 min), para se atingir a concentracao final de 5 mg/mL,
acertando o menisco do baldo com o mesmo solvente. Esta solucéo foi filtrada em
filtro de PVDF 0,22 um, e as andlises foram realizadas em um sistema Nexera CLUE
(Shimadzu) acoplado a um espectrémetro de massas com ioniza¢ao por electrospray
e deteccéao do tipo quadrupolo/tempo de voo (ESI-Q-Tof) de alta resolugéo MaXis ETD
(Bruker) e monitorado pelo software Compass 1.5 (Bruker).

Para isso, aliquotas de 2 uL foram injetadas em uma coluna Shimpack XR-ODSIII
(C18; 150 x 2,0 mm; 2,2 um) a 40 °C, sob uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min. As fases
moveis A e B (0,1% de acido férmico e acetonitrila, respectivamente) foram
empregadas em uma eluicdo em modo gradiente a 5% B por 5 min, seguida de uma
rampa linear até 100% B em 45 min e permanéncia a 100% B durante 5 min. Os
espectros das massas foram adquiridos no modo de ionizagdo negativo a uma taxa

espectral de 5,00 Hz. Os parametros da fonte de ions foram ajustados para 500 V de
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end plate offset, voltagem do capilar de 4.500 V, pressdo do nebulizador de 3,0 Bar,
e fluxo e temperatura do gas de secagem de 8,0 L/min e 200 °C, respectivamente.

Espectros de fragmentagao foram adquiridos em modo dependente de dados (MS/MS
automatizado) usando uma rampa de energia de colisdo entre 15 e 60 eV. As
configuracdes do resfriador de ions foram otimizadas para uma faixa de 100-1500 m/z
usando uma solucéo calibrante de formiato de s6dio 1 mM em 2-propanol a 50%. A
calibracdo de massas foi realizada por meio de infusao inicial de 20 yL de solucéo
calibrante na fonte de ions e recalibracdo p6s-aquisi¢cdo dos dados brutos. A deteccao
dos compostos foi realizada por disseccéo de pico cromatografico com subsequente
determinacao da formula de acordo com a massa exata e o padrao isotépico (MS1).
A identificacdo putativa foi baseada na comparacao dos espectros de fragmentacéo
dos compostos (MS2) com espectros de referéncia de substancias padréo
provenientes do banco de dados in-house publico MassBank (HORAI et al., 2010),
assim como espectros de fragmentacdao in silico gerados a partir do banco de dados
Universal Natural Product Database - UNPD-ISDB (ALLARD et al.,, 2016). Os
experimentos foram conduzidos na Fundagcédo Oswaldo Cruz de Belo Horizonte, em
parceria com a pesquisadora Dra. Carolina Paula de Souza Moreira e com o Dr.

Alisson Samuel Portes Caldeira.

4.2.8. Analise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-ESI-QTRAP-MS/MS)

Para certificacdo da presenca de miricitrina nos extratos aquoso e EHE80%, preparou-
se amostras na concentracdo de 50 ng/mL, utilizando metanol como diluente, seguido
de filtracdo em membrana PVDF 0,22 um. Este foi analisado em CLAE/DAD (Agilent)
hifenado a espectrometro de massas com ionizag¢ao por electrospray e deteccdo do
tipo triplo quadrupolo/ion trap (ESI-QTRAP) (Agilent 6460; Agilent 1290 Infinity) e
monitorado pelo software Agilent Mass Hunter Quantitative Analysis (Agilent).

Para isso, aliquotas de 2 pL foram injetadas em uma coluna C18 (150 x 4,6 mm, 5
pm) a 40 °C, sob uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min. As fases moveis (A) agua
ultrapurificada e (B) formiato de aménio 5 mM com 0,01% acido formico foram
empregadas em uma eluicdo em modo gradiente linear de 35% B até 100% B em 5
min. Os espectros das massas foram adquiridos no modo de ionizagcdo positivo e
negativo a uma taxa espectral de 5,00 Hz. Os parametros da fonte de ions foram
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ajustados para 500 V de end plate offset, voltagem do capilar de 4.500 V (modo
positivo) e 3500 V (modo negativo), pressdo do nebulizador de 45 psi, e fluxo e
temperatura do gas de secagem de 11,0 L/min e 250 °C, respectivamente.

A escolha da fragmentacao para miricitrina foi realizada com base no banco de dados
in-house publico MassBank (HORAI et al., 2010). Para isso, foram investigadas as

fragmentacdes no modo positivo de m/z 465 — m/z 319 e no modo negativo de m/z

463— m/z317, m/z 287, m/z 271.

4.2.9. Caracterizacao histoldgica e histoquimica

Para caracteriza¢ao histologica e histoquimica do individuo de P. guianensis (voucher
BHCB210380), realizou-se coleta de folhas frescas em horérios iniciais da manha
(entre 07:00 e 08:00 horas), para proceder as analises no mesmo dia. Fragmentos de
folhas (2 mm?) foram fixados em FAA7o (formol, etanol a 70%, acido acético glacial,
na proporcdo de 1:1:18; v/v/v) por 48 horas. Posteriormente, foram desidratados em
série ascendente de n-butilo (Johansen, 1940) e gradualmente incluidos em Paraplast
Plus (Kraus e Arduin, 1997). Cortes transversais (12 mm) foram obtidos utilizando um
micrétomo rotativo (Leica 2035 Biocut, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha),
fixados em laminas, desparafinados com acetato de butila e reidratados em uma série
alcodlica. As sec¢Bes foram coradas com Astra blue e safranina (9:1) conforme descrito
por Kraus e Arduin (1997), desidratadas e montadas com verniz incolor Acrilex (Paiva
et al., 2006).

Os testes histoquimicos para metabdlitos vegetais primarios e especiais, foram
realizados conforme descrito na Tabela 9, adaptada de Carneiro et al. (2014). Para
este ensaio, realizou-se cortes a méo livre com lamina de metal, os quais foram
deixadas em contato com os reagentes descritos. Com finalidade de comparacéo, fez-
se um controle (branco amostral) e as amostras foram fotografadas em microscépio

micro-escopo (Olympus BH-2).
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Tabela 9 - Testes, metabdlitos e procedimentos realizados na histoquimica vegetal

Teste /Classe de
metabdlitos avaliada

Reagentes Referéncias

DMACA- Flavonoides butanol 90% durante 1-2 h. Reacéo: 1% p-

—— — 5
Fixacdo em benzoato de sédio a 0,5%, preparado em (FEUCHT: SCHMID:

dimetilaminocinamaldeido a 1% durante 30 min. CHRIST, 1986)

Deggendorf- Alcaloides Solucao de Draggendorf por 10 min (YODER; MAHLBERG, 1976)

Cloreto férrico-

Fendlicos

NADI- Terpenoides

Solucgéao de cloreto férrico a 1% durante 5 min (JOHANSEN, 1940)

1% de a-naftol com 1% de dimetil-p-fenilenodiamina
em tampao fosfato 0,01 M (pH 7,2) por até 30 min

SUDAN- Lipideos Solucéo saturada de vermelho Sudéo B em etanol 70 (BRUNDRETT; KENDRICK;

totais °GL durante 5 minutos PETERSON, 1991)

4.2.10. Avaliacdo da atividade antioxidante de extrato de folhas de P.

guianensis

Com o intuito de realizar a avaliacdo da atividade antioxidante de P. guianensis,
preparou-se extratos com 15 diferentes diluentes (agua, solu¢des hidroetandlicas de
10-90%-v/v-, etanol, metanol, acetato de etila, hexano e cloroférmio) da droga vegetal
pulverizada. Para isso, as amostras foram preparadas conforme descrito no item
4.2.1., utilizando os solventes propostos. Apés a obtencao da solucédo de 10 mg/mL,
transferiu-se 200 pL de seu volume para baldo volumétrico de 10 mL, com diluicdo
sucessiva de 3,5 mL para baldo volumétrico de 10,0 mL, utilizando metanol como
diluente.

Para a realizacao do ensaio, 100 pL desta soluc¢do (70 pg/mL) foi mantida em contato
com 40 pL uma solucdo metandlica de 300 uMol de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, em
microplaca de 96 pocos, protegida da luz por 30 minutos. Decorrido o tempo, as
leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517 nm.
Realizou-se conjuntamente a leitura das amostras, solu¢bes de branco amostral
(substituindo a solucdo de DPPH por metanol), controle negativo (substituindo o
volume amostral por metanol), e controle positivo, substituindo a solugdo amostral por

uma solugéo de 7 pg/mL de rutina e seus respectivos brancos. Todas as amostras

(DAVID; CARDE, 1964)
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foram preparadas em trés diferentes placas, com trés triplicatas independentes. Apos

finalizado o teste, o teor da atividade antioxidante foi calculado segundo férmula 1:

AbsAm — AbsCN

Atividade antioxidante (%): TheCN

(1)

Onde:
AbsAm = Absorbancia da amostra subtraida de seu branco
AbsCN = Absorbéancia do controle negativo subtraida de seu branco

Realizou-se, na sequéncia, duas curvas analiticas (com 7 pontos avaliados em
triplicata) no modelo com os extratos aquoso e hidroetandlico 80% para seus
respectivos célculos de ICso. A faixa de avaliagdo dos extratos foi determinada de

forma empirica, a fim de se identificar a faixa linear de avaliacdo dos extratos.

4.2.11. Anélise guimiométrica

Para correlacdo dos dados obtidos na atividade antioxidante com o perfil quimico das
amostras, todos os extratos avaliados no item 4.2.10. foram avaliados por CLAE,
segundo item 4.2.4., sendo todos os picos cromatograficos anotados e tabulados.
Todos os extratos que apresentaram até 50% da capacidade antioxidante do extrato
mais ativo foram classificados como ativos, sendo os demais néo ativos.

Utilizando a linguagem R de programacéo (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria, versédo 4.0.3) interpolou-se os dados instrumentais e da atividade
antioxidante, de forma paramétrica univariada, com padronizacéo escalar em funcéo
da média e normalizacdo das variaveis dependentes pelo método de Row-wise
normalization. Foram realizadas exploratoriamente as analises nédo supervisionadas
de componentes principais (ACP), mapa de calor, analise de agrupamentos
hierarquicos (AAH) e andlise discriminante de minimos quadrados parciais (ADMQP)

utilizando o pacote MetaboAnalystR 5.0.

4.3, Resultados e discussao
4.3.1. Prospeccao fitoquimica
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As andlises fitoquimicas iniciais possuem como objetivo o rastreio metabdlico
constitucional de espécies vegetais, por meio de testes preliminares e preditivos que
sejam, preferencialmente, rapidos, faceis e de baixo custo de realiza¢do (NAFIU et al.,
2017). Com o proposito de averiguar as classes de compostos das espécies de
Pouteria spp. e comparar seus resultados com os dados do género, realizou-se uma
marcha fitoquimica classica, conforme demonstrado na Tabela 10.

Com os resultados obtidos, pode-se observar elevada verossimilhanga constitutiva
entre as espécies, com algumas divergéncias. Dentre estas, pode-se explicitar a
auséncia de taninos condensados em P. guianensis e um aumento de taninos
hidrolisaveis, os quais, apesar de apresentarem acdes farmacoldgicas semelhantes,
podem-se distinguir no nivel de efeito obtido em modelos in vitro e in vivo (KATO et
al., 2017; WALL-MEDRANO, 2015).

A presenca majoritaria de flavonoides no género ja foi previamente relatada e foi
confirmada pela marcha fitoquimica, tal qual diversos terpenos e terpenoides que
foram isolados e identificados anteriormente no género, confluindo com os resultados
positivos encontrados (CACCIOLA et al., 2016; CHACON-ORDONEZ et al., 2017;
GUERRERO-CASTILLO et al., 2019). Ao contrario do cenario supracitado, tem-se a
classe de alcaloides, que apesar da presenca ter sido identificados no experimento, a
aspidocarpina é a unica relatada na literatura (PAl; SHENOY, 2020). Contudo, devido
a atividades psicotrépicas caracteristicas desta classe, estes podem ser candidatos a
marcadores quimicos, se confirmados, para acdo do género em fendmenos neurais,
0S quais ndo apresentam mecanismo de acdo elucidado com os fitoconstituintes
identificados (FILHO et al., 2018; PEDRO et al., 2020).
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Tabela 10 - Resultados da marcha fitoquimica, com as classes metabélicas investigadas e
testes realizados

Extrato

Classe Teste / Metabdlitos Aquoso | EHE80%
123412 3 4
Fendis + + + +H+ + + +

Fendis e Taninos Taninos hidrolisaveis + - - -+ + +
Taninos condensados -+ - - - -
o Antocianinas e antocianidinas S
aﬁgﬁ;ﬁg:gz’e Flavonas, flavonois e xantonas + 4+ + -+ + + +
flavonoides Chalconas e auronas e
Flavondis T
Saponinas Agitacéo vigorosa do extrato + + + +H+ + + +
Mayer + o+ + - - - -
Alcaloides Dragendorff + + 4+ +H - - - -
Wagner

Contato de papel de filtro basificado
Cumarinas com NaOH 10% com o vapor do extrato + + + + + + + +
em ebulicdo

Leucoantocianidinas + 4+ - H+ + + +

Leucoantrocianidinas,

i Catequinas B
catequinas e flavononas
Flavononas T
. Liebermann-Burchard T
Triterpenos :
Salkowski + + + +H+ + + +

Legenda: 1- P. guianensis; 2- P. torta; 3- P. caimito; 4- P. gardneri; “-“~Negativo para o teste; “+” —

Positivo para o teste

Desta forma, entre as espécies, outros estudos sdao demandados para averiguar se
0os compostos das classes identificadas sdo os mesmos, ou se diferenciam.
Confluindo a isto, necessita-se de confirmacdes espectrométricas ou caracterizacfes
fitoquimicas com isolamento de metabdlitos afim de corroborar com os perfis
qualitativos e quantitativos dos componentes extraidos. Desta forma, devido as
avaliacdes com desfecho visual e seus vieses, em prosseguimento com a pesquisa,
desenvolveu-se métodos cromatograficos, enfocando nos flavonoides e fendlicos
totais, 0s quais estiveram presentes em todas as espécies e ja foram relatados como
possiveis marcadores ativos das espécies (COSTA et al.,, 2014; DA SILVA et al.,
2012).
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4.3.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada € um valoroso recurso, por se tratar de uma
técnica barata, rapida, precisa e reprodutivel (CHEWCHIDA; VONGSAK, 2019; RANI
et al., 2016). Sua realizacao possibilita a obtencdo de um perfil quimico inicial de
extratos, o qual apresenta plausivel aplicabilidade na seletividade de individuos
vegetais (YAO et al., 2021), haja visto, a dificuldade da caracterizacdo botanica de
diversos géneros, dos quais pode-se citar a verossimilhanga morfolégica de espécies
de Pouteria spp (VASCONCELOS et al., 2021). Desta forma, a Figura 7 apresenta os
resultados encontrados nos testes de fase movel experienciados, sendo a fase movel
descrita por SATHISHKUMAR et al. (2011) ndo havaliada devido a imiscibilidade da
fase mével. Em todos os testes a ordem de aplicacdo das amostras nas placas foi de
P. guianensis, P. torta, P. caimito e P. gardneri.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Legenda: 1- Hexano : éter etilico (4:1; v/v); 2- Hexano : acetato de etila (9:1; v/v); 3- Hexano : acetato

de etila (3:2; v/v); 4- Hexano : acetato de etila: Metanol (4:4:1; viviv); 5- Acetato de etila : 4cido acético
: acido férmico : agua (100:11:11:27; viviviv); 6- Acetato de etila : metanol : agua (7,7:1,3:1, viviv); 7-
Tolueno : acetato de etila : acido formico (50:40:10; v/v/v); 8- Tolueno : cloroférmio : etanol
(88,5:57:14,5; viviv); 9- Diclorometano : etanol : agua (25:15:2; viviv).

Figura 7 - Teste de diferentes fases méveis para diferenciagdo quimica de espécies de
Pouteria spp.

A extracdo da droga vegetal com metanol favorece a extracdo néo seletiva de
compostos fendlicos, como flavonoides e acidos fendélicos (WAGNER; BLADT, 1996).
Desta forma, utilizou-se o reagente de produtos naturais como revelador, o qual, apos
aspergido sobre a cromatoplaca e visualizado em 365 nm favorece o aparecimento

de bandas de coloracéo amarelo, alaranjado, ou amarelo alaranjado correspondentes
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aos flavonoides; azul ou azul-esverdeada as cumarinas e acidos fenolicos e vermelho
as clorofilas (WAGNER; BLADT, 1996).

Apesar das fases moveis dos sistemas 1 e 2 terem sido relatadas para utilizagéo do
género estudado, nenhuma ilustracdo do resultado obtido foi encontrada nos
manuscritos publicados, sendo que o primeiro sistema foi relatado para substancias
lipofilicas isoladas, com grande retencdo do material polar, nos extratos obtidos
(MURILLO et al., 2020; JEGEDE; IBRAHIM; OBOH, 2009). De forma semelhante, os
sistemas 3 e 4 foram relatados com melhor resolugcdo para extratos hexanicos,
demonstrando baixa resolucdo dos metabdlitos desejados (JEGEDE; IBRAHIM;
OBOH, 2009).

Os demais sistemas, apresentaram maior diversidade dos metabdlitos, com melhor
resolugdo entre as bandas. Desses, foram escolhidos dois sistemas, por
apresentarem manchas diferenciais entre os metabdlitos, conforme representado na
Figura 8. Estes foram selecionados focando majoritariamente os flavonoides (5) e os
compostos fendlicos em geral (6). Nela, além de uma diversidade entre as manchas
de flavonoides presentes, é possivel observar uma menor riqgueza qualitativa de

compostos fendlicos e cumarinas na P. caimito, se comparado as demais.

B
Legenda:
Rf = 0.83 a- P. guianensis
=9 b- P. torta
Rf =0,80 c- P. caimito
Rf = 0,64 d- P. gardneri
Rf=0,51
Rf = 0,46 Rf =0,41
Rf = 0,22

Figura 8 - Sistemas selecionados para diferenciacéo de espécies de Pouteria spp. com
enfoque em flavonoides (A) : Acetato de etila : acido acético : 4cido féormico : dgua
(100:11:11:27; viviviv) e compostos fendlicos (B): Tolueno : acetato de etila : acido férmico
(50:40:10; v/iviv); com seus compostos diferenciais.
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Com estes sistemas, se torna factivel uma ferramenta simples de diferencial para as
espécies para corroborar com avaliagdes botanicas, e principalmente com o controle
de qualidade da droga vegetal, devido a versatilidade de seu uso (BRAZ et al., 2012;
WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2023). Contudo, sua aplicabilidade depende de
algumas desvantagens, como necessidade de elevada concentracdo do metabdlito
para deteccéo, limitacdes para utilizacdo em condi¢cdes de estabilidade e averiguacao
se 0s metabdlitos que aparecem, realmente se confirmam entre as espécies, haja
visto que o tempo de retencdo de substancias com estruturas semelhantes pode ser
préximo (CHEW; KHOR; LIM, 2021).

4.3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O desenvolvimento do meétodo cromatografico, sucedeu-se conforme condicéo
presente na literatura e a expertise do nosso grupo de pesquisa. Contudo, os métodos
descritos previamente ndo apresentavam adequabilidade de utilizacdo devido a
inespecificidade, seletividade e baixo numero de compostos identificados (COSTA et
al., 2014; DE SOUSA et al., 2019). Na Figura 9 pode-se observar este perfil, uma vez
gue a condicéo descrita previamente por Costa et al. (2014), se demonstrou com maior
pobreza qualitativa e quantitativa que os demais métodos avaliados.
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Figura 9 - Teste inicial de trés condigdes para o desenvolvimento de método analitico para
Pouteria guianensis (Aubl.).
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A auséncia de compostos e de sensibilidade se torna um problema, uma vez que a
técnica de CLAE se diferencia das demais justamente pela separacdo de misturas
complexas, com reducdo da perda de informagbes sobre os constituintes
(SHOCKCOR, 2017). Contudo, ap06s determinagdo de um melhor método inicial de
analise, € necessario que seja realizado procedimento de otimizacdo experimental
segundo técnicas de “Quality by Design-QBD” aplicadas a analitica, como o “Analytical
Quality by Design-AQBD”, o qual altera-se os modulares instrumentais, de forma a
obter maior numero de compostos identificados, maior resolugdo e melhor
sinal/resposta dos picos apresentados (TOME et al., 2019). Isto é extremamente
necessario, para atender os pré-requisitos do guia normativo Q8(R2) do ICH
(International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use) que definem o QBD como “uma abordagem
sistematica para desenvolvimento farmacéutico que comeca com objetivos
predefinidos e enfatiza produto, entendimento e controle dos processos, baseado em
dados cientificos sélidos e gestdo do risco da qualidade, que objetiva seguranca e
confiabilidade de resultados apresentados” (ICH, 2009; VERCH et al., 2022).

