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RESUMO

Atualmente, a busca por novas moléculas ou combinagbes de moléculas com
potencial anti-inflamatoério tem sido crescente, devido principalmente aos efeitos
adversos causados pelos medicamentos convencionais. O fruto da jabuticaba é
utilizado popularmente para o tratamento da diarreia, irritacdo da pele e inflamacgao
intestinal. No entanto, pouco é relatado sobre as atividades bioldgicas de folhas e
ramos dessa arvore. Logo, o objetivo desse trabalho € avaliar as atividades
antioxidante e anti-inflamatdria dos extratos etandlico das folhas e ramos de Plinia
cauliflora (DC.) Kausel, bem como dos fitocomplexos supramoleculares produzidos a
partir dos extratos e p-ciclodextrina, a fim de melhorar a solubilidade da formulagéo e
potencializar as atividades biologicas. A caracterizagdo dos complexos foi realizada
por espectrometria no infravermelho, espalhamento de luz dindmico, potencial Zeta e
condutividade. As analises térmicas DTA e TGA foram usadas para comprovar o
aumento da estabilidade térmica dos fitocomplexos. Através do doseamento de fendis
totais, de flavonoides e taninos, foi possivel observar que o extrato das folhas
apresentou maior teor de flavonoides, enquanto que o extrato dos ramos mostrou
maior teor de taninos. Tal achado foi confirmado pela identificacdo dessas substancias
por meio da técnica de HPLC-MS-Q-TOF, sendo a telimagrandina |, castalagina e
dilactona do acido valoneico relatadas pela primeira vez nas folhas e ramos de P.
cauliflora pelo nosso grupo de pesquisa. Através dos ensaios de inibicdo do radical
DPPH, do sistema B-caroteno/acido linoleico e da formagédo de MDA, e a redugéo do
complexo fosfomolibdénio, foi possivel verificar que ambos extratos e fitocomplexos
apresentaram atividade antioxidante promissora. Posteriormente, foi comprovado que
as amostras, em trés concentragdes distintas, foram eficazes nos testes in vitro e in
vivo da atividade anti-inflamatéria, realizados por meio da redugao da producéao de NO
em linhagem celular J774A.1 e inibicdo do edema de orelha induzido com d6leo de
croton, respectivamente. Além disso, os fitocomplexos demonstraram melhora na
atividade anti-inflamatéria no tratamento de 4 horas em relagdo aos extratos livres,
comprovando que o encapsulamento molecular € uma importante estratégia a ser

considerada para o desenvolvimento de formulagdes para uso topico.

Palavras-chave: Plinia cauliflora. Jabuticaba. Atividade antioxidante. Atividade anti-

inflamatdria. Ciclodextrina. Complexo supramolecular.



ABSTRACT

Intending to minimize the side effects reported for current drugs on the market, the
seek for new molecules with anti-inflammatory response has currently gained more
attention. Jaboticaba fruit has been popularly used for the treatment of diarrhea, skin
rashes and intestinal inflammation. However, there are few reports stating the
biological activity of branches and leaves. The present study aimed to evaluate the
antioxidant and anti-inflammatory activities of the ethanolic extract of branches and
leaves from Plinia cauliflora (DC.) Kausel, as well as, the supramolecular
phytocomplex produced through B-cyclodextrin and extract complexation seeking
improvements in solubility and biological response. The phytocomplex characterization
was performed by infrared spectroscopy, dynamic light scattering, zeta potential and
conductivity analysis. The thermal analysis DTA/TGA reported thermal stability
improvements of the phytocomplexes. The leaves extract revealed greater flavonoid
content whereas the branches showed higher content for tannins the test was based
on the total phenolic, flavonoid, and tannin dosage. All substances were identified by
HPLC-MS-Q-TOF being tellimagrandin |, castalagin and valoneic acid dilactone
reported for the first time in P. cauliflora branches and leaves. The promising
antioxidant activity of the stated extracts and phytocomplexes was assessed by DPPH
assay, p-carotene/linoleic acid system and the formation of MDA, and the reduction of
the phosphomolybdenum complex. The anti-inflammatory efficacy of the samples was
determined in three different concentrations for the in vitro and in vivo tests. The in
vitro assay was performed by the reduction of nitric oxide in J774A.1 cell and the in
vivo experiment by the inhibition of ear edema croton oil induced in mice. In addition,
the phytocomplexes showed improved results for the four hours treatment assay when
compared to the ethanolic extract, revealing how the complexation can work as an

important strategy to be considered for the development of topical formulation.

Key words: Plinia cauliflora. Jaboticaba. Antioxidant activity. Anti-inflammatory activity.

Cyclodextrin. Supramolecular complex.
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1. INTRODUGAO

No Brasil observa-se um crescimento na utilizagdo de fitoterapicos pela
populagao, e basicamente, dois fatores poderiam explicar este aumento: o primeiro
seria 0s avangos ocorridos na area cientifica, que permitiram o desenvolvimento de
fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes; o segundo € a crescente
tendéncia de busca, pela populagdo, por terapias menos agressivas e menos
onerosas, destinadas ao atendimento primario a saude (HASENCLEVER et al., 2017).

Somado a isso, 0 N0sso pais possui a maior diversidade de flora do planeta, com
mais de 55 mil espécies de plantas ou 22 % do total mundial (MMA, 2014). Em 2014,
por volta de 41 mil espécies da flora foram catalogadas, o que concentra cerca de 11
a 14 % da diversidade de plantas do planeta (MMA, 2014). Esses dados confirmam o
papel de destaque do pais perante o mundo, e que, por representar uma vasta
biodiversidade, atrai tanto interesses econémicos, botanicos, farmacologicos e
turisticos.

