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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo dos extratos das plantas medicinais Byrsonima intermedia A. Juss.
(Malpighiaceae), Serjania marginata Casar. (Sapindaceae) e Terminalia catappa L. (Combretaceae) a
fim de permitir o desenvolvimento e caracterizacdo de fitopreparacGes que possam ser utilizadas no
tratamento de doencas crénicas. Para isso, foi fundamental aprofundar o conhecimento da composicao
quimica, avaliar a sazonalidade, aperfeicoar os métodos analiticos para o controle de qualidade da
matéria-prima vegetal e desenvolver complexos de inclusdo para a incorporagdo dos extratos. No estudo
da sazonalidade, os extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HLPC)
acoplada a espectrometria de massas em tandem (HPLC-ESI-MS/MS). As amostras foram coletadas
bimestralmente durante os periodos do veréo, outono, inverno e primavera. Os dados de HPLC-MS/MS
foram analisados na plataforma GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking), que
permitiu a anotagdo de 39 substancias nos extratos de B. intermedia, 38 substancias nos extratos de S.
marginata e 42 substdncias nos extratos de T. catappa. Os agrupamentos das amostras nas redes
moleculares mostraram que os fatores sazonais desempenharam um papel importante na producdo de
metabdlitos em cada espécie vegetal, sendo as condi¢cGes de temperatura, seca e radiacdo solar os
principais fatores que afetaram a variabilidade das substancias em cada espécie. O conteldo de
flavonoides totais, capacidade antioxidante e antiglicante também foram determinados para ajudar a
estudar a variabilidade quimica sazonal dessas espécies. A fim de contribuir para a sustentabilidade
ambiental, para a padronizagdo do extrato de S. marginata foi desenvolvido um método cromatografico
verde por HPLC-PDA utilizando apenas etanol e 4gua como solventes, seguindo um planejamento
fatorial fraciondrio na triagem das variaveis e aplicando a matriz de Doehlert foi utilizada no
procedimento de otimizacdo. O método verde desenvolvido foi comparado com o método da literatura,
e 0 desempenho cromatografico e o impacto ambiental de ambos foram avaliados por meio de métricas,
como GCFR (Green Chromatographic Fingerprinting Response), HPLC-EAT (EAT - Environmental
Assesment Tool) e AGREE (Analytical GREEnness metric). O método foi validado através da avaliacéo
dos parametros de seletividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e robustez. A
padronizacdo do extrato foi realizada pela quantificacdo do &cido protocatecuico e derivados de (+)-
catequina, (-)-epicatequina e apigenina. O método desenvolvido foi preciso e robusto e combinado com
os principios que regem a Quimica Verde foi considerado ambientalmente amigavel. Finalmente, para
conferir melhorias nas propriedades quimicas e bioldgicas dos ingredientes ativos dos extratos,
investigamos a complexacdo de cada um deles com S-cyclodextrina por mistura fisica e malaxagem. A
caracterizacdo dessas amostraspor espectroscopia na regido do infravermelho, anélise térmica, difracdo
de raios X, microscopia eletronica de varredura e ressonancia magnética nuclear, permitiu propor a
complexagdo parcial dos metabdlitos dos extratos na cavidade da S-cyclodextrina. Assim, este estudo
traz novas informagdes sobre o potencial dos extratos de B. intermedia, S. marginata e T. catappa
contribuindo para aperfeicoaro controle quimico de qualidade do material vegetal, para aumentar seu
potencial de aplicagdo como umfuturo fitoterapico e colaborando para a implementagdo de marchas
analiticas ambientalmente mais amigaveis.

Palavras-chave: Byrsonima intermedia; Serjania marginata; Terminalia catappa; metabolémica;
quimica verde; complexos de inclusao.



ABSTRACT

This work describes the study of the extracts of the medicinal plants Byrsonima intermedia A. Juss.
(Malpighiaceae), Serjania marginata Casar. (Sapindaceae) and Terminalia catappa L. (Combretaceae)
in order to allow the development and characterization of phytopreparations that can be used in the
treatment of chronic diseases. For this, it was fundamental to deepen the knowledge of the chemical
composition, to evaluate the seasonality, to improve the analytical methods for the quality control of the
vegetal raw material and to develop inclusion complexes for the incorporation of the extracts. In the
seasonality study, the extracts were analyzed by high-performance liquid chromatography (HLPC)
coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS). The samples were collected bimonthly
during the summer, autumn, winter and spring periods. The HPLC-MS/MS data were analyzed in the
GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) platform, which allowed the annotation
of 39 compounds in B. intermedia extracts, 38 compounds in S. marginata extracts and 42 compounds
in T. catappa extracts. The clustering of the samples in the molecular networks showed that seasonal
factors played an important role in the production of metabolites in each plant species, with temperature,
drought and solar radiation conditions being the main factors that affected the variability of substances
in each species. The content of total flavonoids, antioxidant and antiglycant capacity were also
determined to help study the seasonal chemical variability of these species. In order to contribute to
environmental sustainability, for the standardization of S. marginata extract, a green chromatographic
method by HPLC-PDA was developed using only ethanol and water as solvents, following a fractional
factorial planning in the screening of variables and applying Doehlert matrix was used in the
optimization procedure. The developed green method was compared with the literature method, and the
chromatographic performance and environmental impact of both were evaluated using metrics, such as
GCFR (Green Chromatographic Fingerprinting Response), HPLC-EAT (EAT - Environmental
Assesment Tool) and AGREE (Analytical GREEnness metric). The method was validated through the
evaluation of the parameters of selectivity, linearity, detection and quantification limits, precision and
robustness. The standardization of the extract was performed by quantification of protocatechuic acid
and (+)-catechin, (-)- epicatechin and apigenin derivatives. The developed method was accurate and
robust and combined with the principles of Green Chemistry was found to be environmentally friendly.
Finally, to confer improvements in the chemical and biological properties of the active ingredients of
the extracts, we investigated the complexation of each of them with g-cyclodextrin by physical mixing
and malaxation.The characterization of these samples by spectroscopy in the infrared region, thermal
analysis, X-ray diffraction, scanning electron microscopy and nuclear magnetic resonance, allowed to
propose the partial complexation of the metabolites of the extracts in the cavity of g-cyclodextrin. Thus,
this study brings new information about the potential of the extracts of B. intermedia, S. marginata and
T. catappacontributing to improve the chemical quality control of the vegetal material, to increase its
potential of application as a future phytomedicine and collaborating to the implementation of more
environmentallyfriendly analytical marches.