Apesar de existirem abordagens uni e plurimodais para realizacdo desta técnica,
optou-se no trabalho por realizar analises exploratorias de otimizacdo individuais
(BEG et al., 2021). Para esta metodologia, optou-se por continuar com a condicéo 3,
testada (Figura 9), devido ao perfil qualitativo obtido determinou-se como variaveis
independentes da avaliagcdo de desfecho instrumental obtido, o nimero de picos
cromatograficos identificados, a resolucdo entre estes, relacdo sinal/ruido obtida e
reprodutibilidade do método. Desta forma, os resultados obtidos com a otimizacao
podem ser visualizados na Figura 10.

Nos cromatogramas das condi¢bes experimentais avaliadas, trés diferentes regides
de picos cromatograficos puderam ser observadas. A primeira entre 20 e 35 minutos,
a segunda de 35 a 45 minutos e a terceira de 45 minutos ao final da corrida
cromatografica. Devido a baixa robustez, de forma espuria, aléem de auséncia de
espectro na regido do ultravioleta de substancias de interesse farmacologico

previamente descritas, o ultimo grupo foi desconsiderado no desenvolvimento.
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Figura 10 - Perfil de otimizac&o dos sistemas cromatogréaficos descritos no item 4.2.4. com as condi¢des de anélise das variagdes instrumentais.
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Nos métodos onde houve variacédo de temperatura (T1: 30 °C; T2: 35 °C; T3: 40 °C),
verificou-se que, na temperatura de 40 °C aplicado no forno da coluna, os
cromatogramas apresentaram melhor resolucdo entre os picos, sendo esta a definida
para as demais corridas cromatogréaficas. E descrito que a temperatura, modula a
velocidade de transferéncia das particulas entre a fase estacionaria e a fase mével,
aumentando o numero de trocas das substancias com as fases méveis, e favorecendo
melhor resolugdo dos picos cromatograficos (ADLOF; LIST, 2004; GONZALEZ-
ZAMORA et al., 2013).

Outro parametro avaliado foi a acidificacdo da fase movel. A alteracdo de pH, altera a
ionizacdo molecular e favorece a reprodutibilidade do método por manter as
substancias no mesmo grau de ionizacdo (KITE; PORTER; SIMMONDS, 2007,
RODRIGUES et al., 2021). No estudo, a maior concentracédo de acido favoreceu a
simetria dos picos cromatograficos, rapidez na estabilizacdo da coluna e resolucéo. A
alteracao abrupta do terceiro grupo (50 - 65 minutos) de sinais diante dos testes, indica
a modulacdo dos metabdlitos de forma pH dependente e permite inferéncia de
algumas classes metabodlicas como proantocianidinas, contudo, seriam necessarios
estudos comprobatérios para esta premissa (MANNINO et al., 2021). Ressalta-se que
concentracbes de acidos mais elevadas nao foram testadas, pensando na
manutencdo da coluna cromatografica, visando a manutencdo de bom numero de
pratos tedricos e maior tempo de sua utilizacao.

Em continuidade, dois tipos de acidos foram avaliados (acido fosférico e acido
férmico), haja visto que a capacidade ionizadora modula do nivel de deslocamento na
reacao em equilibrio de protonacéo das substancias (TRIPATHY et al., 2019). Neste
teste, como demonstrada a necessidade de acidificacdo da fase mével pelo teste
anterior, optou-se por acidificar ambas as fases moveis, sendo o acido fosférico o
selecionado, por causas analogas as supracitadas.

Pensando na alteracdo do numero de pratos teoricos e possivel melhora do sistema
analitico, tem-se que a inclinacdo da curva de gradiente modula a velocidade de
alteracdo da polaridade da fase movel, alterando, em conseguinte, a velocidade das
interacdes intermoleculares do analito com a fase estacionaria (DURNER; EHMANN;
MATYSIK, 2019). Neste estudo, a curva de inclinacdo intermediaria, 0-30 min (5-

95%B), se mostrou a mais satisfatéria diante das variaveis de desfecho.
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De forma semelhante, o fluxo da fase movel, também modula a quantidade de pratos
tedricos, aléem de ter influéncia mecanica abrasiva na remocéao das interacdes entre
analito e fase estacionaria (FEKETE et al., 2012; FOSTER et al., 2021). Neste, optou-
se pelo fluxo intermediario de 0,6 mL/min, uma vez que o fluxo no nivel menor impediu
a saida dos compostos do terceiro agrupamento de picos cromatograficos, tornando
0 método ou exaustivamente maior, ou contaminando amostras posteriores. Além
disso, o fluxo mais elevado aumentou a coeluigéo entre picos de intensidade menor e
prejudicou a pureza do pico majoritario observado. Além disso, a pressao instrumental
foi elevada consideravelmente, tornando indicativo problemas futuros em corridas
analiticas mais longas.

Como ultimo fator avaliado, teve-se a composi¢do do modificador organico, o qual
altera inevitavelmente a polaridade do sistema cromatogréfico. Enquanto o metanol
apresenta maior polaridade, a acetonitrila € um modificador menos abrupto, sendo
gue ambos nédo apresentam absortividade na regido do UV avaliada (MOLDOVEANU,;
DAVID, 2013). Desta forma, utilizando as variaveis de desfecho previamente
elencadas, metanol acidificado foi o escolhido para o método oficial da andlise, o qual
esta representado na Tabela 11, e o cromatograma final obtido pode ser visualizado

na Figura 11.

Tabela 11 - Método final em CLAE desenvolvido para a espécie Pouteria guianensis (Aubl.)

Tempo 0,2% acido Metanol 0,2% Fluxo Temperatura Volume de
(Min) fosférico acido fosférico (mL/min) do forno (°C)  injecdo (uL)
0 95 5
30 5 95
60 5 95 0,6 40 10
65 95 5

70 95 5
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4.3.4. Otimizagao das condigcOes extrativas para folhas de P. guianensis

Os compostos fitoquimicos bioativos, sdo majoritariamente formados por metabdlitos
especiais que desempenham funcéo fisioldégica, ou atuam de forma a neutralizar
patogenos (MEREGALLI et al.,, 2020). Dentre estes, os flavonoides, apresentam
acOes farmacoldgicas que se correlacionam diretamente com os relatos de utilizagédo
etnofarmacologica com o género (MARZUKI; HAMID; WAHAB, 2018), das quais pode-
se citar comprovada atividade antioxidante, anti-inflamatéria e imunomoduladora
(ALBUQUERQUE et al., 2021).

Devido a sua versatilidade terapéutica, os flavonoides foram o grupo escolhido para
otimizacdo das condi¢cbes extrativas das folhas de P. guianensis (picos 1 ao 12 do
cromatograma, escolhidos com base no perfil de UV, item 4.3.3.). O preparo das
amostras, com maxima capacidade de extracdo de compostos vegetais, também é
uma etapa do desenvolvimento de métodos analiticos que utilizam a premissa do
AQBD (ICH,2009). Ademais, esta etapa permite conhecer as peculiaridades vegetais
no que tange a extracdo de seus metabdlitos, variaveis que precisam ser fortemente
controladas e as que nao influenciam no processo de obtencdo de extratos
enriquecidos (CIBIN et al., 2022; MA et al., 2020).

Estudos das condicdes de extracdo das folhas de Pouteria spp. nédo foram
encontrados na literatura consultada, sendo apenas seus frutos e sementes avaliados
sob esta 6tica, com avaliacdo do tempo de sonicacdo, temperatura e propor¢cao droga
vegetal/solvente utilizados para estimar as faixas de variabilidade dos parametros
utilizadas no estudo (CIBIN et al., 2022; MA et al., 2020; RODRIGUEZ et al., 2018;
SATHISHKUMAR et al.,, 2011; SOARES et al., 2022; TACIAS-PASCACIO et al.,
2021). Optou-se em realizar a extracdo utilizando equipamento de ultrassom,
conforme os métodos relatados na literatura para o género, devido ao seu carater
promissor de extracdo, com boa efetividade e estabilidade dos metabdlitos vegetais
de interesse (PALMA et al., 2021).

De forma complementar, a literatura foi consultada para averiguacao de desenhos
metodoldgicos para folhas de plantas semelhantes (mesma ordem e familia). Com os
resultados, pode-se perceber que além dos parametros de temperatura (CHE et al.,
2017), relacéo droga vegetal/solvente (FATTAHI; RAHIMI, 2016) e tempo de extracéo
em ultrassom (GIACOMETTI; ZAUHAR; ZUVIC, 2018), o nimero de ciclos extrativos
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também poderia interferir na analise e foi considerado no modelo (GONZALEZ-SILVA
et al., 2022).

Apés a realizacdo dos testes de otimizacao e plotagem de dados no software utilizado,
0 modelo apresentou pvaor < 0,0001 (Fajustado = 68,39, df = 15); com curvatura
igualmente significativa (pvalor < 0,0001, Fajustado = 141,41, df = 15). A regressao linear
apresentou R? = 0,9846 e R? ajustado = 0,9702, com variancia de baixo impacto, e
coeficiente de variagéo igual a 1,75. Devido a andlise do tipo fatorial 24 completa, com
dois niveis, um ponto central e duplicata, o poder de predicdo para todas as variaveis
analisadas foi de 99,9%.

Por se tratar de uma metodologia paramétrica a normalidade dos dados foi averiguada
por meio da correlacéo de Pearson, a qual apresentou p > 0,05, fazendo com que 0s
dados ndo necessitassem de ajustes matematicos. Com as anélises de comparac¢ao
de variancia, obteve-se elevada correlacdo entre todas as condicfes avaliadas,
excetuando-se pela relacdo droga vegetal/solvente de forma isolada (pvaior = 0,5649).
Contudo, como a correlacdo desta com as demais variaveis apresentou significancia
estatistica, os quatro preditivos escolhidos foram incluidos no modelo matematico
desenvolvido, conforme pode ser visualizado na Tabela 12.

A andlise de pareto foi empregada para saber se a correlacdo entre as variaveis
apresentava carater positivo (+1) ou negativo (-1) (Figura 12A). Além disso, fez-se
avaliacdo da homocedasticidade (normalidade dos residuos), a qual apresentou-se
de forma gaussiana e esta representada na Figura 12B.

Conforme demonstrado no diagrama, as variaveis ABC e ACD em conjunto e a
temperatura de extracdo de forma isolada, precisam ser controladas, com elevado
risco de reducdo do teor de flavonoides totais extraidos. De forma anéaloga, a
temperatura de extracdo apresentou perfil negativo, indicando que elevadas
temperaturas tendem a apresentar menor sucesso de extracdo do sistema. Pode-se
gerar a hipétese que isto ocorra, uma vez que diante da producdo e contencdo de
latex, caracteristico do género, nas células laticiferas, maiores temperaturas podem
gerar o rompimento da membrana da organela e aprisionar os metabdlitos em sua
rede viscosa (NAVAS-FLORES et al., 2021).
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Tabela 12 - Avaliacéo da significancia das variaveis escolhidas para otimizacdo extrativa e

suas correlacdes utilizando a area dos picos cromatograficos com espectro naregido do
ultravioleta caracteristicos de flavonoides

Variavel Soma dos df Média dos Valor Valor de p
quadrados quadrados de F

Modelo 2,50.10%6 15 1,66.10%° 68,39 < 0,0001
A- Tempo de sonicacéo 3,568.10% 1 3,568.10% 147,33  <0,0001
B- NUumero de ciclos 1,02.1016 1 1,02.10%6 421,04  <0,0001
C- Temperatura 1,20.10% 1 1,20.10% 49,24 <0,0001

Drgézg'gfli?ﬂe 8,41.1012 1 8,41.102  0,3455  0,5649
AB 1,35.10%° 1 1,35.10%° 55,60 < 0,0001

AC 4,12.10%4 1 4,12.10% 16,92 0,0008

AD 2,94.10% 1 2,94.10% 12,09 0,0031

BC 5,24.1013 1 5,24.1013 2,15 0,1618

BD 5,75.10%4 1 5,75.10%4 23,63 0,0002

CD 2,19.10%4 1 2,19.10%4 8,98 0,0085
ABC 1,52.10%° 1 1,52.10%° 62,40 < 0,0001
ABD 2,86.10%° 1 2,86.101° 117,40 < 0,0001

ACD 4,89.10%4 1 4,89.10% 20,08 0,0004

BCD 3,74.10% 1 3,74.10% 15,38 0,0012
ABCD 1,78.10%° 1 1,78.10%° 73,28 < 0,0001
Curvatura 3,44.10% 1 3,44.10% 141,41 < 0,0001

Erro total 3,89.10%4 16 2,43.1013 - -
Erro corrigido 2,88.10%6 32 - - -

A representacédo das correlacfes ternarias e binarias de maiores impactos no modelo

podem ser visualizadas na Figura 12C, 12D e 12E, respectivamente. Nela é possivel

observar que baixas proporcdes de droga/solvente (nivel -1) ndo influenciam em um

cenario de capacidade maxima extrativa do modelo, caso as demais variaveis estejam

em seu limite superior avaliado (+1). Contudo, na auséncia do impacto da relacao

droga/solvente, todas as demais variaveis precisariam estar no limite superior (+1)

para otimizacdo da analise, indicando que apesar de ndo ser uma variavel

deterministica a relacdo droga/solvente € uma variavel moduladora do sistema (LUO

et al., 2018).
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Desta forma, percebe-se que na presenca das quatro variaveis (tempo de sonicacgao;
namero de ciclos, temperatura e propor¢ao droga solvente), a capacidade maxima de
extracdo dos metabdlitos estd proxima ao valor central (nivel 0) de todas as variaveis,
excetuando-se pela relacdo droga/solvente, ao qual permaneceu intermediaria entre
os niveis -1 e 0 (Figura 12F).

Ao final das avaliacbes, foi-se possivel obter uma condi¢cdo extrativa adequada,
utilizando baixa temperatura (21 °C) e baixo tempo de extracao (8 minutos), com dois
ciclos extrativos e relacdo droga/solvente igual a 7. Desta forma, garante-se baixa
demanda da droga vegetal, com economia de insumos para estudos laboratoriais e
conservacao de metabolitos devido a baixa agressividade térmica. Futuramente, se
aplicado a realidades fabris e comerciais, a otimizagdo proporciona economia
financeira para escalonamento do método, devido a auséncia de necessidade de seu
aguecimento, o qual é um problema de geracdo de valor agregado do produto
acabado a nivel industrial (JUN, 2009).

Em complemento, para a disseminacdo da utilizacdo populacional da espécie, é
necessario a conscientizacdo acerca da forma correta de preparo vegetal, para que
maleficios oriundos do processo extrativo ndo acometam 0s seus usuarios, haja visto
que a cadeia logistica entre a coleta da planta e consumidor ja apresentam diversos
risco inerentes ao processo (ANTONUCCI et al., 2019; MANGLA et al., 2022). Apés
obtencdo do método cromatografico mais adequado e otimizacdo experimental
extrativa, validou-se o método para que ele possa servir de referéncia para utilizado

em rotinas laboratoriais com enfoque em controle de qualidade vegetal.

4.3.5. Validacéo
4.3.5.1. Seletividade

A seletividade do método analitico se refere a capacidade de detectar o analito de
forma inequivoca na matriz, esquivando-se de possiveis interferentes e componentes
da matriz que possam estar presentes (MARSON et al., 2020). Seu conceito se difere
da especificidade, uma vez que neste a resposta obtida é direcionada apenas a um
analito, sendo inviavel para espécies vegetais, as quais apresentam diversos
marcadores, ativos e ndo ativos (AVILA-SOSA et al., 2022; ROY et al., 2017)
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No estudo, a seletividade foi averiguada em quatro diferentes etapas. No primeiro
caso, (Figura 13), avaliou-se a seletividade por meio da estratégia baseada em erros
de medicdo (DORKO; VERBIC; HORVAI, 2015), no qual é possivel observar que o
analito apresenta tempo de retencao Unico, o qual ndo corresponde a nenhum pico do
diluente e ndo apresenta interferéncia do padrao, sendo que os picos do analito e do
padrdo, ao serem analisados pelo método de 9 pontos do equipamento nao

identificaram nenhuma impureza.
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Figura 13 - Avaliacdo da seletividade da amostra extraida com etanol 80% v/v; (A) com o
diluente (B), o padréo (C) e amostra contaminada (D).
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Em segundo plano, foi realizada a avaliacdo da variabilidade dos metabolitos em
diferentes individuos do género que, apesar da possibilidade de apresentarem a
tendéncia de manutencdo de mesmos processos bioquimicos e vias metabdlicas
(KONECNA et al., 2018), podem sofrer influéncias ambientais no teor e composicao
dos constituintes quimicos de uma forma geral e, desta forma, dificultarem a escolha
do marcador analitico (LABARRERE et al., 2019; ZHAO et al., 2017). Assim sendo,
na Figura 14, pode-se observar o perfil cromatografico de diferentes espécies de P.
guianensis coletadas em Belo Horizonte (duas coletadas na regiédo leste - exsicatas
BHCB210380 e BHCB210382 - e duas na regido norte da cidade - exsicatas
BHCB210379 e BHCB210383), o qual, apesar de apresentar variabilidade quantitativa
entre 0S compostos, mostrou-se com perspectivas qualitativas semelhantes,
indicando a possibilidade de utiliza¢do do pico majoritario como padrdo para a analise.
Contudo, coletas em diferentes localidades corroborariam e fortaleceriam o achado,
haja visto que a variacdo de compostos é de origem biodiversa, se correlacionando
ao clima, tipo de solo, e momento de colheita, tornando a geolocalizacdo um fator
critico (CAl et al., 2016; ZHAO et al., 2017).

°°°°° Individuo 1

- M Individuo 2
T J
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e e s e

Figura 14 - Avaliagdo do perfil cromatogréafico de diferentes individuos de Pouteria
guianensis Aubl. coletadas em Belo Horizonte.
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De forma semelhante, a quimiofenética e a quimiodiversidade vegetal, por
apresentarem influéncias ambientais, apresentam variagao constitutiva conforme as
estacdes do ano (DE SA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2023; RAMOS et al., 2023).
Esta variacao pode ser observada na Figura 15, na qual os metabdlitos apresentaram
elevada flutuacédo ao longo dos quatro periodos anuais, dos quais pode-se citar com
maior variabilidade aqueles presentes entre os tempos de retencdo de 35 a 45
minutos. Contudo, também é contundente o carater majoritario do pico principal o qual
possibilita seu elencamento como marcador analitico e a ndo seletividade do perfil

guimico da espécie inter-estacoes.
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Por fim, fez-se a diferenciacdo das espécies do género, conforme demonstrado na
Figura 16. Sabe-se que espécies do mesmo género vegetal, apesar de apresentarem
variabilidade metabdlica, podem possuir perfis semelhantes das classes de
compostos que apresentam (AHAMED et al., 2023; CHENG et al., 2021). De forma
semelhante, apesar do género Pouteria spp. apresentar diferenciacdo dos
componentes nas diferentes espécies, compostos fenélicos sdo os mais comumente
relatados, com enfoque nos flavonoides, 0s quais podem apresentar comportamento
verossimil em CLAE (DO et al., 2023; FITRIANSYAH; FIDRIANNY; HARTATI, 2020;
SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009; TANIGUCHI et al., 2023).
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Figura 16- Perfil cromatografico de diferentes espécies do género Pouteria.
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Complementarmente, a diferenciacdo quimica dentro de um género vegetal, pode
auxiliar na identificacdo botéanica, quando esta for duvidosa (UPTON et al., 2020).
Além disso, garante a seguridade dos produtos vegetais adquiridos para consumo de
pacientes, haja vista que muitos apresentam contaminagao com substancias externas
e diferentes espécies vegetais misturadas, e comercializacdo como se fossem apenas
uma (PALHARES et al., 2021; VAN; PRINSLOO, 2020). Com analise visual, podemos
observar perfis cromatograficos distintos entre as diferentes espécies de Pouteria spp.
(Figura 16), haja visto que P. guianensis € a Unica que apresenta um composto
majoritario de intensidade tdo distinta dos demais componentes. Contudo, ao
avaliarmos qualitativamente, P. caimito apresenta picos em tempos de retencdo muito
semelhantes a espécie de interesse do estudo. Diante disso, fez-se uma analise
quimiométrica correlativa entre os resultados obtidos com andlise em triplicata de cada

espécie, ao qual pode ser visualizada na Figura 17.

B

A

Figura 17 - Comparagéo entre diferentes amostras do género Pouteria por mapa de calor e
Anédlise Hierarquica de Clusters (A); Analise de componentes principais (B) e K-means clusters

(©).



103

A quimiometria € uma ciéncia de origem quimica que se utiliza de ferramentas
estatisticas e matematicas para uma maior elucidacdo da proximidade dos
constituintes quimicos obtidas de forma instrumental (KUMAR et al., 2014). O gréfico
de mapa de calor € um método de representacdo visual que emprega cores para
ressaltar valores especificos que indicam a interdependéncia entre duas dimensdes
(ERICSSON; BERNDTSSON, 2022). Como visualizado na Figura 17A, pode-se
perceber que o mapa de calor demonstrou 4 diferentes regiées do cromatograma com
presenca e variagcao quantitativa de picos que distinguiam as espécies.