Key words: Byrsonima intermedia; Serjania marginata; Terminalia catappa; metabolomics,
green chemistry; inclusion complexes.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais derivados do metabolismo secundario vegetal tém desempenhado
um papel essencialmente importante no tratamento de doencas e enfermidades ao longo da
historia de vida dos seres humanos. Por milénios, as plantas medicinais tém sido uma fonte
valiosa de agentes terapéuticos, e 0s progressos na terapéutica moderna tem estimulado o uso
de produtos naturais em todo o mundo (CRAGG; NEWMAN, 2013; KATZ; BALTZ, 2016).

A diversidade de estruturas moleculares e a capacidade de a natureza fornecer moléculas
de complexidades estruturais dificilmente imaginadas ou elaboradas por sintese é o resultado
de vias biossintéticas diferentes que estdo envolvidas na producdo dos metabdlitos secundarios
de uma planta, e o que também leva esses metabolitos a exibir vasta gama de atividades
biologicas (BERNARDINI et al., 2018; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

A producdo de metabolitos secundarios por plantas é caracterizada pela individualidade
da espécie vegetal e é considerada uma resposta adaptativa essencialmente relevante em termos
de lidar com estimulos ambientais e/ou externos aos quais as plantas estdo expostas
(GHORBANPOUR; VARMA, 2017). Além disso, esses metabolitos desempenham um papel
fundamental na regulacéo do crescimento, desenvolvimento e defesa das plantas, bem como na
mediacdo das interacbes planta-ambiente, incluindo a protecdo contra vérias condicbes de
mudanca ambiental estressantes e desafiadoras (ERB; KLIEBENSTEIN, 2020; ISAH, 2019;
PANDEY; SENTHIL-KUMAR, 2019; RAI; SAITO; YAMAZAKI, 2017).

Nas ultimas décadas, tem havido um interesse cientifico cada vez maior em obter um
entendimento abrangente a respeito das mudancas no metabolismo secundario vegetal, e um
namero consideravel de estudos tem sido conduzido com o objetivo de investigar os efeitos das
mudancas nos fatores ambientais (por exemplo, temperatura, mudanca climatica, precipitacao,
seca, salinidade, radiacdo UV, luz e umidade) e sazonalidade (de acordo com as estacfes do
ano) na biossintese e acumulo de metabolitos especializados em plantas medicinais (BERINI
et al., 2018; SAMPAIO; EDRADA-EBEL; DA COSTA, 2016; YANG et al., 2018).

Devido a varios fatores, o teor de metabdlitos secundarios pode variar qualitativa e/ou
quantitativamente nas espécies de plantas. Como muitos desses metabolitos sdo principios
ativos, essa variacdo pode eventualmente alterar a resposta terapéutica da planta medicinal
quando aplicada para fins farmacologicos especificos. Em vista disso, estudar os efeitos de
fatores que podem determinar ou modificar a concentracdo dessas substancias nas plantas, tais
como condigdes de cultivo e/ou coleta, estacdo e hora do dia, € extremamente importante caso

se pretenda obter produtos de boa qualidade a base de plantas com concentracdes desejaveis de
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principios ativos (KUNLE; EGHAREVBA; AHMADU, 2012; LIEBELT; JORDAN;
DOHERTY, 2019).

1.1 As espécies vegetais de estudo

Dentro do contexto do trabalho realizado pelo grupo nos Gltimos anos em pesquisas
desenvolvidas nos projetos tematicos do programa Biota/FAPESP: (I) “Uso sustentavel da
biodiversidade brasileira: Prospec¢do quimico-farmacologica de plantas superiores” e (II)
“Extratos padronizados para o tratamento de doencas cronicas”, foi possivel selecionar algumas
espécies para a continuidade dos estudos com vistas a obtencéo de fitopreparados padronizados,
de forma a complementar as opgles de tratamento a partir de plantas medicinais, para além
daquelas disponibilizadas pelo Sistema Unico de Satde (SUS).

As espécies foram selecionadas segundo os critérios preconizados pelo Ministério da
Saude: ampla distribuicdo geografica, disponibilidade atual, facilidade de cultivo,
produtividade e identificacdo botanica, baixa toxicidade, baixa incidéncia de efeitos colaterais,
caracterizacdo quimica qualititativa e quantitativa e propriedades terapéuticas cientificamente
avaliadas (BRASIL, 2006b). Assim para o desenvolvimento desse trabalho, foram selecionadas
as espécies Byrsonima intermedia A.Juss. (Malpighiaceae), Serjania marginata Casar.
(Sapindaceae) e Terminalia catappa L. (Combretaceae) (Figura 1) que apresentam
caracteristicas etnofarmacoldgicas similares e se mostraram promissoras para aplicacdo futura
de fitoterapia para o tratamento de doencas inflamatérias.

Os extratos alcoolicos obtidos das folhas de cada uma dessas espécies demonstraram
potencial efeito gastroprotetor (ARRUDA et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2019; OHARA et
al., 2020; PERICO et al., 2015; PINHEIRO SILVA et al., 2015), anti-inflamatério (MOREIRA
et al., 2011; SALINAS-SANCHEZ et al., 2017), antioxidante (CHYAU; KO; MAU, 2006;
GUILHON-SIMPLICIO et al., 2017; HEREDIA-VIEIRA et al., 2015), analgésico (DI STASI
et al., 1988; HAIDARA et al., 2020; VERDAM et al., 2017) e auséncia de toxicidade nos
modelos agudos avaliados (DOS SANTOS et al., 2019; MININEL et al., 2014; PERICO et al.,
2015; SANTOS et al., 2012).
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Figura 1 - Detalhes das espécies de estudo: (A) Byrsonima intermedia; (B) Serjania marginata; (C)
Terminalia catappa

s "7 Bl G 2 RS ’ .

a Stefanini Borges Caires; Foto (B): Silvia Cristina Heredia Vieira; Foto (C): Carolina
Mendes Costa.
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Fonte: Foto (A): Maiar

A espécie B. intermedia (Figura 1A) é popularmente conhecida como murici-do-
cerrado, cajuzinho do cerrado ou murici-mirim. Esse home, murici, que significa pequena
arvore em lingua tupi guarani, foi dado a espécie pelos povos indigenas. Ela é nativa do Cerrado
brasileiro, e como 0 nome indica, tem caracteristicas semelhantes a arbustos e geralmente atinge
uma altura maxima de 1,60 m. A populagdo local do cerrado usa a casca e as folhas de B.
intermedia como infusBes, as quais sdo relatadas como tendo propriedades anti-sépticas,
antimicrobianas, anti-hemorragicas, cicatrizantes e anti-inflamatérias (NOGUEIRA et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2007).

A espécie S. marginata (Figura 1B) é uma planta trepadeira popularmente conhecida
como cipo6-uva, cipo-timbo6 ou barbasco, cujas folhas sdo utilizadas na medicina popular na
forma de infusdo ou suco para o tratamento de dores de estdmago (ARRUDA et al., 2009). Essa
espécie € considerada nativa do Brasil, Paraguai, Bolivia e Argentina. No Brasil, est presente
em florestas deciduas, campos inundaveis e na regido de Chaquenha no Mato Grosso do Sul,
bem como em 18 fragmentos florestais no noroeste do Estado de Sdo Paulo e na densa floresta
do Estado de Pernambuco (MOREIRA et al., 2013; RODAL; NASCIMENTO, 2002;
SPRENGEL-LIMA; REZENDE, 2013). Seu cultivo agrondmico demonstrou que o rendimento
e a composicado quimica do extrato das espécies cultivadas foram similares aos das espécies
nativas, comprovando que a planta pode ser cultivada ex situ (TABALDI et al., 2012; VIEIRA,
2014). Além disso, o cultivo reduz o uso continuo de plantas nativas, preservando assim seu
habitat natural, assim como é um fator relevante que permite a padronizacdo dos rendimentos
para obter um produto de qualidade uniforme e consistente (CANTER; THOMAS; ERNST,
2005; KUNLE; EGHAREVBA; AHMADU, 2012).
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A espécie T. catappa (Figura 1C) pode ser encontrada em todas as regies do Brasil, e
especialmente na regido sudeste do pais devido ao clima quente nessa area, que é adequado
para 0 desenvolvimento e crescimento da planta. As espécies do género Terminalia sdo
predominantes tanto nas regides tropicais como subtropicais do Brasil, e mais particularmente
nas areas costeiras, onde sdo conhecidas por sua extensa sombra ao longo da orla das praias do
pais. Ela € muito conhecida entre a populacdo brasileira, que frequentemente atribui a ela
diversos nomes, incluindo amendoeira-da-praia, cuca e chapéu de sol (THOMSON; EVANS,
2006). Além disso, as espécies do género Terminalia sdo amplamente utilizadas na medicina
ayurvédica para tratar dores abdominais e nas costas, tosse e resfriados, conjuntivite, diarreia e
disenteria, inflamagdo e Ulceras (COCK, 2015).

Estudos fitoquimicos anteriores que analisaram os extratos de folhas das espécies
vegetais acima mencionadas mostraram que B. intermedia tem como principais constituintes
acidos fendlicos, proantocianidinas oligoméricas e flavonoides glicosilados derivados de
quercetina (FRAIGE et al., 2018; MANNOCHIO-RUSSO et al., 2020; PEREIRA; BOREL,;
SILVA, 2015; RODRIGUES, 2007; SANNOMIYA et al., 2007; ZANATTA,; VILEGAS;
EDRADA-EBEL, 2021). S. marginata contém flavonoides C-glicosilados derivados de
apigenina, proantocianidinas oligoméricas e saponinas (HEREDIA-VIEIRA et al., 2015;
VIEIRA, 2014; ZANATTA,; VILEGAS; EDRADA-EBEL, 2021). T. catappa apresenta
principalmente acidos fenodlicos, flavonoides e taninos hidrolisaveis (CHANG et al., 2019; LIN;
HSU, 1999; LIN et al., 2000; MANDLOI et al., 2013; MININEL, 2015; MININEL et al., 2014;
VENKATALAKSHMI P; VADIVEL V; BRINDHA P, 2016).