A Andlise Hierarquica de Clusters (AHC), acima do mapa de calor, agrupou as
amostras em trés diferentes grupos, concatenando as espécies P. guianensis e P.
torta. A AHC, é uma técnica de extracdo de dados de multi resolutividade, na qual
uma arvore de clusters € formada, com correlagdo amostral, sendo que as amostras
mais proximas dentre os agrupamentos sdo mais verossimeis do que as mais
distantes (CIRRINCIONE et al., 2020). Sua tratativa, no cédigo em linguagem R
desenvolvido, foi fomentada a partir de distribuicbes unifatoriais de presenca e
auséncia de picos cromatogréficos (fator priméario) segmentado pela intensidade dos
picos presentes (fator secundario) (SUBRAMANIYAN et al., 2020; ZOLFAGHARI et
al., 2019). Desta forma, a auséncia e presenca de compostos no cromatograma foi o
fator deterministico para a anélise.

De forma complementar, realizou-se outras duas analises. A primeira, de Andlise de
Componentes Principais (ACP), a qual realiza a reducdo dos dados disposto em
matrizes de varidveis menores (componentes principais) que buscam explicar o banco
de dados obtido com as corridas cromatograficas, sem perda da informacéo angariada
(Figura 17B) (DONG et al., 2023; FERREIRA, 2020). Sua realizagdo foi pautada na
transformacao logaritmica dos dados, a fim de eliminar quaisquer relagdes espurias
gue pudessem estar presentes na AHC, e nela obteve-se um perfil diferenciado entre
todas as espécies, apesar do agrupamento nos mesmos clusters da AHC, mostrando
a seletividade do método analitico (PALAREA-ALBALADEJO; MARTIN-
FERNANDEZ, 2015).

Desta forma, diante da formacdo dos diferentes grupos realizou-se analise de k-
means clustering (Figura 17C), a qual permite realizar a particdo das diferentes

replicatas em funcdo dos trés grupos segmentados (na AHC), o que possibilita a
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visualizacao das regides cromatograficas com maior auséncia e intensidade dos picos
cromatograficos (NA; XUMIN; YONG, 2010).

Desta forma, apesar das anédlises segmentarem as amostras em trés grupos, com a
juncdo da P. guianensis e P. torta, pode-se demonstrar com técnicas estatisticas que
estas ainda se encontram presentes em diferentes sub-clusters com separacéo por
componentes principais (PC1+PC2 > 70%). Diante disso, pode-se inferir que o0 método
se mostrou seletivo diante as condi¢des analiticas e diferentes espécies do género
Pouteria spp., enquanto ndo ocorreu seletividade entre diferentes individuos de P.
guianensis, tal qual na analise inter-sazonal, possibilitando a aplicabilidade do método

entre 0os demais processos analiticos.

4.3.5.2. Linearidade e Efeito Matriz

A linearidade é a propriedade do método de retornar respostas proporcionalmente a
concentracéo do analito, se tornando uma importante ferramenta de performance na
calibracdo e avaliagdo de métodos analiticos (JURADO et al., 2017). Contudo, uma
premissa da utilizacdo de um método de quantificacdo, em matrizes complexas, € a
necessidade de comprovacao que os componentes da matriz ndo apresentam efeitos
(redutores ou de aumento) na quantificacéao do padréo, fendmeno denominado efeito
matriz (RAPOSO; BARCELO, 2021).

A avaliacdo da linearidade e do efeito matriz, iniciam-se com avaliacao visual das
curvas preparadas, as quais precisam ser lineares. Esta avaliacdo ocorreu, conforme
demonstrado pela Figura 18, e prosseguiu-se para 0s tratamentos estatisticos
conforme descrito na Tabela 13.

Complementarmente a avaliacdo dos resultados de normalidade de residuos (teste
de Shapiro Wilk), pode-se observar nas Figuras 18B e 18D que o perfil dos residuos
se mostra com comportamento aleatorio. Desta forma, apOs avaliacdo destes
parametros, pode-se demonstrar a auséncia de efeito matriz, possibilitando que a
quantificacdo no método analitico seja da amostra contaminada com o padrdo, e ndo
do preparo do padrdao em diluente, para facilidade em logistica no preparo amostral e

economia de tempo e de reagentes nas corridas analiticas.
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Figura 18 - Graficos de formagao retilinea e perfil de residuos da linearidade (A e B) e efeito
matriz (C e D), respectivamente.

Tabela 13 - AvaliacBes estatisticas dos requisitos de parametricidade, variancia e
correlacdo dainclinag&o das curvas do efeito matriz e linearidade

Testes

Linearidade

Efeito matriz

Parametro

Resultado

Teste de Cochran

C tabulado= 0,684

C calculado= 0,447

C tabulado= 0,684
C calculado=0,496

Ccalculado < Ctabulado

Homocedastico (Teste
dos MMQO)

Coeficiente de
correlagdo de Pearson

(R)

0,999

0,998

R > 0,990

Variaveis altamente
correlacionadas

Coeficiente de
determinagéo (R?)

0,999

0,996

R?> 0,980

Associagao linear

F tabulado = 4,67

F tabulado = 4,67

F(caic) 2 F5%,1.n-2), p > 0,05

F calculado = 4,89 F calliugzdo = .
Teste F de Snedecor ’ E indicativo de qual e
(para variancia) metodologia de teste T deve ~ Variancias semelhantes
ser realizada e nédo
p > 0,0001 p > 0,0001 normativa
Shapiro Wilk p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 Distribuicdo normal
Teste T de student
coegﬁleﬂltig;r?gsu?ar é p < 0,0001 p < 0,0001 p<0,05 Coeficiente diferente de 0
diferente de 0)
Comparacgao das
mch_nagoes da curva em F(5.23) = 0,3957: p = 0,8466 D> 0,05 Coeficientes sem
diluente e curva em

matriz

diferenca estatistica
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4.3.5.3. Precisdo e precisdo intermediaria

A precisdo do método foi avaliada utilizando como referéncia a repetibilidade intra-dia
e a precisdo intermediaria. Estes parametros sdo cruciais na avaliacdo do método,
ndo apenas para avaliacdo da reprodutibilidade dos dados, mas também como
ferramenta de averiguacdo das condi¢Oes analiticas, haja visto que dependem de
materiais calibrados, com o devido controle ambiental (LARA-ALMAZAN et al., 2021).
Desta forma, os resultados da avaliacdo podem ser visualizados na Tabela 14.

Tabela 14 - Avaliacéo da repetibilidade (analista 1, dia 1) e reprodutibilidade (analista 2, dia
2) do doseamento do marcador analitico em funcéo da quercetina

Analista 1 Analista 2 Precisdo Intermediaria
Teor x Teor x
amostra Recugz)ragao [();)I)Q amostra Recu(;())z)ragao I%;JI)? I%;Jl)? Teste T Puator
(%) (%)
0,0303 102,4 0,0306 103,5
0,0325 104,9 0,0307 104,0
0,0297 100,7 0,0304 103,0 Tealculado=0,11;
1,26 1,3 1,28 Tiwbuado=1,81;  0,7392
0,0303 102,8 0,0302 102,4 df=10
0,0303 102,5 0,0296 100,3
0,0324 103,2 0,0300 101,7

Legenda: DPR= Desvio padréo relativo

Considerando o teor da amostra, apos diluicdo como 29,53 pg/mL, temos como massa
de miricitrina na droga vegetal 2,96 mg/g droga vegetal (0,30%). Segundo a AOAC
(2016), os limites da repetibilidade e reprodutibilidade nesses casos séo de 3,7% e
6%, respectivamente. Desta forma, foi possivel demonstrar a precisdo do método, tal
como a inexisténcia de problemas de alternancia de analista nas condicbes
instrumentais dispostas. Existe outra metodologia de avaliagdo da precisao,
denominada reprodutibilidade, a qual avalia a preciséo da recuperacéo do analito em
condic¢des distintas, tal como laboratorio, dia de analise e analista (SALAH; CHOW;
SONG, 2017). Contudo, esta nao foi avaliada considerando que o estudo néo
apresenta carater colaborativo, demandando este complemento, em caso de
padronizacdo do método de forma compendial, ou implementacdo em outros
laboratorios bioanaliticos (ANVISA, 2017).
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4.3.5.4. Exatidao

A exatidao se refere a capacidade do método de retornar valores reais na analise,
reduzindo assim o erro do tipo a nas analises quimicas (RYFFEL, 2017). A exatidao
foi realizada em trés diferentes niveis de amostra e contaminadas com padrdo a 100%.
O resultado obtido pode ser visualizado na Tabela 15.

Tabela 15 - Recuperacéo do analito para avaliacéo da exatiddo do método em niveis baixos,
intermediarios e elevados

Amostra Teor (%) % Recuperagéo Média (%) DPR (%)

1 98,53
50 98,18 98,40 0,20
98,49

102,66
100 99,64 100,66 1,73
99,67

97,82
150 97,63 97,57 0,29
3 97,26

N RPIWDNPFPWDN

Legenda: DPR - Desvio padrao relativo

Utilizando como referéncia a AOAC (2016), o retorno de amostras a 0,30% devem
ocorrer entre 95-105%, o qual foi possivel de visualizar na tabela 15. Ademais, a
variabilidade das replicatas se manteve dentro do permitido no limite da repetibilidade,
demonstrando a acuracia do método de acordo com as estratégias analiticas

propostas.

4.3.5.5. Robustez

A robustez pode ser definida pela capacidade do método em resistir a pequenas
variagcbes analiticas, que podem ocorrer de forma voluntaria ou involuntaria
(FERREIRA, et al., 2017). Sua realizagdo é majoritariamente de forma multivariada,
haja visto que as diferentes condicbes experimentais podem ocorrer
concomitantemente, gerando assim entradas em diferentes niveis de impacto
(NOVAES, CLEBER et al., 2016). Nos ultimos anos, ferramentas de delineamento
experimental vém sendo utilizadas como estratégia de avaliacdo do impacto de
pequenas variaveis no método analitico (FERREIRA, et al., 2017) e por ser uma
estratégia de conhecimento do método, pode ser utilizada na etapa do
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desenvolvimento instrumental, ou para monitoramento de quais variaveis precisam
ser controladas nas analises analiticas (CESAR; PIANETTI, 2009).

No estudo, optou-se por realizar a avaliacdo da robustez pelo método de Youden &
Steiner, o qual se trata de um delineamento experimental 2", do tipo fracionado, onde
n €& um ndamero inteiro, representado pelo numero de variaveis avaliadas
(KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014). Sua limitacdo se correlaciona com a
reducdo do numero de experimentos para determinacdo do nivel de impacto das
variaveis, sendo que quanto maior o “n”, maior o erro associado (EUROPEAN UNION,
2002).

Os resultados de area de picos cromatograficos e a recuperacao de cada um dos 8
testes propostos no teste podem ser visualizados na Tabela 16, enquanto a oscilagao
de cada variavel em diferentes parametros analiticos pode ser visualizada na Tabela
17.

Tabela 16 - Resultados dos parametros analiticos do analito e do padr&o utilizado na
guantificacdo (quercetina)

" x . NuUmero de pratos .
Area Tempo Retencédo (min) Fator de cauda teOricOS Recuperac&o

do analito (%)

Experimento Am Pd Am Pd Am Pd Am Pd

1 - Controle 1542829 1969969 24,29 28,54 1,30 1,35 173510 235074 78,3
2 1480655 2123718 27,11 31,70 1,25 1,06 78506 122505 69,7
3 1386990 1975012 25,34 29,79 1,23 1,04 78138 109750 70,2
4 1674350 2131965 27,31 31,68 1,19 1,34 139879 232559 78,5
5 1949533 239068 27,87 32,46 1,21 1,05 79087 117728 81,5
6 1200901 1777833 25,01 29,23 1,28 1,33 175178 240355 67,5
7 1581139 2337513 27,30 31,67 1,16 1,35 130194 229578 67,6
8 1455592 1778605 24,66 29,10 1,21 1,06 78386 111651 81,8

Legenda: Am- Amostra, Pd-padréo
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Tabela 17 - Discrepancia nos fatores analiticos das variaveis quando comparada com a
condic&o inicial.

Tempo Fator de Nug;ero
Parametros Retencéo [%0] Status
. cauda pratos
(min) L

teodricos
pH FMA 0,19 -0,02 -971 0,43 Aprovado
pH FMB 0,08 -0,03 -13976 0,29 Aprovado
Volume de injecéo -0,19 0,00 3245 -0,01 Aprovado
Temperatura da coluna 0,54 -0,01 1659 0,07 Aprovado
Fluxo da Fase Moével 2,64 -0,02 -9001 -0,13 Aprovado
Comprimento de onda 0,15 0,00 -459 -11,26  Reprovado
Coluna 0,37 -0,15 -97572 2,81 Aprovado

Segundo o teste de Youden & Steiner, a Unica variavel que precisa ser completamente
controlada, por interferir a recuperacdo do analito € o comprimento de onda, o que é
justificado, uma vez que na varredura nos comprimentos de onda da regido do
ultravioleta realizado com o equipamento, percebe-se que quanto maior o
comprimento de onda, maior a intensidade do pico sugerido para miricitrina e menor
a da quercetina. Contudo, o pH da FmB e a marca da coluna analitica alterou
significativamente o nimero de pratos teoricos e o fluxo afetou o tempo de retencéo e
0 numero de pratos tedricos. Estas oscilagdes se justificam por serem variaveis que
alteram diretamente o grau de ionizacdo das moléculas (pH da fase mével B) e a
velocidade de remocdo mecanica das interacfes analito-fase estacionaria (fluxo),
modulando assim o numero de transi¢cdes do analito na fase movel e fase estacionéria,
e consequentemente alterando o nimero de pratos tedricos (FURMAN, 2020).

Em complemento, avaliou-se o tempo de estabilidade das amostras, conforme
demonstrado na Tabela 18. Com ele, pode-se observar que o perfil de recuperacéo e
o desvio padrao relativos estdo coerentes com o0s preconizados na AOAC (2016),
indicando estabilidade de amostra e padrdo analisados em até 4 dias ap0s preparo
amostral, mantidos em condi¢do ambiente. Isto, provavelmente, se correlaciona com
a estabilidade dos flavonoides, os quais a cinética de degradacdo se mostra muito

lenta sem agentes estressores externos (LU et al., 2019).
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Tabela 18 - Perfil de recuperacéo de amostra a 100% e padrédo rodadas em 0, 24, 48, 72 e 96
horas apés preparo

Teor (%)
Tempo (hs) 0 24 48 72 96
Replicata 1 99,00 99,31 100,76 100,61 100,81
Replicata 2 100,18 100,47 100,59 100,25 100,87
Replicata 3 99,94 100,13 100,97 101,04 100,80
Média 99,71 99,97 100,77 100,63 100,82
DPR (%) 0,62 0,60 0,19 0,39 0,04

4.3.6. Hidrdlise de extratos das folhas do género Pouteria sp.

Uma ferramenta que pode ser utilizada na diferenciacdo de espécies de géneros
vegetais, é a hidrolise de seus compostos labeis (TU et al., 2017; ZHANG et al., 2014).
Isto, pois, muitas vezes apresentam diversos compostos de mesmo nucleo fendlico,
com ligacbes com diferentes agucares, que quando hidrolisadas possibilitam
identificar diferentes agliconas nos extratos (FRANCESCATO et al., 2013). Além
disso, os acucares presentes nas estruturas podem alterar a polaridade de diferentes
nudcleos principais, provocando co-eluicdo de substancias, ocasionando uma perda de
informacdo constitutiva das espécies, quando avaliadas por CLAE-DAD
(FRANCESCATO et al., 2013; NUUTILA; KAMMIOVIRTA; OKSMAN-CALDENTEY,
2002; WALLE et al., 2005).

Como demonstrado no item 4.3.5.1., a diferenciagdo quimica de espécies do género
pode ser dificultosa, e todas as tratativas possiveis devem ser aplicadas como
estratégia de identificacdo do género Pouteria spp.. No estudo, o resultado da hidrolise
das quatro diferentes espécies coletadas pode ser visualizado na Figura 19. Nela é
possivel observar que os picos da regido majoritaria de flavonoides foram aqueles que
apresentou maior alteracdo do perfil qualitativo, com reducdo dos picos
cromatograficos. Com a analise, pode-se observar que as amostras P. guianensis e
P. torta apresentam as mesmas agliconas, com possiveis diferenciacbes dos
acucares ligados em suas estruturas.

Ademais, ficou evidente a diferenca de agliconas na P. caimito, as quais nao estédo
presentes em nenhuma outra espécie. Este fato se torna um fator de elevada

importancia, uma vez que que P. caimito e P. guianensis apresentam elevado grau de
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semelhanca botéanica e genética (VIVAS et al., 2014). Desta forma, esta avaliacao se

torna valorosa ferramentas para diferencia-las.
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Figura 19 - Perfil de hidrélise das amostras de espécies de Pouteria sp.

Pelo espectro na regido do ultravioleta, é possivel caracterizar o pico majoritario da
amostra de P. guianensis como a miricetina (a aglicona da miricitrina) (TANIGUCHI et
al.,, 2023). Ademais, o0 pico 1, apresentou absor¢cdo na regidao do ultravioleta
semelhante ao de derivados da quercetina, indicando a presenca do composto no
género, corroborando novamente com a escolha do padrao escolhido como marcador
externo (NAGEH SHOLKAMY et al., 2020). De forma complementar os picos 3 e 4
possuiram absorcéo no ultravioleta semelhantes aos espectros do kampferol e 3,5-
dihidroxiflavona, respectivamente, demandando confirmagdes futuras (TANIGUCHI et
al., 2023).
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4.3.7. Andlise por Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas de alta resolucéo (CLUE-ESI-Tof-MS/MS)

A espectrometria de massas, no contexto dos extratos vegetais se vale de um vasto
recurso, devido a elevada sensibilidade e assertividade da técnica, com a
possibilidade de utilizacdo em misturas complexas e extratos brutos (JORGE; MATA;
ANTONIO, 2016). Ademais, a deteccdo do tipo ESI-Q-Tof possibilita transmissdes e
poder de resolucdo mais elevados, viabilizando maior exatiddo nos valores da relacao
massa/carga encontrados (YAVOR et al., 2023).

Contudo, devido a biodiversidade metabdlica vegetal, uma completa elucidacdo de
seus constituintes quimicos demanda outras etapas de analise, como isolamento e
confirmagdo por outras analises instrumentais (como Ressonancia Magnética
Nuclear-RMN) (BHINDERWALA et al., 2018). Desta forma, pode-se enxergar a
analise por espectrometria de massas como uma forma rapida e assertiva de
caracterizacao inicial de compostos, para aprofundamentos fitoquimicos posteriores
(WOLFENDER; HOSTETTMANN, 1995).

Além disso, tem-se que o processo de desreplicacéo é frequentemente conduzido por
CLUE em conjunto com DAD e a espectrometria de massas, associando as técnicas
a buscas em bancos de dados, de forma a evitar esforcos dispendiosos na
identificacdo de compostos j& conhecidos (NIELSEN; LARSEN, 2015). Essa
abordagem permite concentrar recursos na descoberta de compostos inéditos ou
facilitar o reisolamento eficiente de compostos conhecidos com base em grupos
funcionais, reduzindo a necessidade de etapas adicionais (MANSSON et al., 2010).
Devido a riqueza de compostos fendlicos, como &cidos carboxilados e fendis
(facilmente desprotonados) e flavonoides, a analise ocorreu no modo de ionizagéo
negativa do equipamento, haja visto a facilidade de ionizacdo nesta modalidade
operacional (KESKES et al., 2016; MOCO et al., 2006). O cromatograma obtido com
absorcdo no ultravioleta e de ions totais (TIC- Total ilon Chromatogram) podem ser

visualizados na Figura 20.
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Intens. 1 P. guianensis aquoso_1-9_01_4611.d: UV Chromatogram, 370 nm
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Figura 20 - Cromatograma de absorg&o na regido do ultra violeta (370 nm) e de ions totais
obtidos dos extratos aquoso (A e B) e EHE80% (C e D) de Pouteria guianensis (Aubl.) obtidos
na analise CLUE-ESI-TOF-MS/MS.

Nela, € possivel observar que no método avaliado em cromatografo liquido de
ultraeficiéncia, o extrato hidroetandlico 80% apresenta apenas um pico majoritario,

com perfil no ultravioleta e de ionizacdo molecular, caracteristico da miricitrina, de m/z
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[M-H-] 463,0885, (Figura 21), apresentando absorcdo na regido do ultravioleta
analogo ao presente no pico majoritario identificado na CLAE (item 4.3.2.),
possibilitando a formulacdo de hipotese que este composto pode ser, de fato, o
marcador analitico da espécie. Em complemento, a sugestdo dos compostos
fitoquimicos identificados nos extratos aquoso, hidroetandlico e em ambos,
conjuntamente com as referéncias de achados semelhantes no género, podem ser

visualizados nas Tabelas 19, 20 e 21, e nas Figuras 22, 23 e 24 respectivamente.
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Figura 21 - Espectro MS2 do pico em 38,1 min, com identificag&o pelo banco de dado banco
de dados Universal Natural Product Database - UNPD-ISDB como miricitrina.

A desreplicacdo dos extratos, se torna essencial como uma forma de compreenséo
das acdes farmacoldgicas e possiveis mecanismos de acdes in vitro e in vivo dos
extratos vegetais (CARVALHO et al.,, 2023). Com o avancar da tecnologia, esta
caracterizacao possibilita também, por estratégias de machine learning a predicéo de
aplicabilidades farmacolédgicas do extrato (WALDCHEN et al., 2018). No estudo, a
escolha do extrato hidroetandlico 80% possibilitou uma maior capacidade extrativa de
fendlicos e flavonoides, frente a extratos etandlicos (GARMUS et al., 2019). Contudo,
diante da avaliagdo na técnica hifenada do extrato aquoso, sua capacidade extrativa,
apesar de ter sido menor no estudo, apresenta indicativo de maior variabilidade dos
metabdlitos obtidos (GRZEGORCZYK-KAROLAK; KISS, 2018). Dessa forma,
possiveis variacdes de acdes entre 0s extratos avaliados pode-se dar em funcéo da

variabilidade qualitativa e quantitativa dos compostos.
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Tabela 19 - Anotacéo de possiveis compostos presentes no extrato aquoso de Pouteria guianensis (Aubl.)

Nomenclatura proposta

Extrato Composto TR (min) (Formula molecular) m/z [M-H] Principais fragmentos m/z (abundancia relativa) Referéncias no género
- . 85.0277 (32.1); 93.0324 (7.6); 127.0388 (15.0); (GORDON et al., 2011; MALTA et al., 2013; MEINHART et
1 1,6 acido quinico (CisH1407) 191.0561 191.0546 (100) al., 2019)
(DE SALES et al., 2017; GORDON et al., 2011;
2 16 galocatequina 305.0686 125.0246 (4.4); 261.0770 (4.3); 285.0409 (4.1); GUERRERO-CASTILLO et al., 2019; MALTA et al., 2013;
’ (C22H18011) ' 305.0686 (100.01); 306.0728 (27.4) SANTOS, M. M. S. et al., 2018; SOUZA et al., 2012;
TORRES-RODRIGUEZ et al., 2011)
3 26  4cidoisocitrico (CsHeO7) ~ 191.0198  111:0085(16.7); 154.9982 (5.4); 173.0092 (34.9); - aRA et al., 2021; GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
191.0208 (100.0)
4 365 4'-metoxi-naringenina 285 0617 261.0070 (29.2); 285.0617 (100.0); 359.0987 (GUERRERO-CASTILLO et al., 2019)
(C16H1405) (32.0)
) ) ) (FARIA et al., 2021; GORDON et al., 2011; GUERRERO-
5 38.4 quercetina-3-D-xilosideo 433.1617 223318%717258(2 ??)7941§§3‘12(3§87&(310%1§)1228 %5;86) CASTILLO et al., 2019; KAMALAKANNAN; RAYAR;
’ (C20H18011) ' ' (1"1 8’)_ Slé 1981 (17 '5)’ ’ MEGALA, 2016; PRABHU; SELVAM; RAJESWARI, 2018;
o ' ’ SATHISHKUMAR et al., 2011)
Aquoso 242.1762 (6.1); 563.2606 (7.3); 703.2627 (100.0)
6 40,6 voacamine (Ca3Hs2N4Os) 703.2627 ' = 1113_5137 '(3.’7) ) n -
apigenina-7-O-glicosideo 116.9275 (10.1); 174.9559 (7.7); 303.0910 (12.4); .
7 42,2 (Ca1H20010) 431.171 431.1710 (100.0): 432.1745 (34.6) (FARIA et al., 2021; FRANCA et al., 2016)
. . 132.9229 (59.5); 248.9606 (53.8); 271.2282 i
8 47,1 naringenina (C1sH120s) 271.2282 (100.0); 286.2498 (28.1); 455.3536 (34.4) GUERRERO-CASTILLO et al., 2019
kaempferol-7- 115.9203 (12.3); 297.1536 (9.3); 311.1691 (10.6);
9 51,1 neohesperidosideo 593.407 339.2006 (15.4); 383.3536 (18.4); 593.4070 KUBOLA; SIRIAMORNPUN; MEESO, 2011
(C27H30015) (100); 761.5986 (11.3)
10 51,9 diosmina (C2sHz2015) 607.4227 597.3936 (6.6); 607.4227 (100.0); 762.6006 (4.8) -
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Tabela 20 - Anotacdo de possiveis compostos presentes no extrato hidroetandlico 80% de Pouteria guianensis (Aubl.)

Nomenclatura

Extrato Composto TR (min)  proposta (Férmula m/z [M-H] Principais fragmentos m/z (abundancia relativa) Referéncias no género
molecular)
DE SALES et al., 2017; GORDON et al.,
. 2011; GUERRERO-CASTILLO et al., 2019;
catequina 245.0811 (6.5); 287.0554 (9.3); 289.0713 (100.0); ! . ’ V
11 37,3 (C15H1405) 289.0711 578.1381 (L.6) MALTA et al., 201:.3, SANTOS et al., ?018,
SOUZA et al., 2012; TORRES-RODRIGUEZ
etal., 2011
siringetina-3- 174.9554 (18.9); 377.1805 (42.2); 433.0760
12 38,4 galactosideo 507.1127 (20.1); 507.1127 (100.0); 508.1162 (24.2); -
(C23H24013) 555.2215 (29.6)
Hidroetanclico acido pigenico B 487.3400 (100.0); 555.3270 (9.2); 975.6900
80% 13 458 (C3§F?4805) 487.34 ( ) (12.6) ©
acido pigenico C 112.9860 (2.4); 174.9560 (2.4); 503.3390 (100.0); )
14 42 (C30H480s) 503.339 571.3260 (13.0); 639.3140 (3.8)
fortunellina 591.2592 (100.0); 613.2405 (4.6); 681.2284 (3.8); )
15 47.9 (CasH32014) 591.2593 1183.5234 (11.7)
3-GluA 255.2331 (1.2); 447.3345 (1.2); 591.2596 (26.0);
16 48,2 soyasapogenol B 633.2699 ' An . P ; o -

(C36Hs800)

633.2699 (100.0); 701.2571 (41.3)



https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/spectra/display/PS084707
https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/spectra/display/PS084707
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Tabela 21 - Anotacéo de possiveis compostos presentes nos extratos aquoso e hidroetandlico 80% de Pouteria guianensis (Aubl.)

Nomenclatura

Extrato Compost TR proposta (Férmula  m/z [M-H] Principais fragmentqs m/z (abundancia Referéncias no género
o] (min) relativa)
molecular)
17 46,9 acido ursdlico 455.354 455.3540 (100.0); 523.3410 (26.2); 591.3280 (DE SOUSA et al., 2019)
(C30H4803) (7.7)
N GORDON et al., 2011;
miricitrina 316.0225 (13.6); 317.0293 (4.9); 463.0885 i ' '
18 38,1 (C21H20012) 463.0885 (100.0): 464.0918 (22.9) GUERREROZ%?QSTILLO et al.,
10 385 kaerﬂg;i'}gg)'o' 4470038 283.0245 (16.4); 445.0770 (11.0); 447.0938  (KUBOLA; SIRIAMORNPUN;
' % PO ' (100.0); 893.1776 (14.6) MEESO, 2011)
AqUOSO € (C21H20011)
hidroetanolico 311.0767 (39.2); 446.1086 (14.4); 447.0918
80% kaempferol-3-O- 0767 (39.2); 446.1086 (14.4); 447.091 _ _
20 386 oo sidog 447 001g  (100.0); 461.0721 (22.1); 477.1020 (14.1); (KUBOLA; SIRIAMORNPUN:
! 9 ’ 563.1172 (30.0); 577.0471 (21.0); 615.0969 MEESO, 2011)
(C21H20011)
(39.5)
naringina 341.1138 (2.9); 441.2021 (4.0); 533.2491 i
21 40,6 (CarHz2012) 579.2544 (30.5): 579.2544 (100.0)
29 458 acido pigenico A 471.3485 112.9826 (5.1); 248.9748 (3.2); 471.3485 (REN et al., 2019)

(C30H4804)

(100.0); 539.3362 (37.8); 607.3216 (17.5)



https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/spectra/display/MetaboBASE0150
https://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/spectra/display/MetaboBASE0150
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Figura 22 - Estruturas dos possiveis compostos presentes no extrato aquoso de Pouteria
guianensis (Aubl.).
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Figura 24 - Estruturas das possiveis substancias presentes nos extratos aquoso e EHE80%

de Pouteria guianensis (Aubl.).
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Ademais, é possivel ver nas Tabelas 19, 20 e 21, a riqueza de compostos cujo nucleo
principal jA havia sido previamente relatado na literatura. Destes, alguns se
correlacionam diretamente com atividades relatadas da planta como acgao
antidiabética e acdo antimicrobiana conhecida do acido quinico (BENALI et al., 2022)
e atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva de derivados de quercetina (LI et al.,
2016; SHUKLA et al., 2019).

Contudo, algumas outras substancias como os acidos pigenicos B e C, pouco
estudados devido a menor abundéancia na natureza, precisam de maiores
averiguacbes e investigacdes para serem confirmadas na espécie (BAGAL et al.,
2023). Ademais, a presenca de alguns metabdlitos, sugerem a investigacao de outras
atividades farmacolégicas no género, como por exemplo atividade ansiolitica,
caracteristica de derivados da apigenina (SALEHI et al., 2019) e modulacdo de
parametros hematolégicos, descritos para a diosmina (SCHASTLIVTSEV et al., 2020).
Em complemento, a presenca de compostos como a voacamina justificariam acdes
antitumorais no género (VON LINNE, 2007) haja visto esta caracteristica dos
alcaloides, que necessitam de maior nivel de elucidacao entre espécies de Pouteria
spp..

Diante da extracdo e identificacdo dos compostos, sugere-se a necessidade de
analises com maior nivel de complexidade, como andlises metabolémicas e
protedbmicas (MARTINS-DE-SOUZA, 2014). Desta forma, seria possivel avaliacéo de
uma maior quantidade de moléculas endbgenas especificas da bioquimica celular,
especialmente aquelas de carater majoritariamente apolar, o qual ndo foi possivel

avaliar com os extratos de elevada polaridade obtidos (CHEN; LI; XU, 2022).

4.3.8. Analise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-ESI-QTRAP-MS/MS)

A analise espectrométrica com analisador do tipo triplo-quadrupolo possibilitam a
ampliacdo da resposta do analito, potencializando a resposta instrumental e assim se
tornando uma técnica de alta sensibilidade (PEREZ et al., 2013).
Optou-se pelarealizacéo desta segunda técnica hifenada a espectrometro de massas,
haja visto que apesar dos preditivos da presenca da miricitrina pelas analises
supracitadas (ltens 4.3.3., 4.3.6., 4.3.7.) ndo podemos descartar a possibilidade do

pico analitico ser referente a outras substancias que possuem m/z proximos, como é
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0 caso da isoquercitrina, que € distribuida em outras espécies do género
(SATHISHKUMAR et al., 2011).

Desta forma pesquisou-se duas fragmentacgoes, referenciadas no MassBank (HORAI
et al., 2010), no modo positivo e negativo. Os resultados do cromatograma de ions
totais, e das faixas de transicdo podem ser visualizadas na Figura 25,
correspondendo a perda do fragmento de ramnose (m/z 146), o acucar presente no
esqueleto de miricetina (genina da miricitrina) e quebra do anel B do esqueleto
flavonoidico (m/z 46). Ademais, este perfil ndo corresponde ao da isoquercitrina,
confirmando a predicao da substancia presente no extrato corresponder ao flavonoide
indicado inicialmente (KRASTEVA; NIKOLOV, 2008; TIBERTI et al., 2007).

A +/- TIC MRM (** -> **) Myricitrin_50 ng_pL_establizacao 1.d (Myricitrin_50 ng_pL_establizacao 1)
£ x103
3
o
o 4
3.5+
3,
2.5+
2,
1.5+
1,
0.5
1.‘1 1.‘2 113 1[4 1.‘5 116 117 1‘.8 1.‘9 2‘ 2[1 2.‘2 2[3 2[4 2‘.5 2.‘6 2[7 218 2.‘9
Acquisition Time (min)
B |+ MRM (465.0 -> 319.0) Myricitrin_50 ng_... C|463.0->316.0, 463.0 -> 317.0 , 463.0 -> 2
£ x10%|  1.451min. £ x102 | Ratio = 31.0 (96.2 %)
g Myricitrin é | Ratio=0.4 (88.1 %)
N Ratio = 1.4 (167.6 %
4+ 48519 4 " (167.6 %)
3 3
2 2
1 19
0 04
T T T T T — I — —
12 1416 1.8 2 22 12 14 16 1.8 2 22
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Figura 25- Cromatograma de ions totais obtidos do extrato EHE80% de Pouteria guianensis
(Aubl.) obtidos na analise por CLAE-QTRAP-MS/MS (A) e espectros com faixa de fragmentacao
no modo positivo (B) e negativo (C).

4.3.9. Caracterizacao histoldgica e histoquimica
A avaliacdo botanica de P. guianensis, com relacao a seu carater macroscopico € bem
relatado pela literatura, se diferindo das demais espécies do género por apresentar

corola de quatro pétalas, I6bulos com margem ciliada e sépalas de igual comprimento,
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estaminédios subulados e glabros (ALVES-ARAUJO; SWENSON; ALVES, 2014).
Contudo, a demanda de estruturas reprodutivas dificulta a sua caracterizacao, haja
visto a labilidade do pedunculo floral, o qual torna estas estruturas frageis, com
dificuldade de ser mantido de forma integra. Desta forma, as andlises histoldgicas se
tornam valoroso recurso de avaliacdo morfogénica e diferenciacdo de espécies
vegetais (BARTOS et al., 2018; YEUNG, 1999).

Na Figura 26, pode-se avaliar os cortes histologicos das folhas e do peciolo de P.
guianensis. E possivel observar que as folhas apresentam epiderme simples e glabra
com presenca de cuticula espessa com ondulacbes aparentes e estdmatos
localizados na face abaxial. O mesofilo € dorsiventral com 2 camadas de parénquima
palicAdico e 4-5 camadas de parénquima lacunoso, com amplos espacgos
intercelulares, e presenca de laticiferos. Nas nervuras secundéarias os feixes
vasculares sao envoltos por uma bainha esclerenquimatica conectando as epidermes
adaxial e abaxial. O feixe vascular € classificado como anficrival com presenca de
fibras. A nervura central é biconvexa com epiderme unisseriada, cuticula espessa com
alguns tricomas, parénquima com idioblastos e cortex permeado por idioblastos
cristaliferos e resiniferos. Apresenta dois arcos colaterais, com medula
parenquimatica que possui idioblastos resiniferos.

Com relacdo ao peciolo tem-se que apresenta epiderme simples com cuticula
espessa e tricomas. Apresenta cértex parenquimatico permeado por laticiferos. O
cilindro vascular apresenta fibras em seu arredor com crescimento secundario
(sistema e floema dispostos radialmente), e possui medula parenquimatica.

Na literatura, encontrou-se a realizacao de cortes histolégicos apenas de folhas de P.
gardneriana Radlk, com poucas descri¢cdes botanicas. Neste estudo de Leite et al.
(2017) destaca-se a propriedade hipostomatica das folhas (estomas apenas na regiao

abaxial), sendo esta avaliagéo nao realizada no estudo.



re

PECIOLO

FOLHAS

Figura 26 - Perfil histol6gico em laminas das folhas e peciolo central de Pouteria guianensis (Aubl.) realizadas em micr6tomo rotativo coradas
com Astra blue e safranina (9:1).

Legenda: Cx- cortex, Es- esclerénquima, FI- floema, La- laticifero, Me- medula, PL- parénquima lacunoso e PP- parénquima palicadico
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Com relacéo as analises histoquimicas (Figura 27), € possivel observar teste positivo
para todos os metabdlitos investigados, sendo os flavonoides (azul) presentes
majoritariamente no cortex da folha e do peciolo e nos parénquimas peciolares; 0s
alcaloides (amarelo a amarronzado) préximos as paredes celulares, os compostos
fendlicos (marrom a preto) amplamente distribuidos em ambas as estruturas
avaliadas, os terpenoides (azul a roxo) presentes no cortex e os lipideos (alaranjado),
dentro dos laticiferos. De forma confluente, este ultimo resultado é comum de ocorrer
a outras espécies com riqueza de latex, como a Manilkara zapota (L.) P. Royen
(Sapotaceae), a qual apresenta o teste SUDAN (lipideos) positivo em toda a regido
préxima a cuticula vegetal (MOURA et al., 2019). Ademais, ressalta-se o teste para
alcaloides (Draggendorf), o qual apresentou consideravel resposta no ensaio,
indicando a necessidade de maior investigagéo desta classe de metabolitos especiais,

apesar da auséncia de dados que corroborem com o achado na literatura.
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Figura 27 - Perfil histoquimico em laminas de Pouteria guianensis (Aubl.) realizadas em
cortes livre com aumentos de 10x e 40x.
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4.3.10. Avaliacdo da atividade antioxidante de P. guianensis

As espécies vegetais, por estarem expostas a diversos fatores estressores (condi¢cdes
climéticas, exposicdo ao sol e deficiéncia de nutrientes) possuem elevadas
concentracdes de espécies reativas a oxigénio (ROS), desenvolvendo a propriedade
antioxidante como forma de sobrevivéncia (CHAVES; SANTIAGO; ALIAS, 2020; WAN
et al., 2022). Para verificagcdo do potencial antioxidante das plantas existem diversos
métodos in vitro e in vivo que possuem diferentes mecanismos, com diferentes
sensibilidades e aplicabilidades (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; OLEINIK et
al., 2022).

Dentre os testes para realizar a avaliagdo da atividade antioxidante in vitro de
derivados de produtos naturais pode-se citar o método de reducdo da molécula
radicalar 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), segundo a reac&o quimica (I), o qual foi
descrito inicialmente por MANZOCCO et al. (1998). Por este método, a reducao da
substéancia radicalar promove alteracdo de sua coloracéo de violeta para amarelo, com
calculo da alteracao da absorbéancia da coloracdo do DPPH em contato com a amostra
(ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013). O processo de oxirreducdo que ocorre esta
representado na reacédo | sendo as substancias fendlicas os compostos bioativos que
majoritariamente apresentam acdo no modelo (ACSOVA; MARTINIAKOVA;
HOJEROVA, 2019). Ademais, sabe-se que o método apresenta robustez
experimental, e apesar de sua simplicidade, consegue detectar grande niumero de
variaveis na amostra, como a concentracao de hidrogénios reativos, necessitando, por
isso, cuidado na escolha do solvente diluente para que este nao influencia na
realizacdo do teste (SHAHIDI, 2015).

O,N N—N All —» ON N—N A

- O - O o

Violeta Amarelo
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Com relacéo a atividade antioxidante dos diferentes extratos estudados, o resultado
obtido pode ser visualizado na Figura 28A, na qual classificou-se como ativo todos os
extratos que apresentassem até 50% da propriedade antioxidante do extrato mais
ativo (extrato hidroetandlico 30%, com 42,50 + 1,83% de reducéo radicalar). Desta
forma, os extratos hidroetanolico a 100%, metandlico, acetato de etila, hexanico e
cloroférmico foram caracterizados como ndo ativos. Ressalta-se que o teste foi
realizado na concentragdo de 50 pug/mL pois é relatado na literatura que extratos que
apresentarem IC50 < 50 pg/mL s&o altamente ativos, 50 ug/mL < IC50 < 100 pg/mL
apresentam moderada atividade antioxidante e IC50 = 200 pg/mL n&o apresentam
atividade antioxidante consideravel (SIMIRGIOTIS et al., 2016). Desta forma, pela
Figura 28A sugere-se que nenhum extrato apresenta elevado teor antioxidante,
tornando a categoriza¢ao antioxidante ativa ou inativa realizada no trabalho em fungéo
da acdo dos diferentes extratos, de forma empirica, e ndo de sua classificacdo
conforme a literatura.

Na Figura 28B, pode-se ver a distribuicdo dos componentes principais do modelo
quimiométrico que foi desenvolvido a partir da interpolacdo dos dados do perfil
qguimico cromatografico dos 15 extratos obtidos (considerando os 45 diferentes picos
cromatograficos selecionados) com a sua caracterizacdo de atividade ou inatividade
frente ao modelo de DPPH. Isto se torna relevante, uma vez que as analises
quimiométricas buscam a reducdo de dados analiticos sem perda de informacdes
importantes do modelo. Desta forma, os componentes principais sao as percepcdes
multifacetadas dos dados adquiridos, com calculo matematico da previsibilidade
estatistica, denominados Componentes Principais (CP) (SHLENS, 2014). Desta
forma, o elevado percentual de CP1 e CP2 (64,5% e 31,6%, respectivamente)
demonstram a coeréncia do critério de atividade e inatividade escolhidos, tal como a

concordancia com os dados quimicos.
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Figura 28 - Analise antioxidante por DPPH dos extratos de Pouteria guianensis (Aubl.) (A),
dispersdo dos componentes principais dos extratos ativos e nédo ativos (B) com andlise de
componentes principais (Cp1xCp2) (C) e demonstracdo por mapa de calor dos picos
cromatogréficos (D), agrupamento hierarquico (E) e analise de VIP socres (F).
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De forma confluente com isto, tem-se que com a analise de PCA demonstrou a
capacidade de separacdo entre 0s extratos ativos e nado ativos (Figura 28C). A
estratégia multifatorial utilizada, relaciona bidimensionalmente os aspectos das
amostras e possibilita demonstrar seu agrupamento em dois diferentes segmentos
(SANTOS, et al., 2019). Contudo as analises de agrupamentos hierarquicos em
funcdo da média e da variancia amostral (Figura 28D e 28E, respectivamente)
indicam que extratos de baixo grau de alcoolatura (0%, 10% e 20%) e 90%,
apresentaram atividade no modelo, indicando que a pobreza quantitativa dos
compostos detectados no CLAE, ndo impediram a sua a¢éo, viabilizando a formulagéo
da hipétese de que esta atividade pode se originar, também, por compostos néo
detectados no DAD.