A Figura 2 e a Tabela 1 apresentam um panorama do estudo quimico e bioldgico
realizado com as espécies B. intermedia, S. marginata e T. catappa.
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Figura 2 - Exemplos de alguns metabélitos encontrados nas espécies Byrsonima intermedia, Serjania
marginata e Terminalia catappa
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Tabela 1 - Composicao quimica e atividade bioldgica das folhas das espécies Byrsonima intermedia,
Serjania marginata e Terminalia catappa

Espécie Composicdo quimica  Atividade biol6gica Referéncias
ESPANHA et al., 2014; FRAIGE
et al., 2018; MANNOCHIO-
RUSSO et al., 2020; MOREIRA
2,3,5,6,7,8,9, 10, anti-inflamatoria, etal., 2011; PEREIRA; BOREL;
B. intermedia 11, 12, 13, 14, 15,16,  antiulcerogénica e anti- SILVA, 2015; RINALDO et al.,
17,18, 19 colite; antimutagénica 2010; RODRIGUES, 2007;
SANNOMIYA et al., 2007;
ZANATTA,; VILEGAS;
EDRADA-EBEL, 2021
HEREDIA-VIEIRA et al., 2015;
acdo protetora da mucosa PERICO et al., 2015;
. géstrica e anti-inflamatoria;, SERPELONI et al., 2021;
S. marginata 1,5,12,15,17, 26, 27 efeito antimutagénico VIEIRA, 2014; ZANATTA,;
seletivo VILEGAS; EDRADA-EBEL,
2021
CHANG et al., 2019; COCK,
2015; LIN; HSU, 1999; LIN et
anti-inflamatéria e anti- gz)lgole\flfl‘ ENLD ;OOlISE_t al.
T. catappa 2,3,4,16, 20, 21, 22, Ulceras gastricas, com MININEL et al., 2014: OHARA

23, 24,25

simultanea a¢do sobre H.
pylori

et al., 2020; PINHEIRO SILVA
et al., 2015;
VENKATALAKSHMI;
VADIVEL; BRINDHA, 2016

Fonte: préprio autor.

1.2 Padronizacdo de extratos vegetais

O crescimento da fitoterapia nos dltimos anos tem sido significativo, fazendo com que

uma grande parte da populagdo mundial utilize a medicina tradicional a base de plantas para
tratar uma grande variedade de doencas. Isso decorre da crescente perda de credibilidade na
medicina comum em relacdo aos efeitos adversos, da falta de acesso a medicamentos sintéticos
e da baixa disponibilidade dos medicamentos distribuidos pela rede de satde publica (BRASIL,
2019).

O mercado fitoterapico no Brasil e no mundo é muito promissor, e apenas a industria
farmacéutica movimenta bilhGes de ddlares anualmente. Atualmente, encontram-se no mercado
mundial centenas de produtos a base de plantas medicinais que cobrem varias categorias
terapéuticas e que sdo descritos em diferentes farmacopeias e monografias, tais como: o ginseng
(Panax ginseng C. A. Meyer) que € usado como antiinflamatorio, antioxidante, antibacteriano,
antiviral e antifungico (EMA, 2014a, 2014b; Formulario de Fitoterapicos, 2021; WHO, 2002);
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hipericum (Hypericum perforatum L.) como antidepressivo (EMA, 2009; WHO, 2002);
valeriana (Valeriana officinalis L.) como sedativo e no tratamento de distarbios do sono (EMA,
2016; Formulario de Fitoterapicos, 2021; WHO, 1999); kava-kava (Piper methysticum G.
Forst) e passiflora ou flor da paixdo (Passiflora incarnata L.) como tratamento natural para
casos de instabilidade nervosa, insdnia e ansiedade (EMA, 2014c; Formulario de Fitoterapicos,
2021; WHO, 2002, 2007); ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.) como anti-inflamatério e
antioxidante e para tratar disturbios do sistema nervoso central, como a doenca de Alzheimer e
déficits cognitivos (EMA, 2015; WHO, 1999); e o cha verde [Camellia sinensis (L.) Kuntze]
como anti-inflamatério, anticancerigeno, antimicrobiano e hipolipidémico (EMA, 2013a,
2013b). No comércio brasileiro também é possivel encontrar muitos produtos a base de plantas
nativas, como o guarand (Paullinia cupana Kunth) que é usado para a fadiga, como estimulante
e antidepressivo suave; a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek) como
antidiséptico, antiacido e protetor da mucosa gastrica; a erva baleeira (Cordia verbenaceae
DC.) como anti-inflamatorio; o barbatiméo (Stryphnodendron adstringens Mart. Coville) como
anti-séptico, anti-inflamatorio, cicatrizante e antifingico; o guaco (Mikania glomerata Spreng.)
como expectorante, e muitas outras espécies medicinais (BRASIL, 2014a; Formulario de
Fitoterapicos, 2021).

No entanto, dada a ampla tradicdo de uso de plantas medicinais para o tratamento de
diversas enfermidades, difundiu-se a crenca de que os medicamentos fitoterapicos, por serem
considerados como uma “medicina verde”, sdo totalmente inofensivos e ndo toxicos, levando a
um consumo inadequado por grande parte da populacéo. Isso pode resultar em potenciais riscos
a salde, os quais sdo ainda agravados pela dificuldade de acesso e até mesmo pela falta de
informac0es confiaveis sobre possiveis efeitos toxicos.

No Brasil, grande parte das espécies vegetais utilizadas pela populacdo ndo possui acdo
farmacoldgica comprovada, composicdo quimica definida e nem mesmo estudos toxicoldgicos
realizados. Isso é devido a falta de pesquisa e desenvolvimento, além da falta de investimentos
na area de controle da qualidade, eficacia e seguranca de produtos padronizados (DUTRA et
al., 2016).

Desse modo, o Ministério da Saude deu inicio a a¢fes para implementar politicas
publicas destinadas a introduzir o uso de plantas medicinais e fitoterapicos a Fitoterapia no
SUS, conhecida como “Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS”;
assim como fomentado o desenvolvimento do setor ao longo de todo o processo produtivo. Essa
politica tem como diretrizes fundamentais promover a integracéo dos setores publico e privado

(universidades, centros de pesquisa e organizagdes nao governamentais); incentivar o uso de
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plantas medicinais e medicamentos caseiros; apoiar as boas praticas no cultivo e manuseio de
plantas medicinais, bem como no manuseio e producdo de medicamentos fitoterdpicos;
incentivar o uso sustentavel da biodiversidade brasileira com a preservacédo e valorizacao dos
beneficios decorrentes do conhecimento tradicional e do patrimdnio genético associados; e,
acima de tudo, garantir que a aquisicao de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos seja
realizada de forma segura, eficaz e de qualidade (BRASIL, 2006a, 2016).

As definicbes empregadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(RDC n° 26/2014) (BRASIL, 2014b) para fitoterapicos consideram duas categorias: 0
Medicamento Fitoterapico (MF) que é obtido com emprego exclusivo de matérias-primas ativas
vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam
caracterizados pela constancia de sua qualidade; e o Produto Tradicional Fitoterdpico (PTF)
que é obtido com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e
efetividade sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-
cientifica e que seja concebido para ser utilizado sem a vigilancia de um médico para fins de
diagndstico, de prescricdo ou de monitorizacdo. Adicionalmente, o PTF ndo pode se referir a
doencas, disturbios, condi¢cdes ou acdes consideradas graves, ndo pode conter matérias-primas
em concentracdo de risco toxico conhecido e ndo deve ser administrado pelas vias injetavel e
oftalmica.

Tanto para MF quanto para PTF, fica clara a necessidade de se garantir a eficacia
(avaliacdo farmacoldgica) e a seguranca (avaliacdo toxicolégica). Além disso, é fundamental o
conhecimento da composic¢do quimica (perfil cromatografico), a determinacdo do marcador
(qualidade), a avaliacdo da sazonalidade e o desenvolvimento de métodos analiticos
quantitativos validados para o controle de qualidade da matéria prima vegetal (a propria planta
ou derivados vegetais, tais como 0s extratos) e dos produtos acabados (MF e PTF). O conjunto
de ensaios de qualidade envolve ainda a identificacdo boténica, os estudos de estabilidade e a
conformidade com as normas para bulas e rétulos, entre outros (BRASIL, 2014b).

A padronizacdo dos extratos vegetais € uma das etapas primordiais no desenvolvimento
de um novo fitoterapico e requer muito cuidado e cumprimento rigoroso das diretrizes
adequadas sugeridas por agéncias como a Conselho Internacional para Harmonizagdo de
Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano (International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use - ICH) (ICH,
2005) e a ANVISA (BRASIL, 2017).

Esse procedimento é essencial para analisar fatores que afetam significativamente a

composicdo quimica e a eficicia da fitoterapia, tais como variagfes entre espécies ou
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variedades, adulteracdo, mudancgas ambientais durante o crescimento e coleta, tratamento pos-
coleta, método de extracdo, e preparacdo de amostras, entre outros (SALEM et al., 2020;
YULIANA et al., 2011). Para isso, tal padronizacdo deve ser realizada com base no teor de uma
substancia marcadora presente no extrato, indicando que se a mesma estiver presente em
quantidade apropriada também os demais componentes estardo igualmente representados
(BRASIL, 2017; DAVID; NASCIMENTO; DAVID, 2004).

Nesse contexto, a determinagdo das substancias marcadoras em extratos de espécies
torna-se imprescindivel. A RDC n° 26/2014 define marcador como uma substancia ou classe
de substancias quimicas presentes na matéria-prima vegetal com correlacdo com o efeito
terapéutico (marcador ativo) ou ndo (marcador analitico) (BRASIL, 2014b).

Por outro lado, a abordagem multicomponente na investigacdo de plantas medicinais é
apreciada por diferentes agéncias reguladoras internacionais, especialmente pela US Food and
Drug Administration (FDA) (FDA et al., 2016), pela Agéncia Europeia de Medicamentos
(European Medicines Agency - EMA) (EMA, 2018) e pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (WHO, 1991, 2017), que sugerem que em vez de um marcador, o perfil quimico
qualitativo (identificacdo de seus componentes) e quantitativo (teor dos principais componentes
da mistura) de uma planta pode ser mais apropriado para estabelecer o controle de qualidade
quimico dos preparados herbais, garantindo seguranca e eficacia, assim como a padronizacdo
da consisténcia e reprodutibilidade dos principios ativos e/ou marcadores quimicos das espécies
vegetais (KUNLE; EGHAREVBA; AHMADU, 2012; ORY et al., 2019).