Ressalta-se que existem relatos para o género de extratos hidroetandlicos (95%) que
nao apresentaram atividade modelo de DPPH porém foram ativos em outros modelos
como o de ABTS (FARIA et al., 2021). Diante disso, explicita-se que mais andlises
sdo necesséarias antes da afirmacdo da ndo atividade antioxidante das amostras
avaliadas.

A Ultima andlise quimiométrica (Figura 28F) realizada faz parte de um conjunto maior
de analises denominada proje¢cdes ortogonais para estruturas latentes (traduzido de
Orthogonal Projections to Latent Structures - OPLS) intitulada VIP scores (Variable
Influence on Projection) (GALINDO-PRIETO; ERIKSSON; TRYGG, 2015). Nesta
analise, correlacionou-se os picos cromatograficos (auséncia e presenca), tal como
intensidade quando ocorrente com a atividade antioxidante (GALINDO-PRIETO;
ERIKSSON; TRYGG, 2014).

Nesta, foi possivel observar dois picos com valor de VIP scores maior 3, sendo os
principais na analise. Destes, tem-se que o pico 10 (identificado, possivelmente, como
miricitrina no item 4.3.8.), foi 0 que mais se correlacionou com a atividade do extrato
e 0 pico 44 (naregiao final do cromatograma) o que esteve mais presente nos extratos
nao ativos.

A aplicabilidade da quimiometria no trabalho, fomentou a escolha de extratos para
avaliacdo da atividade anti-inflamatdria, antinociceptiva, antiangiogénica e citotoxica
da espécie, haja visto que a aplicacdo estatistica no contexto de extratos possibilita a
visualizacdo mais clara acerca de suas semelhancas, diferencas e bioatividades
(parte Ill desta dissertacdo) (ABOLLINO et al., 2011). Desta forma, escolheu-se os
extratos aquosos (EA) e extrato hidroetandlico de 80% (EHE80%), devido a
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diversidade quimica apresentada entre os extratos, principalmente o elevado teor de
miricitrina.

Diante da escolha dos extratos, construiu-se duas curvas analiticas em triplicata no
modelo de DPPH com 7 pontos avaliados (25, 50, 75, 100, 125, 150 e 175 pg/mL para
o EA e 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 75 pg/mL para o EHE80%) para céalculo do ICso. As
curvas analiticas construidas foram iguais a Y = 0,4649*X + 11,52; R>=0,9922 (ICs0 =
82,77 upg/mL) e Y = 1,096*X + 7,607; R?=0,9916 (ICso = 38,68 pug/mL),
respectivamente. Apesar do amplo nimero de estudos da atividade antioxidante das
plantas do género, tem-se que a parte vegetal com mais resultados séo os frutos, ricos
em compostos fendélicos (ASEERVATHAM et al., 2014), contudo, os extratos obtidos
de folhas de P. guianensis apresentaram capacidade antioxidante maior do que as
diferentes partes vegetais de outras espécies, como P. caimito e P. campechiana
(ASEERVATHAM et al., 2014; MONTERO et al., 2018). Em complemento, extratos
aguosos das folhas de P. caimito foram as Unicas avaliadas frente ao modelo com
este diluente, e apresentou ICso menor do que o obtido (36,1 pg/mL), sem avaliacao
de extrato hidroetandlico 80% (FRANCA et al., 2016).

Contudo, é de conhecimento a elevada influéncia sazonal que as espécies vegetais
sofrem, refletindo em alteracdo de diversos parametros fisico-quimicos (SANTOS-
SILVA; SANTOS; SANTOS, 2022; WRIGHT, 1996). Desta forma, para validacdo da
caracterizacao da droga vegetal de P. guianensis, teve-se a necessidade da avaliagcdo
da droga vegetal nas diferentes estacoes, realizando assim a parte Il deste trabalho.
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PARTE 2

Avaliacdo sazonal de Pouteria guianensis (Aubl.): perfil fisico-quimico,

andlises cromatograficas e atividade antioxidante.
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5. AVALIACAO SAZONAL

5.1. Materiais, Equipamentos e reagentes
5.1.1. Equipamentos, instrumentos, aparatos e vidrarias

— Algodao;

— Balanca analitica;

— Bal&o de fundo redondo;

— Bal&o volumétrico de 10,0 mL;

— Bal&o volumétrico de 250,0 mL;

— Banho Maria (NovaTecnica);

— Cadinhos de porcelana;

— Centrifuga (Edutec, EEQ-9004113);

— Coluna cromatografica C18 (NST; 250 mm x 4.6 mm x 5 yum);

— Coluna de condensacéo;

— Cromatografo Liquido de alta eficiéncia (Shimadzu LC-20A) com detector de
arranjo de diodos (Shimadzu SPD-20A);

— Cromatoplaca de gel de silica GF254;

— Espectofotdmetro (TECAN Infinite 200 PRO);

— Estufa (Solab SL-1001A);

— Estufa com circulacao de ar;

— Filtro de fase mével PVDF 0,45 um (Millipore Industrias e comércio);

— Membrana filtrante para seringas, nao estéril, PVDF 0,45 um (Millipore,
Merck);

— Funil de separacéo;

— Funil de vidro;

— Lampada UV (Spectrocline ENF-260C);

— Ultrapurificador de dgua (Direct-Q 30V);

— Mufla (Fornos Lavosier, 402C);

— Papel de filtro qualitativo (Unifil);

— Papel de filtro quantitativo (J. Prolab, L0540);

— Pesa filtro;

— Pipeta de Pasteur;

— Pipeta volumétrica 100 pL;

— Pipeta volumétrica 1000 pL;

— Pipeta volumétrica 5000 pL;

— Placa de aquecimento com agitagéo (Corning PC-420D);

— Cromatoplaca de gel de silica GF254;

— Rotaevaporador (IKA RV3 eco);

— Tubo Falcon de 15 mL e 50 mL;

— Ultrapurificador de agua (Milli Q, Direct-Q 30V);

— Ultrassom (Ultronic Q3.0140A);

5.1.2. Solventes, reagentes e substancias quimicas de referéncia

— 2-difenil-1-picrilhidrazil, Aldrich;
— Acetato de etila P.A., Neon;
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— Acetona P.A., Dinamica;

— Acetonitrila, grau CLAE, Sigma Aldrich;
— Acido acético P.A., Synth;

— Acido cloridrico P.A., Dinamica;

— Acido férmico P.A., Synth;

— Acido fosfomolibdico, Dinamica;

— Acido fosférico P.A., Synth;

— Carbonato de sédio, Exodo;

— Cloreto de aluminio, Dinamica;

— Difenilborato de amino-etil éster P.A. Sigma Aldrich;
— Etanol P.A. Ciaviico;

— Metanol P.A., Ex6do;

— Metanol, grau CLAE, Sigma Aldrich;
— Metenamina, Merck;

— Pirogalol, Synth;

— P6 de pele, Sigma Aldrich;

— Quercetina = 95%,, Aldrich Chemistry;
— Tungstato de sédio, Dinamica.

5.2. Metodologia

Coletas sazonais do individuo de P. guianensis localizado no JB/FPMZB-BH
(BHCB210380) foram realizadas nos meses de agosto/2022 (inverno); outubro/2022
(primavera); fevereiro/2023 (verao) e abril/2023 (outono). Como critério de escolha do
individuo para o desenvolvimento da avaliacdo sazonal optou-se pela disponibilidade
de material vegetal e viabilidade de coleta nos momentos necessarios.

5.2.1. Analises cromatograficas
O perfil cromatografico das amostras nas diferentes esta¢des foi avaliado com o intuito
de verificar a estabilidade da biossintese dos marcadores escolhidos e a variabilidade
dos demais fitoquimicos. Para isso, selecionaram-se os métodos de CCD (avaliacao
de flavonoides e taninos, item 4.3.2.) e CLAE (item 4.3.3.) para sua compreensao. As
analises foram realizadas apoés coleta de todas as esta¢fes, mantendo as amostras

pulverizadas em frasco hermético sob abrigo de luz.

5.2.2. Atividade antioxidante
A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos aquoso, hidroetandlico (etanol:agua
80:20; v/v) e de acetato de etila foi realizada por metodologia de reducdo de DPPH

conforme descrito no item 4.2.10. Estas amostras foram avaliadas por CLAE conforme
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item 4.3.3. com avaliacdo quimiometrica de interpolacdo de seu perfil constitutivo e
suas respectivas propriedades antioxidantes conforme descrito em 4.2.11..

Em complemento, realizou-se avaliagdo da propriedade redutora do extrato
metandlico de P. guianensis por cromatografia em camada delgada. Para isso, fez-se
cromatoplaca conforme item 4.3.2., sendo utilizado na revelacdo do sistema
cromatografico, solucdo de DPPH 300 uM preparado no momento da realizacdo do
teste (RENAULT et al., 2014).

5.2.3. Analises fisico-quimicas
Realizou-se os ensaios de perda por dessecacao, determinacdo de cinzas totais e
cinzas insoluveis em &cido de forma gravimétrica conforme descrito pela Farmacopeia
Brasileira, 6 edicdo - FB6, (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). Em complemento
realizou-se a quantificacédo de flavonoides totais expressos em hiperosideo utilizando
como referéncia a monografia de Calendula officinalis L. (FB6) e a quantificacdo de
taninos totais expressos em pirogalol, seguindo a monografia de Hamamelis virginiana
L. (Farmacopeia Brasileira, 2019). Os resultados obtidos em todas as avaliacdes
foram comparados por Anova de Unica via, com analise de variancia de Brown-
Forsythe test, homoscedasticidade por D'Agostino-Pearson omnibus (K2) e post-teste
de Tukey. Em todos os casos foi necessario utilizar correcdo para variancia e obteve-

se normalidade dos dados.

5.3. Resultados e discusséo
5.3.1. Analises cromatograficas

A diversidade de metabdlitos produzidas por espécies vegetais se modulam devido as
condicdes de cultivo, crescimento, estresses bioticos e abidticos que alteram sua
capacidade bioquimica e expressao diferencial de diferentes classes de compostos
(WANG, S. et al., 2019). Esta influéncia vem se acentuando, inclusive, diante das
mudancas climéticas planetarias, o que fazem com que a caracterizacdo da
biodiversidade vegetal se torne um fenbmeno continuo que sempre demandara
atualizacdes (XU; WENG, 2020).

Dentre as classes de variacdo, podemos citar as diversidades de oscilacdo do perfil
guantitativo e qualitativo de flavonoides e compostos fendlicos em geral (SHI et al.,
2022; THAKUR; KAPILA, 2017). Desta forma, esta se tornou uma preocupacao do

trabalho haja visto que marcadores bioquimicos devem ser robustos para serem
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utilizados como diferenciadores entre espécies, resistindo a variabilidades de
modificacdes metabdlicas sazonais (ZAHOOR et al., 2022). Desta forma, fez-se

analise por CCD que pode ser visualizada na Figura 29.

Legenda:

a. Inverno
Rf = 0.41 b. Prirrﬂnavera

c. Verao

d. Outono

Figura 29 - Avaliagdo sazonal de Pouteria guianensis (Aubl.) por cromatografia em camada
delgada com enfoque em flavonoides (A) e compostos fendlicos (B) e seus marcadores,
revelados com reagente de produto natural.

Com relacéo a avaliacdo focada em flavonoides, foi possivel observar de forma
caracteristica em todas as esta¢gdes a mancha com Rf préximo a 0,80 e auséncia de
mancha com Rf proximo a 0,64; a qual diferenciava a espécie da P. torta. (item 4.3.2.)
Contudo, na avaliacéo de fendlicos, apesar da mancha caracteristica da espécie com
Rf = 0,41 estar presente nas esta¢fes de inverno e primavera, sua presenca se torna
muito sutil nas estagfes de verdo e outono. Desta forma, apesar de importante a
caracterizacdo de fendlicos em geral, a diferenciacdo de P. guianensis das demais
espécies de Pouteria spp. se torna facilitada com o método de avaliacdo de
flavonoides.

Na andlise por CLAE (Figura 30) é possivel visualizar com maior nivel de
detalhamento as diferencas obtidas entre os metabdlitos. Nestas, € possivel observar
maior variabilidade quantitativa para os picos cromatograficos de 20 a 30 min nos
extratos aquosos, nos picos de 35 a 45 min nos extratos hidroetanélicos 80% e de
acetato de etila, sendo este ultimo, caracterizado pela maior variagdo concomitante

nos picos de 50 a 65 min.
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Figura 30 - Perfil cromatografico das folhas de Pouteria guianensis (Aubl.) em quatro
diferentes estacdes, extraidas com agua (A), solucao hidroetandlica a 80% (B) e acetato de
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A avaliacdo de plantas ricas em flavonoides e compostos fendlicos ndo apresentam
consenso com relacéo a estacdes ou condi¢des climaticas de maior favorecimento de
producdo destes metabdlitos (ARAUJO et al., 2022; SHI et al., 2022; ZHOU et al.,
2019), inclusive ndo é raro que a producdo de flavonoides seja inversamente
proporcional a das demais classes fendlicas, devido a biossintese de vegetal de
ambas as classes, as quais podem ser concorrentes na demanda de intermediarios,
0 que se ilustra pelas analises em CLAE de P. guianensis (GOMES et al., 2021,
ZHANG et al., 2022).

5.3.2. Atividade antioxidante
Com a \variabilidade nas diferentes estacbes dos metabdlitos ocorre,
consequentemente, uma oscilacdo nas propriedades de acdo farmacologica do
vegetal, sendo esta uma caracteristica importante de se conhecer para averiguacéo
do melhor momento do ano para coleta enfocando as finalidades a que a droga vegetal
se destina (SIVACI; DUMAN, 2014). Dentre estas, a propriedade antioxidante € uma
acao terapéutica diretamente afetada por fatores sazonais, haja visto que quanto
maior o grau de exposicdo solar vegetal, maior sera a necessidade de agentes
antioxidantes para sobrevivéncia da planta, sendo o método de reducédo por DPPH
altamente sensivel a estas flutuacdes (RATHORE et al., 2022; SARTOR et al., 2013).
Com a necessidade de identificacdo de possiveis compostos que sejam responsaveis
a esta atividade, aspergiu-se sobre as duas diferentes cromatoplacas (com o método
selecionado para flavonoides e para fendélicos) solucdo de DPPH 300 uM. Este teste
pode ser avaliado na Figura 31 onde € possivel visualizar que na cromatoplaca com
maior riqueza de flavonoides (Figura 31A), toda a regido onde a amostra percorreu
apresentou atividade antioxidante (com descoloracdo do DPPH) impossibilitando o
elencamento de quais manchas possivelmente se correlacionam com a atividade. Em
contrapartida, na cromatoplaca com maior riqueza de compostos fendlicos (Figura
31B) tem-se que a regido de maior descoloragéao apresenta Rf < 0,5, o qual, quando
revelado com reagente natural, demonstrou ser a regido de maior prevaléncia de
flavonoides, indicando que esta classe € a maior responsavel por esta acdo na
espécie. Contudo, foi possivel observar uma maior quantidade de manchas e de maior
intensidade na primavera, indicando maior concentracdo de metabdlitos antioxidantes

nesta estagao.
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Figura 31 - Avaliacdo sazonal de extratos metanélicos de Pouteria guianensis (Aubl.) por
cromatografia em cada delgada com enfoque em flavonoides (A) e compostos fenélicos (B) e
seus marcadores, revelados com DPPH 300uM no inverno (A); primavera (B); verao (C) e
outono (D).

O resultado obtido era esperado, haja visto que ja se tem relatado que apesar de
outros compostos fendlicos apresentarem propriedade redutora, esta é mais
acentuada nos derivados flavonoidicos do que outras classes como acidos fendlicos
(GHASEMZADEH, 2011; SROKA, 2005). Desta forma, avaliou-se trés diferentes
extratos frente a atividade antioxidante, o extrato aquoso e o hidroetandlico (80%) pois
apresentam bons quantitativos de flavonoides, e o extrato de acetato de etila, com
menor propor¢cdo desta classe de metabdlitos para validacdo desta hipotese. Os
resultados da atividade antioxidante e da AAH, do perfil cromatografico por CLAE
obtido dos extratos pode ser visualizado na Figura 32.

Com os resultados foi possivel observar que os trés diferentes extratos preparados
apresentaram pior atividade antioxidante na coleta de inverno e melhor atividade na
coleta de ver&o, o que sugere gque a exposi¢cdo solar no individuo P. guianensis pode
ter influenciado diretamente na formacdo desta classe metabdlica (ZHANG et al.,
2019; ZHU et al., 2018). Contudo, o achado é importante haja visto que, em plantas
ricas em compostos volateis, como os frutos do género, existe uma co-influéncia entre
estes e a producdo de fendlicos que podem induzir maior producdo de compostos
antioxidantes em outras estagdes, como 0 inverno nas demais partes vegetais
(LIANOPOULOU; BOSABALIDIS, 2014). Explicita-se que apesar de existirem relatos
de 6leos essenciais das sementes e polpa dos frutos de diversas espécies de Pouteria
spp., hao existe relato do 6leo das folhas, fazendo com que esta influéncia metabdlica
precise ser melhor elucidada (GUERRERO-CASTILLO et al., 2021; PAI; SHENOY K.,
2021; RODRIGUEZ et al., 2018)
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Figura 32 - Atividade antioxidante dos extratos aquoso, EHE80% e acetato de etila de
Pouteria guianensis (Aubl.) nas quatro diferentes estagdes e andlise de agrupamentos
hierarquicos de seu perfil quimico.

Um fator que demanda atencdo foi a elevada atividade antioxidante dos extratos
menos polares, excetuando-se pela coleta realizada no inverno. Isto, provavelmente
se correlaciona com a presenca de compostos terpénicos e proantocianidinas aos
quais podem estar correlacionados com a regido do cromatograma da amostra
visualizado na Figura 30 nos tempos de 50-65 min, em que é possivel observar um
aumento na concentracao nas demais estacoes, se comparado ao inverno. Ademais,
sabe-se que estas classes, como as proantocianidinas, apresentam reconhecida
propriedade antioxidante (TURKIEWICZ et al., 2019; WANG; CHEN; HOU, 2019) além
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de ser amplamente distribuida no género (DO et al., 2023; FITRIANSYAH;
FIDRIANNY; HARTATI, 2020).

Em complemento e consonancia a esta suposicdo, € perceptivel pela analise de
ADMQP demonstrada na Figura 33, a qual ilustra que as quatro estacdes apresentam
perfil quimico no CLAE consideravelmente distinta, a presenca de picos
cromatograficos que sao mais expressos em cada momento do ano com VIP scores
> 2. Neste é possivel perceber que compostos com espectro na regido ultravioleta
caracteristicas de flavonoides, pico 16, (TANIGUCHI et al., 2023), &cidos fendlicos,
picos 33 e 39 (GUTIERREZ-VELAZQUEZ et al., 2018; MIRA et al., 2008), e
proantocianidinas, pico 55 (GOMES et al., 2019), se correlacionam com as diferentes
estacbes, demonstrando que apesar de uma variabilidade metabdlica, existe uma
riqueza de compostos antioxidantes em todos os momentos em que houve a coleta,
0 que viabiliza a utilizacdo vegetal independente do momento sazonal, para esta

finalidade.
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Figura 33 - Andlise discriminante de minimos quadrados parciais com espectro na regido do
ultravioleta de picos com VIP scores >2.
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Ademais, sabe-se que estas trés classes apresentam propriedade anti-inflamatéria
conhecida, prenunciando a utilizacdo vegetal para esta finalidade independente do
momento de coleta (GINWALA et al., 2019; KOUDOUFIO et al., 2021; KUMAR, N.;
GOEL, 2019). Contudo, a variacdo sazonal observada se torna critica diante dos
parametro de toxicidade, uma vez que o perfil toxicolégico vegetal se altera conforme
a concentracdo de metabdlitos, demandando uma futura avaliacdo critica da

seguranca da espécie ao longo do ano (GUNE et al., 2020; LUZ et al., 2020).

5.3.3. Analises fisico-quimicas

Além da variabilidade analitica de substancias quimicas, o processo de
monitoramento fisico-quimico de espécies vegetais é valoroso recurso no controle de
qualidade de drogas vegetais (FITZGERALD; HEINRICH; BOOKER, 2020). Destes
podem-se citar a perda por dessecacao, que reflete o teor de compostos volateis a
105 °C, haja visto que a atividade de volateis apds o processo de estabilizacédo
vegetal, se correlaciona diretamente com a estabilidade da droga vegetal (OLIVER;
WOOD; O'MAHONY, 1997), e as cinzas totais e insoluveis responsaveis por
determinar de forma indireta a quantidade de compostos inorganicos e derivados
silicios, respectivamente, comumente atrelados a finalidade terapéutica de plantas
medicinal (KUMAR, S.; KUMAR; SINGH, 2020), além de refletir possiveis ambientes
de cultivo com contaminac¢des inorganicas (KIM et al., 2011). Conjuntamente estes
parametros ajudam a monitorar a contaminacdo por outras espécies vegetais e
controle da cadeia logistica de cultivo, colheita, transporte e distribuicdo de plantas
(PRAKASH et al., 2019).