A realizacdo de uma andlise rapida, precisa e de alta qualidade dos constituintes
quimicos de uma matriz vegetal complexa é indispensavel no sentido de que ela permite
caracterizar os marcadores ativos na matriz e também facilita a compreenséo da relagéo entre a
composicao quimica e a possivel eficacia, toxicidade e o alvo terapéutico do produto a base de
plantas (WOLFENDER et al., 2019).

Um grande obstaculo para estabelecer uma estrutura confiavel de controle de qualidade
quimica de um extrato vegetal é que as plantas tém composicdo extremamente complexa com
grande nimero de substancias, das quais ainda ha conhecimento muito limitado. A diversidade
quimica das substancias presentes nas plantas medicinais esta diretamente associada a alta
variabilidade das propriedades fisico-quimicas intrinsecas dos produtos naturais, e isto torna a
separacao, deteccao e identificacdo dos substratos naturais das plantas tecnicamente desafiadora
(DUNN et al., 2011; WOLFENDER et al., 2015).

Avangos significativos nas técnicas analiticas juntamente com novas ferramentas de

bioinformética e andlises estatisticas multivariadas contribuiram significativamente para o
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avanco dos estudos quimicos de amostras complexas. Abordagens metabolémicas que
empregam técnicas de Ultima geracdo, como a espectrometria de massas de alta resolucéo (High
Resolution Mass Spectrometry - HRMS) e a espectrometria de ressonancia magnética nuclear
(RMN) unidimensional e bidimensional, sdo formas rapidas e eficientes de maximizar 0s
resultados da analise de impressdes digitais de metabolitos de um grande nimero de conjuntos
de dados (HAN et al., 2018; HOURIET et al., 2020; KELLOGG et al., 2017; SUT et al., 2019).

No desenvolvimento e otimizagdo do método cromatogréfico a ser utilizado nas analises
quantitativas, o estabelecimento das condicdes apropriadas (tipo de fase estacionéria,
composicado de fase mével, pH, temperatura da coluna, volume de injecdo, entre outras) é
fundamental para se obter uma resposta étima na separacdo e deteccdo de um maior nimero de
componentes (FEKETE et al., 2018). Para esse fim, os métodos de otimizacdo multivariada
podem ser considerados uma estratégia racional mais apropriada do que a tradicional
abordagem “um fator de cada vez” (one-factor-at-time - OFAT) ou também conhecido como
tentativa-e-erro. No método OFAT, os parametros sdo alterados um de cada vez, mantendo
sempre 0s outros em niveis constantes. Dessa forma, ndo s&o consideradas quaisquer possiveis
interacdes de fatores que influenciam a resposta final (BEZERRA et al., 2019;
MONTGOMERY, 2019).

A abordagem multivariada aplicada ao desenvolvimento de métodos analiticos oferece
numerosas vantagens sobre os métodos tradicionais, como o uso de planejamento experimental
(Design of Experiments - DoE) e de Metodologias de Superficie de Resposta (MSE), que
promovem a otimizacdo simultanea de respostas multiplas com um ndmero reduzido de
experimentos, permitindo assim aos pesquisadores identificar interagdes entre fatores e
desenvolver modelos de resposta que podem prever os parametros analiticos ideais dentro de
faixas aceitaveis estabelecidas (BEZERRA et al., 2008, 2019; FERREIRA et al., 2018; SOUZA
et al., 2021). Além disso, com essa abordagem muitas vezes o tempo experimental €
minimizado, o consumo de solventes utilizados e a geracdo de residuos durante a analise sdo
reduzidos, o que também reduz os custos de desenvolvimento do método analitico.

O planejamento experimental Doehlert é facilmente aplicado para otimizar variaveis,
pois envolve numero reduzido de experimento e é considerado mais eficiente na otimizacao das
variaveis. Os niveis determinados pelo modelo Doehlert s&o atribuidos de acordo com a
importéancia do efeito de cada variavel, resultando na atribuigdo de mais niveis as variaveis com
maior efeito sobre a resposta experimental. Tudo isso o0 torna mais vantajoso em relagdo aos
planejamentos denominados Composto Central e Box-Behnken (ARAUJO; JANAGAP, 2012;
FERREIRA et al., 2004; MONTGOMERY, 2019).
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Outro ponto a considerar € que a maioria dos estudos quimicos que utilizam técnicas
cromatograficas utilizam solventes orgéanicos toxicos e volateis como fase movel, tais como
acetonitrila e metanol, gerando grandes quantidades de residuos de solventes ndo amigaveis,
bem como proporcionam riscos a salde do analista, e exigem tratamentos dispendiosos para
evitar maior contaminacg&o do meio ambiente (PACHECO-FERNANDEZ; PINO, 2019).

Um dos principais objetivos dos estudos com plantas medicinais é fornecer alternativas
naturais (de baixo custo e sustentaveis) para o tratamento de doencas. Nessa dire¢do, percebe-
se uma contradicdo: estudos visando alternativas naturais utilizam solventes/reagentes toxicos
que prejudicam os seres humanos e 0 meio ambiente. Essa contradicdo levou ao
desenvolvimento de novas estratégias para estudos quimicos, com a busca de alternativas que
minimizem a produ¢ao de residuos, chamada “quimica verde” (ANASTAS, 1999; ANASTAS;
ZIMMERMAN, 2019).