Desta forma, pode-se visualizar na Tabela 22 o doseamento dos diferentes
metabalitos e parametros fisico quimicos do individuo de P. guianensis nas diferentes
estacdes. Em complemento, diante a variabilidade dos parametros fisico-quimicos em
funcdo do ambiente em que a planta se encontra, pode-se visualizar na Tabela 23 as
condicdes climéaticas em Belo Horizonte (cidade da coleta) de acordo com o Instituto

Nacional de Meteorologia do Brasil, no dia de coleta das amostras (INMET, 2023).
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Tabela 22 - Controle de qualidade fisico-quimico da droga vegetal de Pouteria guianensis
(Aubl.) em quatro diferentes estagdes

Estacdo (média + DPR)

Ensaios
Verdo Outono Inverno Primavera
Perda por dessecacéo (%) 7,69 + 3,472 7,79 + 3,362 5,80+ 2,81 10,03 +0,66¢
Flavonoides totais (%) 0,46 + 1,052 0,63 +1,52° 0,33+0,74¢ 0,76 + 1,58¢
Taninos totais (%) 20,95+4,382 19,70 +2,662> 18,24 +3,69° 8,52 +1,98¢

Doseamento por CLAE
(Mg/mL expressos em quercetina)

Cinzas totais (%) 503+1,122 6,09 + 1,28° 3,98+0,71¢ 3,95+0,18¢

20,78 +1,500 36,40+1,94> 2259+2572 19,23 +2,212

Cinzas insoluveis (%) 1,17 + 1,212 0,70 £ 1,02 281 +2,77¢ 0,96 +1,47¢

Legenda: DPR-Desvio padrdo Relativo; Letras iguais na mesma linha representam amostras cuja
comparacao ndo demonstram diferenca estatistica (p>0,05) por anélise de Anova de Unica via.

Tabela 23 - Condicdes climaticas e ambientais em Belo Horizonte nas datas de coleta de
Pouteria guianensis (Aubl.) (Dados Instituto Nacional de Meteorologia do Brasil, 2023).

Umidade Relativa Temperatura (°C)

Data de coleta Estacéo Chuva (mm)
(%) Minima Maxima
14/02/2023 Veréo 50 0 24,4 32,9
15/04/2023 Outono 59 1,4 19,4 28,6
02/08/2022 Inverno 37 0 17,2 27,8
20/10/2022 Primavera 47 14,6 23 34,4

Com o conjunto dos dados é possivel observar elevada flutuacéo em diversos fatores
fisico-quimicos contudo, na perda por dessecacao e cinzas totais nao foi possivel
observar correlagéo entre a umidade relativa, chuva e temperaturas atingidas nos dias
da coleta. Ademais é notavel que existe uma correlacéo entre os niveis de flavonoides
totais e taninos totais, excetuando-se pelo teor de fendlicos na primavera, ser muito
reduzido frente aos demais. Outro fator interessante é que esta avaliagdo demonstrou
a limitacdo do doseamento de miricitrina pelo CLAE em representar os flavonoides
totais haja vista que na coleta de 20/10/2022 apesar de ser o menor teor de miricitrina
identificado, teve-se o maior teor de flavonoides totais quando doseado com o auxilio

do refluxo.
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Devido a espuricidade dos dados obtidos, é muito dificil delimitar a melhor estacéo de
coleta da espécie vegetal, haja visto que a sazonalidade vegetal na producédo de
taninos e flavonoides possuem alteragdo metabodlica que afetam sua producéo
quantitativa e qualitativa, principalmente na conversao de glicosideos em agliconas
(HARING et al., 2007; SHIM; IMAIZUMI, 2015). Ademais, para expansédo dos dados
obtidos de atividade antioxidante para outras finalidades terapéuticas, como atividade
anti-inflamatoria, é necessario avaliagdo de extratos de interesse em todas as
estacdes, com elucidagOes das alteracdes oriundas do metabolismo que ocorrem,
haja visto que as alteracdes dos metabdlitos de interesse interferem diretamente na
atividade biolégica (SCOGNAMIGLIO et al., 2014).

Por fim, € necessario se atentar ao teor de cinzas, que apresentou oscilacdes
consideraveis nas quatro estagdes. Isto pois, 0s teores de cinzas totais e insollveis
podem se correlacionar diretamente com a producdo de latex vegetal (EMON;
SEIBER, 1985) e consequentemente com a possivel toxicidade vegetal (NAVAS-
FLORES et al., 2021).

Para prosseguimento do presente estudo, realizamos as avaliagdes de atividade
biolégica e toxicidade de P. guianensis com a coleta do inverno, devido a
disponibilidade vegetal. Os procedimentos metodologicos e resultados alcancados

serdo demonstrados na parte Il do presente trabalho.
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PARTE 3

Avaliacao das atividades bioldgicas dos extratos aquoso e EHEB0% de

Pouteria guianensis (Aubl.).



145

6. Avaliacao das atividades biologicas

6.1. Materiais, equipamentos e reagentes
6.1.1. Equipamentos, instrumentos, aparatos e vidrarias

— Algodao;

— Analgesimetro digital (Insight Ltda., Ribeirdo Preto, Brasil);

— Balanca analitica;

— Bal&o de fundo redondo;

— Bal&o volumétrico de 10,0 mL;

— Balado volumétrico de 250,0 mL;

— Banho Maria (NovaTécnica);

— Centrifuga (Edutec, EEQ-9004113);

— Coluna de condensacéo;

— Espectofotdmetro (TECAN Infinite 200 PRO);

— Estereomicroscépico (Motic Motic K-700L, Motic) com céamera acoplada
(Camera CCD DCU223C, Thorlabs);

— Funil de separacao;

— Funil de vidro;

— Incubadora;

— Liofilizador (Liotop, LiofilizadorL101);

— Pipeta de Pasteur;

— Pipeta volumétrica 100pL;

— Pipeta volumétrica 1000pL;

— Pipeta volumétrica 5000 pL;

— Placa de aquecimento (Insight Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil);

— Placa de aguecimento com agitacao (Corning PC-420D);

— Pletismbémetro (Modelo 7140, Ugo Basile, Italia);

— Rotaevaporador (IKA RV3 eco);

— Tubo Falcon de 15 mL e 50 mL;

— Ultrapurificador de 4gua (Direct-Q 30V);

— Ultrassom (Ultronic Q3.0140A).

6.1.2. Solventes, reagentes e substancias quimicas de referéncia

— 2-difenil-1-picrilhidrazil, Sigma Aldrich;
— Acetato de etila P.A., Neon;

— Acetona P.A., Dinamica;

— Acido acético P.A., Synth;

— Acido cloridrico P.A., Dinamica;

— Acido Formico P.A., Synth;

— Acido Fosfomolibdico, Dinamica;

— Acido fosférico P.A., Synth;

— Albumina de Soro Bovino, Sigma Aldrich;
— Aprotinina A, Sigma Aldrich;

— Bevacizumabe, Genentech;

— Carbonato de sédio, Exodo;

— Carragenina, Sigma Aldrich;
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— Cloreto de aluminio, Dinamica;

— Cloreto de Benzametonio, Sigma Aldrich;
— Dexametasona, Sigma Aldrich;

— Dipirona, Sigma Aldrich;

— EDTA, Synth;

— Etanol P.A. Ciaviico;

— Fenobarbital, Sanofi;

— Fluoreto de Fenilmetilsulfonil, Sigma Aldrich;
— Ketamina, Ceva;

— Kits para ELISA (TNF-q, IL-18, IL-10 e CXCL-1); DuoSet, R&D Systems;
— Macrogol 400 R; Merck;

— Metanol P.A., Ex6do;

— Metenamina, P.A., Merck;

— Pirogalol;

— PO de pele, P.A., Sigma Aldrich;

— Quercetina, Aldrich Chemistry;

— Salina comercial, Farmax;

— Salina estéril, ADV;

— Tungstato de sédio, Dinamica;

— Tween-20, Dinamica,

— Xilazina, Ceva.

6.2. Metodologia
6.2.1. Animais experimentais

Camundongos Swiss machos e BALB/c fémeas, pesando entre 20 e 30 g, foram
utilizados no estudo. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Farmacia e pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG, respectivamente, e
mantidos em sala com temperatura controlada de 27 + 1 °C. Agua e racdo foram
fornecidas ad libitum. Os animais foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 h,
sendo acomodados em caixas de plastico forradas com maravalha. Durante a
realizacdo de todos os protocolos, os animais foram manuseados de maneira
cuidadosa, a fim de promover o menor estresse comportamental possivel. Ademais,
a administracdo dos extratos de P. guianensis ocorreu por via per os (p.0.) com a
retirada da racdo 10 h antes da execucdo dos experimentos. Apos o0 término dos
experimentos, 0s animais foram submetidos a eutanasia em camara de monoxido de
carbono apds anestesia geral com solugdo contendo ketamina e xilazina (100/10
mg/Kg, intraperitoneal, i.p.). Todos os experimentos foram realizados de acordo com

as recomendacdes para avaliacado de dor experimental em animais (ZIMMERMANN,
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1983). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG
(Protocolo n° 39/2023 e Protocolo n°® 282/2023).

6.2.2. Preparo dos extratos aquoso e EHE80% de P. guianensis

Os extratos aquoso e EHEB0% de P. guianensis foram preparados conforme item
4.3.2. seguidos das etapas de secagem sob pressdo reduzida e liofilizacdo. Apos
finalizado o processo, os extratos foram armazenados em frasco hermético com
protecdo da luz e mantidos em dessecador. Estes extratos possuiram doseamento de

flavonoides totais e taninos totais, conforme determinado no item 5.2.3..

6.2.3. Preparo das solucdes de dexametasona, dipirona e fenobarbital

Para o preparo de todas as solugdes, utilizou-se como solvente solucao salina (cloreto
de sodio 0,9%). As solucdes de dexametasona, fenobarbital, dipirona foram
preparadas em solucado salina. A dose de dexametasona, fenorbabital e da dipirona
foram 10 mg/Kg, 50 mg/Kg e 500 mg/Kg, p.o., respectivamente, administradas em um

volume de 10 mL/Kg.

6.2.4. Suspensao de carragenina

A suspensdo de carragenina (2%; v/v) foi preparada em solucdo salina estéril e

administrada por via intraplantar (i.pl.).

6.2.5. Avaliacdo da alodinia mecéanica induzida por carragenina

Os camundongos foram ambientados e colocados em compartimentos de acrilico (22
x 18 x 14 cm) sobre uma base de tela metalica. A alodinia mecanica foi avaliada por
meio de um analgesimetro digital (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) que consiste de um
transdutor de pressdo manual adaptado a uma ponteira de polietileno de 0,5 mm?2, que
mede o limiar para a retirada da pata, expresso em gramas. O filamento foi aplicado
sobre a superficie plantar da pata traseira direita com um aumento gradual de presséo
até que o animal retirasse a pata. O valor da pressao que induz a retirada da pata é

registrado automaticamente, em uma faixa de 0,1 a 1000 g, ou aproximadamente 0,1
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a 10 N. Foram feitas cinco medi¢des, em intervalos de 20 s, sendo o maior e 0 menor
valor eliminados e a resposta nociceptiva calculada como uma média dos trés valores
restantes. Os animais foram testados antes e depois dos tratamentos. O limiar basal
para retirada de pata de cada animal foi determinado no dia do teste e a divisao dos
grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as massas corporais e 0s
limiares basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. A
suspensao de carragenina (600 pg, 30 uL, i.pl.) foi injetada 30 minutos apds a
administracdo dos extratos (62,5, 125 ou 250 mg/Kg, p.o.) ou dexametasona (10
mg/Kg, p.o.) A alodinia mecéanica foi avaliada 2, 4 e 6 h apds a administracdo da
carragenina (Figura 34). Os resultados foram expressos como o limiar de retirada da

pata absoluto (g).

Avaliagcéo Administracdo Administracdo 1° 20 3°
Basal p.o. i.pl. Avaliagcéo Avaliacéo Avaliagcéo
-05h Oh 2h 4h 6h

Figura 34 - Escala temporal de avaliago do efeito induzido pelos extratos de Pouteria
guianensis (Aubl.) sobre a alodinia mecanica induzida por carragenina.

6.2.6. Avaliacdo do edema de pata induzido por carragenina

Para a avaliacdo do volume de pata, foi usado o pletismémetro (Modelo 7140, Ugo
Basile, Italia). Esse aparelho contém uma célula cilindrica para a medida do volume
de pata, preenchida com uma solucéo de baixa concentragéo eletrolitica, conectada
a outra célula, dentro da qual existe um eletrodo. Um sistema de vasos comunicantes
faz com que o deslocamento da solucéo eletrolitica na célula onde a pata do animal €
mergulhada resulte em um deslocamento da solucdo na célula que contém o eletrodo.
Apos ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do liquido em volume,
gue é indicado em um visor digital. Quando a pata do animal é introduzida na célula
de medida até a articulacéo tibio-tarsal, um pedal é pressionado pelo experimentador,
que fixa, dessa forma, o valor do volume observado. A divisdo dos grupos para
posterior tratamento foi feita de forma que os volumes basais médios dos diferentes

grupos experimentais fossem semelhantes. No dia do experimento carragenina (600
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Mg, 30 pL) foi injetada 30 minutos apds administragao dos extratos (62,5, 125 ou 250
mg/Kg, p.0.) ou dexametasona (10 mg/Kg, p.o.). O volume da pata de cada animal foi
avaliado 2, 4 e 6 h apoés a injecao do estimulo inflamatério (Figura 35). Os resultados

foram expressos como variacdo do volume da pata (uL) em relacdo aos valores

basais.
Avaliacdo Administragéo Administracéo 1° 20 3°
Basal p.o. i.pl. Avaliacdo Avaliacdo Avaliacdo

-0,5h Oh 2h 4h 6 h

Figura 35 - Escala temporal de avaliagéo do efeito induzido pelos extratos de Pouteria
guianensis (Aubl.) sobre o edema de pata induzido por carragenina.

6.2.7. Avaliagcéo daresposta nociceptiva induzida por calor

A avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por calor foi conduzida usando uma
placa quente (Insight Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil), conforme descrito por Woolfe &
MacDonald (1944). Os animais foram colocados sob a superficie ndo aquecida da
placa durante 2 min para ambientacdo nos trés dias anteriores ao experimento. No
momento do teste, os camundongos foram colocados, individualmente, sobre a placa
metalica aquecida na temperatura estabelecida e o tempo para que 0s animais exibam
comportamentos indicativos de desconforto (lambida das patas ou saltos) foi
determinado e considerado como a laténcia para a resposta nociceptiva. A
temperatura utilizada foi de 50 °C e o tempo de corte foi de 50 s (Figura 36), a fim de
evitar a ocorréncia de leséo tecidual. Os extratos (62,5, 125 ou 250 mg/Kg, p.o.),
dipirona (500 mg/Kg, p.o.) ou veiculo (salina, p.o.) foram administrados 30 minutos

antes da realizacao do experimento.

Avaliagéo Administragéo Avaliacéo Tempo de corte

Basal p.o.

1 1 1 l

-0,5h Oh 50s
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Figura 36 - Escala temporal de avaliag&o do efeito induzido pelos extratos de Pouteria
guianensis (Aubl.) sobre resposta nociceptiva induzida por calor.

6.2.8. Avaliacdo da producédo de TNF-a, IL-18, IL-10 e CXCL-1 induzida por

carragenina.

As concentracdes de TNF-q, IL-1p3, IL-10 e CXCL-1 no tecido da pata ipsilateral dos
grupos tratamento-carragenina, veiculo-veiculo e veiculo-carragenina, foram
determinadas utilizando ensaio imunoenzimatio (ELISA), seguindo as instrucdes
fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, EUA). A
carragenina (600 ug, 30 uL) foi injetada via i.pl., 30 min apds administracdo dos
extratos (250 mg/Kg, p.0.) ou veiculo (salina). Os animais foram anestesiados com
uma mistura de ketamina e xilazina (100/10 mg/Kg, i.p.) e eutanasiados em camara
de monoxido de carbono apds 5 h de administracéo dos extratos ou veiculo, e o tecido
da pata foi removido. ApOs determinacdo das massas, 0s tecidos foram
homogeneizados em solucdo salina tamponada com fosfato contendo Tween-20
(0,05%), fluoreto de fenilmetilsulfonil (0,1 mM), cloreto de benzameténio (0,1 mM),
EDTA (10 mM), aprotinina A (2 mg/mL) e albumina de soro bovino (0,5%), seguida de
centrifugagéo (20.000 rpm) durante 15 min a 4 °C. As amostras de sobrenadante
foram armazenadas a -70 °C até a analise das concentracdes das citocinas. Os
resultados foram expressos em picogramas de citocinas por 100 mg do material

coletado.

6.2.9. Avaliacao da atividade motora

A coordenacdo motora dos camundongos foi avaliada na haste girante (diametro de
2,3 cm, 14 rpm), seguindo o procedimento de Vaz et al. (1996), uma modificagéo do
método original de Dunham e Miya (1957). Os animais foram treinados no aparato, a
14 rpm, durante dois dias antes do experimento, em duas sessoes diarias, durante 2
min. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as médias
dos tempos de permanéncia basais fossem semelhantes. Os extratos (250 mg/Kg,
p.o.), o fenobarbital (50 mg/kg, p.o.) ou veiculo (Salina, p.o.), foram administrados 30
minutos antes da primeira avaliacdo na haste girante. Em seguida, o tempo de

permanéncia de cada animal na haste girante (14 rpm) foi determinado 0.5, 2, 4, 6 e
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24 h apos a administracdo dos extratos ou do fenobarbital (Figura 37). O tempo de

corte foi de 2 min.

Avaliacdo Administracdo L 10 20 30 40
Avaliacéo o
Basal p.o. Avaliacdo Avaliagdo  Avaliagdo  Avaliagdo
-0,5h Oh 2h 4h 6 h 24 h

Figura 37 - Escala temporal de avaliag&o do efeito induzido pelos extratos de Pouteria
guianensis (Aubl.) sobre atividade motora.

6.2.10. Avaliacdo da atividade antiangiogenica pelo ensaio da membrana

corioalantoica

6.2.10.1. Ensaio da membrana corioalantoica (CAM)

O ensaio da membrana corioalantoica (CAM) foi conduzido para avaliacdo da
propriedade antiangiogénica dos extratos avaliados. Para isso, no dia 0 do
desenvolvimento embrionario, ovos de Gallus gallus domesticus foram introduzidos
em incubadoras, mantendo temperatura de 37,8 °C e umidade relativa do ar de 55%,
condicbes mantidas constantes durante todo o experimento. No terceiro dia, foi
realizado um orificio de aproximadamente 1 cm na superficie superior do ovo para
expor a membrana corioalantoide. ApOs a exposicdo, o orificio foi selado com fita
adesiva estéril, sendo que no quinto e sexto dia, volumes de 50 pL das amostras a
serem avaliadas (extratos aquoso e EHE80%, 1 mg/mL), bem como dos controles
positivos (Bevacizumabe, Avastin, 250 ug/mL) e negativos (solucdo salina), foram
aplicados sobre a membrana. Apds a aplicacdo, o orificio foi novamente selado, e os
ovos retornaram a incubacgéo. No sétimo dia, a abertura do ovo foi expandida, expondo
a membrana para visualizacdo sob um estereomicroscopio equipado com uma
camera acoplada (SILVA et al., 2019; TOLEDO et al., 2019).

As imagens obtidas pelo estereomicroscépio foram pré-processadas e segmentadas

utilizando o pacote OpenCV disponibilizada em linguagem Python. Para o pré-
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processamento fora utilizada um filtro gaussiano seguido da aplicacéo de filtro de
frangi enquanto para a segmentacéo, utilizou-se o método de Threshold, onde pixels
com valores inferiores a 3 foram removidos. Para extracdo dos parametros topoldgicos
e geomeétricos dos vasos, obteve-se os parametros da rede de vasos utilizando o

software VesselVio®.

6.2.10.2. Avaliacdo da toxidade topica in vivo pelo ensaio da membrana
corioalantoide (HET-CAM)

Para conduzir esse ensaio, ovos de Gallus gallus domesticus foram incubados a 37,8
°C com umidade relativa do ar de 55% desde o inicio do desenvolvimento embrionario.
No décimo dia, a membrana corioalantoide foi exposta para a aplicacdo dos extratos
aquoso e EHE80% de P. guianensis 5 mg/mL, o controle positivo de NaOH 0,1 M e
solucédo salina. Apdés a aplicacdo de 300 pL de cada solucdo, a membrana foi
fotografada nos intervalos de 30 s, 120 s e 300 s. Hemorragia, coagulacéo e lise foram
avaliadas e os tempos de ocorréncia foram utilizados para calcular o indice de Irritagéo

pela formula:

. (301—H)x5+ (301—L)x7+ (301-C) x 9
o 300 300 300

11

(1)

No célculo, H, L e C representam o tempo de surgimento de hemorragia, lise e
coagulacao, respectivamente. A classificacdo adotada para a avaliagdo da toxicidade
considera: i. Il < 0.9, amostra nao irritante ou levemente irritante; ii. 0.9 < Il < 4.9,
amostra moderadamente irritante; iii. 4.9 < Il < 8.9, amostra irritante; e iv. 8.9 <11 < 21,

amostra severamente irritante (PASSOS et al., 2020).