Uma maneira de implementar a quimica verde durante as analises é realizar todo o
processo de acordo com seus principios, abordando aspectos fundamentais, como a redugéo do
uso de reagentes e energia, bem como a eliminacdo de residuos, riscos e perigos, além do uso
de solventes verdes (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013).

A substituicdo dos solventes nocivos, utilizados nas analises cromatogréaficas, por
solventes mais verdes, como o etanol, tem sido uma boa estratégia devido a sua toxicidade
relativamente baixa, facil geracdo a partir de biomassa e biodegradabilidade (FUNARI et al.,
2014a; OLIVES; GONZALEZ-RUIZ; MARTIN, 2017).

Atualmente, o numero de estudos especificos sobre a aplicacdo da cromatografia verde
na andlise de extratos vegetais bioativos é muito menor do que o nimero total de estudos
fitoquimicos publicados e a aplicacdo desse conceito nas industrias fitoterapicas é inexistente.
Alguns estudos tém demonstrado com sucesso o desenvolvimento de métodos de HPLC
altamente robustos e ecologicamente corretos utilizando etanol como solvente organico na
impresséo digital de plantas e outras matrizes naturais complexas (BORGES et al., 2021,
FUNARI et al., 2016; PELISSARI et al., 2021; SOUZA et al., 2018, 2021). Esses trabalhos
demonstraram tanto boas seletividades e separacdo satisfatoria cromatografica satisfatoria,
quanto "verde" para 0 método de HPLC.

O uso de métricas pode ser uma abordagem muito adequada que pode fornecer critérios
quantitativos para o desempenho analitico, bem como na determinacdo da natureza "verde" dos
procedimentos analiticos realizados (TOBISZEWSKI, 2016). Como exemplo, a métrica HPLC-
EAT (EAT - Environmental Assesment Tool) (GABER et al., 2011) é usada principalmente

para medir o impacto ambiental com base nas caracteristicas dos solventes empregados como
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fase mdvel nas analises cromatograficas. Outra métrica que também pode ser usada para medir
0 impacto ambiental de um procedimento analitico é a Métrica de Analitica Verde - AGREE
(AGREE - Analytical GREEnness metric approach and software) que € uma ferramenta para
avaliar os riscos ambientais e ocupacionais de um procedimento analitico com base nos 12
principios da Quimica Analitica Verde (GAC, Green Analytical Chemistry) (GALUSZKA,;
MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013; PENA-PEREIRA; WOIJNOWSKI; TOBISZEWSKI,
2020).

Um outro fator que coopera para otimizar a atividade e/ou a aplica¢do dos extratos € a
tecnologia farmacéutica. A escolha do sistema de liberacdo mais apropriada para um
fitomedicamento deve considerar a eficacia e a seguranca do componente ativo e garantir sua
qualidade. Portanto, sistemas de liberagdo devem incluir algumas propriedades fundamentais,
tais como: facilitar a aplicacdo do medicamento, através da via de administracdo mais
apropriada; contornar problemas de estabilidade; e orientar a entrega dos componentes ativos,
seja em termos do local de absor¢do mais apropriado, seja em termos do perfil de liberacdo (DE
TORRE et al., 2020).

Nesse contexto, as ciclodextrinas tém sido consideradas como uma alternativa adequada
para 0 uso como sistemas poliméricos de liberacdo, cujo principal objetivo é prevenir a
oxidagdo, prolongar a estabilidade térmica/propriedades bioativas e melhorar a solubilidade das
substancias presentes no extrato vegetal, o que possivelmente resulta em sua maior
biodisponibilidade (JASKI et al., 2019; SUNG; KIM, 2020).

As unidades de acUcar nas ciclodextrinas formam macrociclos quirais, truncados em
forma de cone, conhecidos por suas cavidades hidrofobicas e por seu exterior hidrofilico (Figura
3). Seus complexos de inclusdo fazem com que as moléculas de interesse fiquem
temporariamente presas dentro da cavidade hospedeira, dando origem a modificacdes
benéficas, tais como protegem a molécula contra eventuais interagdes com a microbiota
intestinal e 0 aumentam a permeabilidade através dos tecidos da mucosa (DEL VALLE, 2004).

Dentre os varios tipos, a p-ciclodextrina (BCD) (Figura 3) € a mais indicada para o
transporte de farmacos devido ao tamanho de sua cavidade, eficiéncia de complexacéo, fécil
disponibilidade e custo relativamente baixo (SUNG; KIM, 2020). Algumas das principais
propriedades da BCD referem-se a sua baixa absorcéo pelo trato intestinal, enquanto ndo sofrem
qualquer metabolismo no organismo (DEL VALLE, 2004).
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Figura 3 - Estrutura quimica da g-ciclodextrina (BCD) (A) e forma de cone truncado da BCD (B)
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Fonte: adaptado de UPADHYAY, S. K.; KUMAR, G. NMR and molecular modelling studies on the interaction
of fluconazole with B-cyclodextrin. Chemistry Central Journal, v. 3, n. 1, p. 9, 2009.
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5 CONCLUSOES

A andlise dos extratos das folhas de B. intermedia, S. marginata e T. catappa por
espectrometria de massas usando a abordagem de redes moleculares ou molecular networking
permitiu uma rapida anotacdo dos metabolitos secundarios presentes em cada espécie por
comparagdo com a biblioteca de dados GNPS e pela similaridade apresentada no agrupamento
dos padrbes de fragmentacdo. Neste estudo foi possivel a anotagdo de &cidos fendlicos
derivados dos acidos galoilquinico e chiquimico, proantocianidinas, flavonoides glicosilados,
e outros fendis em B. intermedia, substancias derivadas do acido quinico, de flavonoides
glicosilados, de catequinas e proantocianidinas oligoméricas e de saponinas em S. marginata e
taninos hidrolisaveis, flavonoides glicosilados e derivados do &cido elagico em T. catappa.

Considerando o perfil quimico qualitativo dos extratos, ndo foram observadas variagdes
sazonais marcantes dos principais metabolitos secundarios. Entretanto, algumas diferencas
encontradas no perfil metabdlico podem estar relacionadas ao periodo de coleta e a influéncia
das condi¢cdes ambientais, que podem ter afetado a producdo e/ou concentracdo de alguns
metabolitos secundarios envolvidos principalmente nos processos de regulacao do crescimento,
desenvolvimento e defesa das plantas contra fatores bioticos e abioticos. A seca, a radiacdo UV
e a temperatura foram os principais fatores ambientais que afetaram a formacéo de EROs e o
acumulo de metabolitos secundarios com capacidade antioxidante nessas plantas. A atividade
antioxidante de muitos desses metabdlitos presentes nessas plantas € uma indicacdo dos efeitos
benéficos dessas plantas sobre a satde humana. Os resultados deste estudo mostraram que as
espécies de plantas aqui investigadas possuem propriedades medicinais adequadas que podem
ser Uteis para o tratamento de doengas inflamatorias.

Quanto as atividades antioxidante e antiglicante, as amostras apresentaram valores
notavelmente proximos e 0s extratos poderiam ser considerados como o “ingrediente ativo
total" da formulagéo, devido ao sinergismo das substancias presentes.

A associacdo da analise cromatografica com a quimiometria para o planejamento e
otimizacdo dos experimentos, nos ajudou a obter uma metodologia verde étima nas analises
qualitativa e quantitativa do extrato hidroetandlico das folhas de S. marginata. Os principais
principios que regem a Quimica Analitica Verde foram empregados desde a preparagdo das
amostras até a otimizacdo do método. Além disso, a abordagem sustentavel levou ao
desenvolvimento e validacdo de um método com melhor desempenho cromatografico, mais
barato e mais verde do que os métodos normalmente utilizados na literatura para a analise de

substancias fendlicas para S. marginata. Os resultados obtidos demonstraram que é possivel
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aplicar a filosofia da Quimica Verde em estudos fitoquimicos, abrindo caminho para outros
estudos mais amigaveis ao meio ambiente. O método utilizado ndo exigiu investimentos
dispendiosos, pois foi utilizada a instrumentagdo comum dos estudos fitoquimicos tradicionais,
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada com detector de arranjo de
fotodiodos (PDA). Entretanto, o método de estudo exigiu uma mudanca na abordagem na qual
a eficiéncia foi considerada em conjunto com os parametros ambientais.

Os resultados mostraram que o método desenvolvido € preciso e robusto e pode ser
aplicado a padronizacdo dos principios ativos dessa espécie vegetal, sendo a determinacao dos
parametros de validacdo analitica extremamente importante para a avaliacdo do controle de
qualidade de um produto fitoterapico.

O desenvolvimento da pré-formulacdo com a complexacdo dos extratos com f-
ciclodextrina mostrou resultados bastante promissores da incorporacdo e interacdo das
moléculas dos extratos com a molécula receptora. A formacao desses sistemas complexos pode
conferir melhorias nas propriedades quimicas e biologicas dos principios ativos complexados,
além de proporcionar melhor solubilidade e estabilidade em solugdo aquosa.

As andlises de caracterizagdo fisico-quimica e morfolégica mostraram que houve
mudancas significativas nas caracteristicas dos extratos vegetais. Dentre os resultados obtidos,
pode-se dizer que as substancias presentes no extrato de B. intermedia foram parcialmente
incorporadas a cavidade do g-ciclodextrina formando complexos de inclusdo parcial. Para os
extratos de S. marginata e T. catappa, foram encontradas indicacGes da interacdao das moléculas
desses extratos e da formacao de sistemas complexos, entretanto, outros experimentos precisam
ser realizados para verificar o tipo de complexacdo que foi formada. Além disso, é necessario
a realizacdo de testes farmacoldgicos e toxicoldgicos de modo a garantir a eficacia e seguranca
do uso dessas formulages como produto medicinal.

Assim, este estudo traz novas informacOes para a caracterizacdo dos extratos das
espécies B. intermedia, S. marginata e T. catappa que podem ser Uteis para estabelecer critérios
de padronizacdo para os extratos visando melhorar o controle de qualidade dessas plantas
medicinais.

Como perspectivas futuras, em relacdo a padronizagdo das preparacGes contendo
extratos de B. intermedia, S. marginata e T. catappa, a variagdo no conteudo de substancias em
cada coleta, causada principalmente pelos fatores ambientais, poderd eventualmente ser
normalizada ajustando a concentracdo dessas substancias com a adicdo de adjuvantes de
formulagéo ou combinando extratos de diferentes coletas com menor e maior concentragao das

substancias ativas, a fim de obter a dosagem terapéutica apropriada. Nesse caso, 0s 6rgaos que
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regulamentam os produtos herbais recomendam o uso de marcadores quimicos analiticos na

avaliacdo do controle de qualidade.
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