6.2.11. Avaliacao da citotoxicidade in vivo de citotoxicidade em modelo de

Artemia salina L.

Em recipiente plastico foram solubilizados 22 g de sal marinho em 1000 mL de agua
sem cloro, a qual possuiu o pH ajustado para 8,0 com NaOH e HCI 0,1 M. Esta
permaneceu em aquario com aeracao constante durante todo o experimento, sendo

gue nesta solucéo, foram deixados por 3 dias cistos de Artemia salina L., os quais
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apos ecloséo, foram separadas em grupos de 10 individuos. Estes permaneceram em
contato com 8 diferentes concentra¢des dos extratos aquoso e EHE80% por 24 horas
(19,5; 50,0; 100,0; 150,0; 250,0; 450,0; 500,0 e 1000,0 pg/mL).

6.2.12. Avaliagédo de toxicidade aguda in vivo em camundongos BALB/c

Para o estudo de toxicidade aguda, camundongos BALB/c fémeas foram distribuidos
em quatro grupos experimentais, cada grupo submetido a administracdo de dose
Gnica. Os animais do grupo controle receberam solucdo salina ou etanol liofilizado,
como branco para os extratos aquoso e EHE80%, bem como, ambos 0s extratos em
dose de 350 mg/kg, p.o. (10 mL/kg), utilizando 6 animais por grupo de tratamento.
ApoOs os tratamentos, os animais foram monitorados ao longo de um periodo de 14
dias, sendo sistematicamente registradas as alteracbes comportamentais, clinicas,
peso corporal, morbidade e mortalidade (OECD 423, 2001).

Posteriormente, os animais foram submetidos a anestesia (i.p.) com solugéo contendo
ketamina (100 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), seguida da coleta de amostras
sanguineas pela artéria braquial em tubos contendo anticoagulante (EDTA).
Parametros hematolégicos, incluindo leucdcitos totais (WBC), linfécitos, mondécitos,
granulécitos, glébulos vermelhos (RBC), hemoglobina e contagem total de plaquetas,
foram avaliados para cada grupo, utilizando um analisador de hematologia Hemovet
2300 (Sinothinker Technology, Shenzhen, China).

Em relagédo as analises bioquimicas, as amostras de sangue foram centrifugadas a
3500 rpm por 10 minutos, e o plasma resultante foi congelado a -20 °C. Os testes
bioquimicos foram conduzidos utilizando um analisador semiautomatico Bioplus BIO-
2000 (Sao Paulo, SP) com kits comerciais. A fungao hepatica foi avaliada por meio da
determinacdo da atividade da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato
aminotransferase (AST), enquanto a fungao renal foi avaliada através da dosagem de
ureia e creatinina. A lesao cardiaca foi avaliada pela determinacao da atividade da
creatina quinase-MB (CK-MB).

6.2.13. Anédlise estatistica
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A andlise estatistica e apresentacao grafica dos resultados foram feitas por meio do
programa Graphic Prism 8.0 (San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos
como média + erro padréo da média. Os resultados de alodinia mecéanica e edema de
pata induzidos por carragenina, assim como o peso dos animais foram analisados por
meio de analise de variancia de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni, exceto
os resultados referentes a area sob a curva dos respectivos testes, as quais foram
analisados por meio da analise de variancia simples de uma via (ANOVA), seguido
pelo teste de Tukey. Os resultados nos modelos de avaliacdo da atividade
antinociceptiva induzida por placa quente, atividade motora, membrana corioalantoica
e producdo de citocinas inflamatorias, foram analisados por meio da analise de
variancia simples de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. Foram realizadas
averiguacoes da normalidade e homoscedasticidade pelos testes de Shapiro-Wilk e
Spearman’s, respectivamente.

Para avaliacao do teste de citotoxicidade em modelo de Artemia salina L. utilizou-se
o calculo estatistico PROBIT, com desfecho de mortalidade, por meio do software
SPSS®, com determinacéo da Dose Letal capaz de matar 50% da populagéo (LDso).
Para os resultados da toxicidade aguda foram realizadas averiguacdes da
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e averiguac¢ao da equivaléncia das variancias
por teste F. Em caso de dados paramétricos, fez-se comparacdo entre 0S grupos
controle e grupo tratado com o teste T de Student. Diante de dados sem normalidade
ou equivaléncia de variancia fez-se a analise por meio da comparacdo de Mann

Whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

6.3. Resultados e Discusséo
6.3.1. Alodinia mecéanica e edema de pata induzidos por carragenina

Para avaliagdo das atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva dos extratos de P.
guianensis utilizou-se o0 modelo de edema de pata e alodinia mecanica induzidos por
carragenina em camundongos. Ambos os modelos tém sido frequentemente utilizados
na investigacdo das atividades analgésica e anti-inflamatéria de farmacos ou
candidatos a farmacos, assim como, na triagem de extratos vegetais (LADEIRA et. al.,
2023; AUGUSTO et. al., 2022; COSTA et. al., 2022; OTTERNESS; MOORE, 1988;
WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). No presente estudo, a administracdo dos extratos

de P. guianensis atenuou a alodinia mecanica, elevando o limiar nociceptivo, assim
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como, reduziu significativamente o edema de pata apos a administracdo do estimulo
inflamatorio. Os extratos foram administrados em trés diferentes doses (62,5, 125 e
250 mg/Kg) (Figuras 38 e 39). Observamos que nas doses avaliadas, 0s extratos
aquoso e EHE80% exibiram atividade nos diferentes tempos avaliados. Portanto, em
uma analise global, todas as doses dos extratos atenuaram a alodinia mecanica e

edema de pata induzidos por carragenina.
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Figura 39 - Efeito da administragdo prévia (-30 min) p.o. do EHE80% de Pouteria guianensis (Aubl.) (62,5, 125 ou 250 mg/Kg) ou dexametasona
(Dexa, 10 mg/Kg) na alodinia mecanica e no edema de pata induzidos pela administragao i.pl. de carragenina (Cg; 600 pg). A e C representam o
curso temporal e B e D representam a ASC. *, ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo Sal-Cg (p <0,05, p <0,01
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E importante ressaltar que, em ambos os modelos, a eficacia dos extratos foi
semelhante a apresentada pela dexametasona. Ademais, sabe-se que a carragenina
€ uma mistura de polissacarideos extraida de algas marinhas da familia
Rhodophyceae e composta, principalmente, por D-galactose sulfatada
(CRUNKHORN & MEACOCK, 1971; DIROSA, 1972). A injecao i.pl. de carragenina
induz uma resposta inflamatéria aguda e de nocicepcdo com liberacdo de diversos
mediadores inflamatérios que levam a formacao de edema e ao desenvolvimento de
alodinia mecéanica (POSADAS et al., 2004; PATIL et al., 2019). Desta forma, o edema
induzido pela carragenina, avaliado principalmente pelo aumento do volume da pata
injetada, é resultado da vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular, que
culminam com extravasamento de liquido para o intersticio (MORRIS, 2003).

Nossos resultados indicam que as atividades dos extratos de P. guianensis nos
modelos de dor inflamatéria e edema induzidos por carragenina podem estar
associadas a efeitos inibitdrios no recrutamento de neutréfilos e na producédo de
mediadores pré-inflamatoérios. Tanto a infiltracdo de neutréfilos quanto a producéo de
citocinas inflamatérias desempenham papéis importantes nos mecanismos que levam
a formacdo do edema inflamatério e consequentemente a sensibilizacdo da via
nociceptiva (KLINKE et al., 2011; ROCHA et al., 2006).

Pela presenca de atividade acentuada nos extratos com a menor dose avaliada (62,5
mg/Kg), podemos inferir que provavelmente doses ainda menores poderiam também
apresentar atividade nos modelos avaliados, necessitando de investigacbes
posteriores. Diante dos resultados apresentados, realizamos o doseamento de
flavonoides e taninos totais de ambos os extratos avaliados, conforme observado na
Tabela 24, segundo item 5.2.3. métodos compendiais. Podemos inferir que a
diferenca entre essas atividades pode estar na variacdo quantitativa de compostos
fendlicos, como os taninos, além da variacdo qualitativa entre os extratos identificados

por espectrofotometria de massas.

Tabela 24 - Doseamento de metabélitos nos extratos aquoso e EHE80% de Pouteria
guianensis (Aubl.)

Extrato Flavonoides totais Taninos totais
expressos em hiperosideo (%) expressos em pirogalol (%)
Aguoso 1,34+ 3,32 28,37+ 4,38

EHE80% 2,47 £1,25 17,19 + 0,53
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Dentre os compostos anotados por CLUE-MS/MS para o extrato aquoso, que poderia
se correlacionar com a melhor atividade deste, podemos citar o acido quinico o qual
apresenta atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva amplamente descritas na
literatura (GHASEMI-DEHNOO et al., 2023; HERRERA-ROCHA et al., 2022).
Destaca-se também o elevado percentual de galocatequina, a qual apresenta
importante atividade anti-inflamatéria e antioxidante, além da diosmina, a qual altera
a permeabilidade vascular e atua na modulagéo de edema e dor (MOKRA; JOSKOVA,;
MOKRY, 2023; VALVERDE-SALAZAR; RUIZ-GABARRE; GARCIA-ESCUDERO,
2023; WANG; FAN; ZHANG, 2019), além dos diversos outros bioativos identificados,
0S quais necessitam de estudos comparativos posteriores para identificarmos se a
acdo do extrato é originada majoritariamente de um composto ou de forma sinérgica.
Junior e colaboradores (2009) foram o0s Unicos autores a publicar trabalhos de
avaliacdo de outra espécie de Pouteria spp. identificado na revisdo integrativa
disposta no trabalho (item 2.3.2.) ou nas revisdes do género publicadas (DO et al.,
2023; FITRIANSYAH; FIDRIANNY; HARTATI, 2020; JUNIOR et al., 2009; SILVA, C.
A. M.; SIMEONI; SILVEIRA, 2009). Neste estudo, a carragenina foi utilizada como
agente promotor de bolsas de ar na area intraescapular e, os animais foram tratados
com extrato etandlico (100 mg/Kg) das raizes de P. ramiflora. Os resultados
demonstraram que houve menor migracdo celular no local, ampliando assim, as
perspectivas de pesquisas futuras para realizacdo de estudos com outras partes

vegetais e outros solventes.

6.3.2. Avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por calor

Diante da atividade dos extratos em modelo de dor inflamatoria, investigamos os
efeitos dos extratos aquoso e EHE80% no modelo de placa quente. A exposicao de
camundongos a placa quente induziu uma resposta nociceptiva caracterizada por
comportamentos indicativos de desconforto (lambida das patas ou saltos). A
administracdo prévia (-30 min) p.o. dos extratos (250 mg/Kg), bem como, a
administragcdao p.o. de dipirona (500 mg/Kg), usada como controle positivo,
aumentaram a laténcia da resposta nociceptiva (Figura 40).

No modelo da placa aquecida, a exposi¢cao ao estimulo térmico induz comportamento
nociceptivo nos camundongos pela ativacao direta dos nociceptores (Le BARS et al.,

2001). A temperatura de 50 °C, empregada na pesquisa, desencadeia a ativagéo de
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receptores da familia TRP (Transient Receptor Potential Cation Channel),
fundamentais para o processamento inicial da resposta nociceptiva (TOMINAGA,
2007). Desse modo, a atividade dos extratos de P. guianensis, nesse modelo
experimental, sugere agdes inibitdrias no processamento nociceptivo no sistema
nervoso central (SNC) e/ou nos mecanismos de ativagao direta dos nociceptores

sensiveis a estimulos térmicos.
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Figura 40 - Efeito da administrac&o prévia (-30 min) p.o. dos extratos aquoso (Aq) e EHE80%
de Pouteria guianensis (Aubl.) (250 mg/Kg) ou dipirona (500 mg/Kg) na resposta nociceptiva
induzida pelo calor. ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao
grupo Salina (p <0,01 e p <0,001, respectivamente). n = 6.

A administracdo do extrato etandlico das raizes de P. ramiflora também apresentou
atividade com aumento do limiar nociceptivo no modelo de placa quente (JUNIOR et
al., 2009). Esse estudo amplia a possibilidade da avaliacdo de diferentes extratos e
ressaltam a importancia de mais estudos com outras espécies e outras partes vegetais
para um conhecimento real das acdes farmacolégicas do género e suas

intercambialidades.
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6.3.3. Avaliacao da atividade motora

A atividade motora dos camundongos foi avaliada na haste girante com o objetivo de
validar os resultados obtidos nos modelos de dor. Diante do carater comportamental
dos modelos de dor inflamatdria e nociceptiva avaliados no presente estudo, foi
necessario verificar se as acbes dos extratos ndo estariam correlacionadas com
relaxamento muscular, ou entdo, com comprometimento da coordenagdo motora
(SOUSA et al., 2016).

Nossos resultados demonstraram que os extratos de P. guianensis, na dose de 250
mg/Kg, ou o veiculo (grupo controle) ndo alteraram o tempo de permanéncia dos
animais na haste girante. Entretanto, o fenobarbital reduziu significativamente esse
tempo. Uma vez que os extratos ndo alteraram o tempo de permanéncia dos
camundongos na haste girante, € muito pouco provavel que a atenuacdo do
comportamento nociceptivo induzida por esses extratos nos modelos anteriormente
indicados seja resultado de comprometimento da atividade motora ou de relaxamento
muscular. Essa observacdo é importante para validar os resultados encontrados e
indica que a reducdo do comportamento nociceptivo nos diferentes modelos

experimentais resulta de uma atividade antinociceptiva genuina dos extratos de P.

guianensis.
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Figura 41 - Efeito da administragdo prévia (-30 min) p.o. dos extratos aquoso (Aq) e EHE80%
de Pouteria guianensis (Aubl.) (250 mg/Kg) ou fenobarbital (50 mg/Kg) ou veiculo (Salina)
sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na haste girante. *** indica diferenca
significativa em relacédo ao grupo Salina (p <0,001). n = 6.
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6.3.4. Avaliacao da producédo de TNF-a, IL-18, IL-10 e CXCL-1, induzida por

carragenina.

Diante das atividades antialodinica e antiedematogénica apresentadas pelos extratos
de P. guianensis, investigamos o efeito dos mesmos sobre a producéo de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e CXCL-1), na pata sensibilizada com carragenina.
Em nosso estudo, apds quatro horas da administracao i.pl. da carragenina (600 ug,
60 uL) houve aumento das concentragdes de TNF-q, IL-18 e CXCL-1 no tecido da
pata. Observamos que o extrato aquoso (250 mg/kg, - 30 min, p.o.) reduziu
acentuadamente as concentracées de TNF-a, IL-1p e CXCL-1 no tecido da pata. Por
outro lado, o tratamento com o extrato EHE80% (250 mg/kg, - 30 min, p.o.) reduziu as
concentragdes de TNF-a e IL-13, mas ndo de CXCL-1 nesse mesmo tecido (Figura
42).

Os macrofagos e os leucdcitos polimorfonucleares desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento do processo inflamatério/doloroso mediante a
liberacdo de citocinas e quimiocinas, destacando-se, inicialmente, a liberacdo de
interleucina (IL)-1, IL-6 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (KIM & DEUTSCHMAN,
2000). O TNF-a e a IL-1B sao citocinas que induzem facilitagdo da resposta
nociceptiva por meio do fator de crescimento de nervos (NGF), o qual participa do
processamento da resposta nociceptiva (SCHOLZ, J.; WOOLF, 2002; CERANIC;
ZORMAN; SKOK, 2020; VAN LOO; BERTRAND, 2023). A quimiocina CXCL-1 € uma
citocina quimioatraente que controla o trafego de células imunes inatas entre a medula
0ssea, o sangue e tecidos periféricos durante a inflamacao. Nesse caso, os neutrofilos
sao o principal tipo de célula responsivo, ja que eles expressam os receptores CXCR.
Desse modo, nossos resultados indicam que as atividades dos extratos de P.
guianensis nos modelos de dor e inflamacao induzidos por carragenina podem estar
associadas a efeitos inibitorios no recrutamento de neutrofilos e na produgédo de
mediadores pro-inflamatorios.

Foi demonstrado que o extrato aquoso das folhas de P. nuda apresentou propriedade
imunomoduladora de TNF-a e IL-18 em modelo de inflamacédo crbnica (artrite). No
entanto, ndo houve caracterizacdo fitoquimica do extrato, ndo sendo possivel a
comparag¢ao com os compostos presentes nas folhas de P. guianensis (MERINI et al.,
2014). De forma semelhante, o extrato metandlico das folhas de P. campechiana

reduziu a producao de IL-6, TNF-a e 6xido nitrico em cultura priméria de macréfagos
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peritoniais isolados de camundongo a 200 ug/mL (CHAN-ZAPATA et al., 2018). Em
complemento, estudos demonstraram que a miricitrina possui capacidade de
regulacéo de TNF-a e IL-1B3 (CHEN et al., 2020; LEE; LEE, 2016; YANG W.; LI; YANG,
2019) frente a diferentes estimulos inflamatorios.

Paralelamente a reducdo de citocinas proé-inflamatérias, o extrato aquoso de P.
guianensis aumentou a concentracao da citocina IL-10 (Figura 42), uma citocina anti-
inflamatdria que desempenha um papel importante no controle das respostas imunes.
A IL-10 pode atuar diminuindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias, contribuindo
para a resolucdo do processo inflamatério (SARAIVA & O'GARRA, 2010). Dessa
forma, demonstramos pela primeira vez que, o aumento da concentracéo de IL-10
gerada pelo tratamento com o extrato aquoso, mas nao pelo extrato EHE80%, pode
contribuir para sua atividade nos modelos de dor inflamatoria e edema induzidos pela
carragenina. Entretanto, novos estudos devem ser realizados para elucidar as

diferentes acfes dos compostos bioativos dos diferentes extratos.
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Figura 42 - Efeito da administragdo prévia (-30 min) p.o. dos extratos aquoso (Aq) e EHE80% de Pouteria guianensis (Aubl.) (250 mg/Kg) ou
veiculo (Salina) na produc¢éo de TNF-a (B), IL-1B (C), CXCL-1 (D) e IL-10 (E) induzidas pela administrac&o i.pl. de carragenina (Cg; 600 pg). As
concentracdes das citocinas no tecido da pata foram avaliadas 4 h apds a administracdo da carragenina. A Fig. A representa a avaliacao do edema
de pata 4 h ap6s a administracao da carragenina. *, ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo Sal-Cg (p <0,05, p
<0,01 e p <0,001, respectivamente). n = 6.
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6.3.5. Avaliacdo da atividade antiangiogénica por meio do ensaio da

membrana corioalantdica

6.3.5.1. Ensaio da membrana corioalantdica (CAM)

Apesar de ter sido utilizado inicialmente como modelo alternativo para avaliagéo de
fendmenos carcinogénicos, o ensaio da CAM, quando monitorada, consegue fornecer
informacdes acerca do aumento ou reducéo de vasos sanguineos, se correlacionando
fortemente com fendmenos angiogénicos ou antiangiogénicos (AUERBACH et al.,
1974; RIBATTI, D. et al., 2000; RIBATTI, DOMENICO, 2012). Haja visto que
fendbmenos inflamatoérios podem induzir a producdo de novos vasos e agravar O
quadro da doenca (WALSH; PEARSON, 2001), tem-se que compostos
antiangiogénicos vem sendo utilizados como potenciais candidatos no tratamento de
inflamagbes agudas (GONG et al.,, 2016; SCHOLZ, A.; PLATE; REISS, 2015). Na
Figura 43 é possivel visualizarmos as fotografias do experimento utilizando os
controles negativo (salina), positivo (BVZ) e dos extratos aquoso e EHEB0%, com as
respectivas alteragdes nos vasos sanguineos obtidas.

Diante da diversidade embriolégica da origem da membrana corialantoica, esse
modelo se torna uma ferramenta complexa de observacdo da angiogénese,
apresentando a limitacdo de possuir apenas imunidade inata no modelo, haja visto a
etapa de desenvolvimento do individuo avaliado (ECKRICH et al., 2020; RIBATTI,
DOMENICO, 2016). Podemos observar que ambos 0s extratos atuaram de forma
antiangiogénica com reducdo do comprimento da rede vascular, pontos de
ramificagcdo, numero de segmentos e area total de superficie (Figura 44). Embora
sejam necessarios estudos mecanisticos para avaliar o motivo dessa reducao
vascular, o modelo da CAM pode ser interessante para predizer o efeito de
substancias sobre o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), sendo esse um

possivel alvo a ser investigado (SUN et al., 2022).
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Salina Bevacizumabe
Extrato aquoso Extrato EHE80%

Figura 43 - Fotografias ilustrando o efeito da administragdo dos extratos aquoso (Aq) e
EHE80% de Pouteria guianensis (Aubl.) (1 mg/Kg) ou bevacizumabe (12,5 ug) ou veiculo
(Salina) na avaliagdo de angiogénese em membrana corioalantoica.

Em uma revisdo sistemética com meta-analise, Mai et al. (2020) identificaram extensa
atividade antiangiogénica de flavonoides de uma forma geral, classe de metabdlitos
presente nos extratos de P. guianensis, como os derivados da catequina e naringina
(GACCHE et al., 2015), quercetina (CLERICUZIO et al., 2012; KHATER; GRECO;
OSBORN, 2020; TANG et al., 2020), apigenina (FANG et al., 2007; et al., 2011),
naringinina (GACCHE et al., 2015), kampferol (CLERICUZIO et al., 2012; GACCHE.
etal., 2011; KASHYAP et al., 2017) e miricetina (HUANG et al., 2015; MA et al., 2019;
YAMADA; MATSUSHIMA-NISHIWAKI; KOZAWA, 2020; ZHOU et al., 2019). De forma
semelhante, outras classes presentes nos extratos também apresentaram essa
atividade, como o &cido ursolico (KANJOORMANA; KUTTAN, 2010) e astaxantina
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(KOWSHIK et al., 2014), com efeitos associados com a resolucdo de quadros

inflamatorio e carcinogénico (KUHNEN et al., 2009).
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Figura 44 - Efeito da administracdo dos extratos aquoso (Aq) e EHE80% de Pouteria
guianensis (1 mg/mL) ou bevacizumabe (250 ug/mL) ou veiculo (Salina) na avaliagcdo dos
pardmetros de angiogénese em membrana corioalantoica, sendo o comprimento de rede (A),
pontos de ramificacdo (B), nUmero de segmentos (C) e area de superficie (D) os desfechos
avaliados. ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relac&o ao grupo Salina
(p <0,01 e p <0,001, respectivamente). n = 8.
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6.3.5.2. Membrana corioalantoide (HET-CAM)

O teste HET-CAM ¢ utilizado como método de avaliacdo da irritacdo ocular como
alternativa ao ensaio de Draize, sendo atualmente, aplicado para avaliar a irritacao de
produtos dermatologicos e odontolégicos (TOLEDO et al., 2021). Dessa forma, o teste
de HET-CAM se torna uma alternativa para avaliacao preliminar de toxicidade pela
capacidade de predicdo da toxicidade topica de extratos e produtos sintéticos
(AUGUSTO et al., 2023). Os resultados obtidos com o teste podem ser visualizados
na Figura 45, a qual representa a figura inicial dos individuos avaliados e os mesmos
individuos com o tempo maximo estipulado na execuc¢ao do protocolo (300s).

Nossos resultados demonstram que para 0s grupos controle negativo, extrato aquoso
e extrato EHE80% n&o houve alteracdo vascular visivel (aumento de 30x, Motic Motic
K-700L, Motic) ja que em 300s as vasculaturas permaneceram inalteradas. Por outro
lado, no grupo controle positivo (solucdo NaOH 0,1 M) observamos a ocorréncia de
hemorragia, sendo o tempo de aparecimento nos diferentes individuos representados
na Tabela 25. Desse modo, ao calcular o Indice de Irritacdo (II), observamos que o
controle negativo e os extratos avaliados possuem Il inferior a 0.9, sendo classificados
como nao irritante ou ligeiramente irritante. Na auséncia de sinais de irritacdo
podemos caracterizar essas amostras como nao irritante. O controle positivo
apresentou Il moderado (Il = 4,83). Apesar de existirem patentes que avaliaram o 6leo
do fruto de P. lucuma, (RASKIN et al., 2011) para finalidades topicas, sua toxicidade
nunca foi investigada, assim como, henhuma parte vegetal de nenhuma outra espécie
do género. Desta forma, esse € o primeiro relato disponivel na literatura para esta
finalidade, possibilitando o vislumbre de cosméticos, preparados oftalmolégicos e

odontologicos com finalidades medicinais para os extratos obtidos.

Tabela 25 - Tempo de ocorréncia de hemorragia nas membranas corioalantoicas do grupo
controle positivo NaOH

Individuo N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8

Tempo para comeco da
hemorragia (s)

5 15 16 5 10 20 20 17
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Figura 45 - Fotografias ilustrando o efeito da administragdo dos extratos aquoso (Aq) e EHE80% de Pouteria guianensis (Aubl.) (5 mg/mL) ou
NaOH (0,1 M) ou veiculo (Salina) na membrana corioalantéica ao longo de 5 min. n = 8.
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6.3.6. Avaliacéo da citotoxicidade em modelo experimental de Artemia salina
L.

Diante da necessidade de método alternativo para avaliacao da citotoxicidade in vivo,
Meyer et al. (1982), estabeleceram os critérios de classificacdo de toxicidade frente a
Artemia salina L., com base nos valores de Dose Letal (DL)so, sendo consideradas
toxicas ou ativas as amostras que apresentarem DLso < 1000 ug/mL e amostras
atoxicas ou inativas aquelas que possuirem DLso > 1000 ug/mL. Na Figura 46 é
possivel observar o perfil de mortalidade de individuos de A. salina (n=10, triplicata)

conforme a concentracdo dos extratos avaliados.
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19,5 50 100 150 250 450 500 1000
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Figura 46 - Efeito da administracdo de diferentes concentragdes dos extratos aquoso e

EHE80% de Pouteria guianensis (Aubl.) sobre a mortalidade de individuos de Artemia salina
(L.). n=10.

Para o modelo, calculou-se a DL capaz de matar 50% da populacao, sendo observado
gue a DLso e o intervalo de confianga do extrato aquoso de P. guianensis foi de 204,42
(137,37-357,20) pg/mL e do EHE80% foi de 179,59 (90,31-352,84) ug/mL, sendo
esses considerados ativos para finalidade citotoxica segundo a classificagéo de Meyer
et al. (1982). E importante salientar que esse modelo experimental ndo consegue
representar a seletividade do potencial citotoxico, demandando pesquisas adicionais,
como viabilidade celular, para avaliar tal fato (BADISA et al., 2009).

Os dados da literatura para o género nao sao robustos e demandam maiores
elucidacdes. Conforme ja relatado, apesar dos extratos aquoso, etandlico e hexanico
das folhas de P. caimito terem apresentados DLso > 1mg/mL (FRANCA et al., 2016)
nos estudos com A. salina, os extratos de P. campechiana apresentaram atividade
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citotoxica em modelo celular de MTT e no micromolusco (DLso= 453,44-701,66 ug/mL)
(NUR et al., 2022; PAI; SHENQY K., 2021; PRAMOD et al., 2020), indicando que a
atividade antitumoral do género depende da parte vegetal utilizada para essa

finalidade, assim como, a forma de seu preparo.

6.3.7. Avaliacao de toxicidade aguda in vivo em camundongos BALB/c

A avaliacdo do perfil de seguranca de espécies vegetais é uma etapa de extrema
importancia para a descoberta de novos extratos e substancias isoladas que possuam
atividade farmacologica (REHMAN et al., 2022). No género Pouteria spp. ndo foram
encontrados estudos de toxicidade do extrato aquoso de nenhuma espécie, tornando
crucial a sua avaliacao, haja visto que esse solvente é o mais utilizado pela populagéo
em producdes caseiras (NAGAPPAN, 2012).

Apesar do peso de animais ser um fator controverso como preditivo de seguranca ou
toxicidade (LAZIC; SEMENOVA; WILLIAMS, 2020), ndo houve variagdo significativa
ao longo do tempo entre os grupos tratados com os extratos aquoso e EHE80%
quando comparado com o grupo controle (Figura 47), respectivamente. E importante
salientar que ndo observamos, durante todo o periodo de avaliacdo, a mortalidade,
nem sinais de toxicidade clinica, como prostracao intensa, piloerecdo ou diarreia nos
grupos avaliados.

Com relacdo aos exames hematolégicos e bioquimicos, pode-se observar nas
Tabelas 26 e 27 os resultados obtidos para os extratos aquoso e EHE80%,
respectivamente. Apesar da OECD 423 (2001) preconizar estudos toxicoldgicos
agudos com doses de 2000 mg/kg nos animais, a avaliagédo preliminar com a dose de
350 mg/kg possibilita um vislumbre de avaliagdes futuras, com indicios de seguranca
na dose avaliada, a qual foi superior a todas as doses avaliadas para as atividades
anti-inflamatoria e antinociceptiva.

As analises hematologicas sédo importantes para detecgdo, diagnostico e
monitoramento da progressao de desordens sanguineas (HO et al., 2018). Os
leucdcitos totais (células brancas do sangue) representam majoritariamente as células
de defesa do corpo, sendo representados pelos linfocitos, mondcitos e granulécitos
(JALKANEN; SALMI, 2019; TIGNER; IBRAHIM; MURRAY, 2024), os quais nao

apresentaram distingdo entre os grupos controle e grupo tratamento. De forma
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semelhante ndo ocorreu alteracdo perceptivel nas hemacias, responsaveis pelo

transporte de oxigénio no sistema circulatério (TRAUT, 2008).
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Figura 47 - Avaliagdo do peso corporal dos animais dos grupos controle e dos extratos
aguoso (A) e EHE80% (B) de Pouteria guianensis (Aubl.), na dose de 350 mg/Kg, durante 14
dias (n=6).

Quando realizado, porém, o doseamento de plaquetas, principal mediador do
processo de coagulacdo sanguinea que correlaciona-se com processos cicatrizantes
(HOLINSTAT, 2017), o extrato EHE80% apresentou diferenca significativa entre os
grupos (pvaior = 0,02). Contudo, é perceptivel uma avaria no valor obtido do controle
hidroetandlico, frente aos demais grupos, indicando que a alteracdo é, possivelmente,
nao decorrente da administracdo do extrato. Fato este, corroborado pela literatura, a
qual demonstra valores de normalidade das plaquetas, em outros estudos com a
mesma linhagem de animais utilizados, que sédo préximos ao valor obtido com a
administracao do extrato (BARRIOS et al., 2009).
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Em confluéncia a isto, os parametros bioquimicos indicativos de alteracdes cardiacas
(CK-MB), hepaticas (ALT e AST) e toxicidade renal (ureia e creatinina) foram
analisados, sem indicativo de alteracdo. No entanto, analises histoldgicas deveréo ser
realizadas em uma proxima etapa desse estudo.

Estes achados fortalecem a seguranca acerca dos extratos obtidos, principalmente
diante da insipiéncia de dados na literatura acerca da seguranca de extratos do género
em modelos murinos, sendo o Unico estudo disponivel em camundongos avaliado em
doses inferiores a do presente estudo (0,25 mg/kg), referente ao extrato metandlico
de P. campechiana (CHICHIOCO-HERNANDEZ; PAGUIGAN, 2009). Ademais, diante
da caracteristica extremamente toxica do latex do género em modelo murino (NAVAS-
FLORES et al., 2021) podemos formular a hipétese de que a seguranca esta
relacionada a baixa temperatura empregada no processo extrativo, com reducao do
latex presente nas espécies de Pouteria spp. demandando novas avaliacbes com

preparacdes de infusdo, comumente utilizadas pela populacao.
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Tabela 26 - Resultados dos exames hematolégicos e bioquimicos para extrato aquoso de

Pouteria guianensis (Aubl.) (n=6)

Analises Hematolégicas

Parametro Grupo Controle Extrato p valor

Leucdcitos totais (103 / L) 4,07 + 0,57 4,08 + 0,34 0,9803

Ndmero Absoluto de linfécitos (10° / pL) 0,183 + 0,05 0,13+ 0,02 0,6970

Ndmero Absoluto de monécitos (103 / pL) 0,483 + 0,07 0,45 + 0,07 0,6558

Nuamero Absoluto de granuldcitos (10% / pL) 3,40+0,52 3,50+ 0,26 0,8673

Contagem de células vermelhas (10°/ pL) 6,97 + 0,82 8,31+0,23 0,1453

Hemoglobina (g / dL) 13,22 +1,38 13,18 £2,42 0,8182

Contagem de plaquetas (10° / pL) 253,30 £ 59,70 273,70 £ 24,00 0,7584
Analises Bioquimicas

Parametro Grupo Controle Extrato p valor

AST / GOT (U/L) 114,40 + 14,63 81,18 + 4,54 0,0866

ALT (U/L) 30,85 + 3,97 53,39 + 9,69 0,0668

CK/MB (U/L) 44,12 + 5,68 31,89 + 6,15 0,1747

Creatinina (mg / dL) 0,38 £ 0,02 0,36 £ 0,01 0,5130

Ureia (mg / dL) 70,00 + 6,06 66,70 + 8,37 0,3390

Tabela 27 - Resultados dos exames hematoldgicos e bioquimicos para extrato
EHE80% de Pouteria guianensis (Aubl.) (n=6)

Analises Hematologicas

Parametro Grupo Controle Extrato p valor
Leucécitos totais 4,43 £ 0,67 3,73+0,39 0,387

Numero Absoluto de linfécitos 0,23 + 0,06 0,17 + 0,02 0,6883

Numero Absoluto de mondcitos 0,53 £ 0,06 0,47 £ 0,08 0,4956

Numero Absoluto de granuldcitos 3,67 +0,58 3,10+ 0,31 0,3203

Contagem de células vermelhas 5,78 £ 0,95 6,89 + 0,39 0,3038

Hemoglobina 13,53 +1,28 12,85+ 0,72 0,2403
Contagem de plagquetas 137,20 £ 26,64 271,00 £ 40,42 0,02

Adlises Bioquimicas

Parametro Grupo Controle Extrato p valor

AST / GOT (U/L) 110,30 + 12,01 83,46 £ 10,33 0,2063

ALT (U/L) 53,54 £ 9,82 40,16 + 6,61 0,2847

CK/MB (U/L) 41,24 + 3,52 31,95+ 3,81 0,1112

Creatinina (mg / dL) 0,36 £ 0,07 0,30 £ 0,02 0,4762

Ureia (mg / dL) 52,17 £ 6,23 61,94 + 7,47 0,9177
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7. CONCLUSOES
No presente trabalho avaliou-se, pela primeira vez, a espécie P. guianensis por uma
Otica diferente da avaliacdo botanica, prenunciando aplicabilidades desta espécie
vegetal. Nesta espécie, foi possivel observar por triagens fitoquimicas a riqueza de
compostos fendlicos, com auséncia de taninos condensados, diferenciando-a de
outras espécies de Pouteria sp., sendo desenvolvido método cromatografico seletivo,
gue evidenciou a diferenca qualitativa e quantitativa dentro do género.
Com auxilio de espectrometria de massas, foi possivel identificar a miricitrina como
um possivel marcador analitico da espécie, sendo validado método por CLAE-DAD
deste marcador em funcdo da quercetina. A influéncia das condicdes extrativas por
ultrassom deste composto, e de outros flavonoides presentes no extrato hidroetanélico
80%, demandaram uma otimizacao experimental, sendo demonstrada que condi¢cbes
de baixa temperatura favoreceram maior extracdo de metabdlitos, sendo isto
promissor, por se correlacionar com uma menor extracao de latex da espécie, o qual
apresenta relatos de toxicidade pela literatura.
Na caracterizacao histologica da folhas observamos epiderme simples e glabra com
presenca de cuticula espessa com ondulacfes aparentes e estdmatos localizados na
face abaxial, além de laticiferos no mesoéfilo celular. De forma complementar, a
avaliacdo histoquimica demonstrou a rigueza de constituintes fendlicos em seu
interior, concomitantemente a presenca de classes pouco exploradas dentro do
género, como alcaloides, sendo esta uma vertente a ser investigada.
A propriedade antioxidante do extrato com diversos solventes foi demonstrada, por
método de reducéo radicalar de DPPH, com necessidade de maiores averiguacdes
em outros modelos. Com estes resultados, concomitantemente a analises
guimiométricas, foi possivel observar que apesar de serem quimicamente diferentes
0s extratos aquoso e hidroetandlico 80% possuem bioatividades e foram escolhidos
para avaliacbes in vivo. Contudo, a variabilidade sazonal de metabdlitos e
propriedades fisico-quimicas indicou que esta propriedade sofre oscilagdes ao longo
do ano, demandando maiores elucidacbes metabdlicas dos mecanismos destas
biotransformacdes.
Os extratos selecionados indicaram potencial atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva, sem perda da propriedade motora dos animais e reducao da producéo
de citocinas inflamatdrias e/ou ao aumento da producao de citocinas anti-inflamatorias

como IL-10.
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Importante ressaltar que as diferencas nas atividades entre o0s extratos,
provavelmente podem se correlacionar com a variabilidade fitoquimica, necessitando
de estudos adicionais que avaliem a correlacdo entre estas vertentes.
Complementarmente, o estudo utilizando modelo de membrana corialantoica indicou
propriedade antiangiogénica e baixa chance de toxicidade tépica, sendo este um
possivel foco de desenvolvimento de formulacdes.

Por fim, em modelo murino de toxicidade aguda, os extratos aquoso e EHE80% nao
apresentaram alteracdes hematoldgicas ou bioquimicas significativas ap6s 14 dias de
experimento, indicando seguranca preliminar dos derivados vegetais. Os resultados
do presente estudo reforcam o interesse na investigacdo dos extratos e bioativos de
P. guianensis em modelos experimentais cronicos e maior aprofundamento no
entendimento dos mecanismos de agdo envolvidos.

Portanto, pelo ineditismo dos achados da espécie, se demonstrou pela primeira vez
na literatura acerca de sua caracterizacao histologica, quimica, sazonal e pré-clinica.
Com os achados, aumenta-se a necessidade de maiores aprofundamentos do género,
e averiguacdes de maior nimero de espécies de Pouteria spp. e de seus metabdlitos.
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ANEXOS

ANEXO A- Metodologia utilizadas para a realizacdo da prospeccao fitoquimica

Método Comportamento se

Teste utilizado reativo Resultado Referéncias
Coloracéo variavel entre Fendis
azul e vermelho MATQOS, 2020
. . - - Taninos pirogalicos (taninos
Fendis e Taninos  Adicdo de FeCI3  Precipitado azul escuro hidrolisaveis) MATOS. 2020
- Taninos flababénicos (taninos
Precipitado verde escuro N
condensados ou catéquicos) MATOS. 2020
Coloragéo vermelha em Antocianinas, Antocianidinas,
meio &cido (3) chalconas e auronas
MATOS, 2020
Co'”ifggig??geg melo Antocianinas e Antocianidinas
’ MATOS, 2020
Antocianinas, 5 Coloracé&o Azul-par o o
R Alterac&o do pH ¢ purpura em
antocianidinas e do?axtratop meio alcalino (11) Antocianinas e Antocianidinas MATOS, 2020
flavonoides ~
Coloragdo Amarela em Flavonas, Flavonéis e Xantonas
meio alcalino (11) ’ MATOS, 2020
Coloracédo Vermelho
purpura em meio alcalino Chaconas e Auronas
(11) MATOS, 2020
Coloracédo Vermelho
alaranjado em meio alcalino Flavonéis
(11) MATOQOS, 2020
Teste para _Agltaga?j formacéo de espuma .
saponinas vigorosa do persistente Saponinas
extrato MATQOS, 2020




ANEXO A- Continuacao

Teste ul\:lileit;;doo Compcr)é;atlircgnto s¢€ Resultado Referéncias
Acidificagao e precipitado branco ou leve
adicéo de ~ Alcaloides MATOS, 2020
reativo de meyer turvagdo branca
Acidificacdo e
_ adicao de precipitado de coloracao .
Alcaloides Reativo de laranja a vermelho Alcaloides MATOS, 2020
Dragendorff
Acidificacdo e
Sdighode  precipiado de coloragdo Alcaloides MATOS, 2020
Wagner
Contato de
PaP?' de filtro observacéo de
basificado com fluorescéncia amarela ou
. 0 .
Cumarinas NaOH 10% com verde no papel de filtro sob Cumarinas MATQOS, 2020
0 vapor do
luz UV 365 nm
extrato em
ebulicao
Colorr;altcé‘?oof;/g(rjrgilll;a em Leucoantocianidinas MATQOS, 2020
Leucoantocianidinas, Alteragéo do pH Coloragéo Pardo- _ , o
catequinas e do extrato com  amarelada em meio 4cido  Catequinas (Taninos catéquicos) MATQOS, 2020
flavonas aguecimento 1)
Coloracéo vermelho laranja Flavononas MATOS, 2020

em meio alcalino (14)
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ANEXO A- Continuacao

Teste M_e_todo Comporta_mento s€ Resultado Referéncias
utilizado reativo
Mudanca da coloracédo de
amarelo para roxo na
Extraco com presenca de reativo de Presenca de nucleo esteroidal LIMA; SILVA, 2016
cloroférmio da Salkowski
. solucédo do
Triterpenos x x
extrato com Apresentacéo de coloragédo
adicao de coloragéo verde, azul

cloreto férrico

esverdeado ou roxo a azul
com reagente de
Liebermann-Burchard

Glicosideos cardiotbnicos

LIMA; SILVA, 2016
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