Diante desse cenario, a jabuticaba, conhecida como a “arvore de uva brasileira”,
€ nativa da Mata Atlantica do Brasil e possui um centro secundario de disseminagao
no Paraguai e na Argentina (IDEMIR et al., 2010). Ela é oriunda da familia Myrtaceae,
amplamente distribuida no Brasil. Seu fruto € consumido in natura, bem como na
forma de licores, vinhos, geleias e doces, cujo consumo tem aumentado no Brasil e
no exterior (FORTES et al., 2011; ABE, LAJOLO & GENOVESE, 2012).

Algumas descobertas mostram a capacidade da jabuticaba em reduzir o
processo oxidativo (REYNERTSON et al., 2008), a hiperglicemia associada a
resisténcia a insulina (DRAGANO et al., 2013) e a dislipidemia (ARAUJO et al., 2014).
Além disso, a espécie tem comprovado efeito hipotensor e vasodilatador dependentes
do endotélio vascular, efeitos estes mediados pela via do 6xido nitrico (LOBO DE
ANDRADE et al., 2015).

Atualmente, os produtos naturais bioativos despertaram o interesse dos
pesquisadores como bons candidatos a farmacos por apresentarem baixo potencial
toxicologico e alta eficacia terapéutica (VALLI et al., 2018; VALLE, 2018). Em contra
partida, eles apresentam uma estabilidade limitada, dependendo das condi¢des do
meio, como a temperatura, luminosidade e pH (THAKUR et al., 2011). Alguns
antioxidantes naturais sao bastante instaveis durante a colheita, transporte,

armazenamento e processamento. Por exemplo, o escurecimento de frutas e vegetais
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através da oxidagado de compostos fendlicos € uma das principais causas da redugao
da qualidade desses produtos naturais (MATHEW & PARPIA, 1971).

Como forma de melhorar as propriedades fisico-quimicas dos compostos
bioativos e, possivelmente, suas atividades biolégicas, o encapsulamento molecular é
amplamente utilizado pelas industrias de cosméticos e medicamentos, visando
aumentar a estabilidade quimica, a taxa de dissolugao, permeabilidade de membrana
e biodisponibilidade de moléculas de baixa solubilidade (SZENTE & SZEJTLI, 2004).
Além disso, ha também algumas aplicagdes na industria alimenticia, como
potencializador ou mascarador de sabor, além de proteger contra a degradagéo e
evaporacéo do alimento (GOUIN, 2004).

Muitos sistemas nanocarreadores soluveis em agua possuem capacidade de
encapsular moléculas hidrofébicas formando uma estrutura supramolecular, a qual
fornece caracteristicas desejaveis, como a melhora da farmacocinética, vetorizagéo
na molécula nos tecidos especificos e diminuicdo dos efeitos adversos (MOYA-
ORTEGA et al.,, 2012). Por causa da capacidade unica de formar complexos de
inclusdo supramolecular e muitas outras propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
favoraveis, as ciclodextrinas (CDs) naturais e seus derivados tém sido aplicados em
sistemas de entrega de farmacos, visando aumentar a solubilidade, estabilidade e
absorcéo deles (UEKAMA et al, 1998; ZHU et al., 2016).

As CDs (oligossacarideos ciclicos naturais compostos por 6, 7 ou 8 unidades de
D(+)-glicose ligadas por ligagbes o-1,4 e denominadas o-, pB- ou y-CD,
respectivamente) sdo moléculas quimicamente e fisicamente estaveis, formadas pela
modificagdo enzimatica do amido (CRINI, 2014). Elas podem auxiliar na absorgao
transdérmica de farmacos melhorando a solubilidade, estabilidade, liberagdo e/ou
permeacao dos mesmos. Provavelmente, a caracteristica mais importante das
moléculas encapsuladas em CDs é o aumento da solubilidade em &agua,
principalmente de compostos hidrofobicos (KALOGEROPOULQOS et al., 2009).

Algumas formulagdes ja conhecidas com seu uso sdo: a aCD com miconazol; a
BCD com clorafenicol, betametasona, indometacina e piroxican, visando melhorar a
liberacdo e/ou permeacao do farmaco. A encapsulacdo de compostos bioativos
isolados de vegetais com BCD e derivados tem sido promissor, como visto, por
exemplo, os alcaloides (ROCKS et al., 2012) e compostos fendlicos (ZHAO et al.,
2010; Ll etal., 2011; FOLCH-CANO et al., 2013; ZHOU et al., 2013), além de matrizes
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complexas, como os 6leos essenciais (KFOURY et al., 2018; RAKMAI et al., 2018),
extrato enriquecido de flavonoides (KALOGEROPOQOULOS et al., 2009) e o extrato das
folhas de Bryophyllum pinnatum, conhecida como “folha da fortuna” (LANNA et al.,
2016).

A maioria das atividades bioldgicas relatadas sobre a jabuticaba € oriunda do
seu fruto inteiro ou da casca, que devido a sua caracteristica adstringente é
popularmente conhecido para o tratamento da diarreia, irritagdo da pele, inflamacéao
intestinal, além de aumentar a lipoproteina de alta densidade (HDL) e melhorar a
resisténcia a insulina em modelo obesidade (REYNERTSON et al., 2006; LIMA et al.,
2009; LEITE-LEGATTIA et al.,, 2012). Um levantamento das plantas medicinais
utilizadas na regiao Nordeste do Brasil por Agra et al. (2008) mostrou que a decocg¢ao
das folhas e ramos de jabuticaba € utilizada para o tratamento da diarreia e disenteria,
€ 0 xarope € usado para tratar tosse e bronquite. No entanto, € necessario mais
estudos que avaliem as atividades bioldgicas dos extratos obtidos das folhas e ramos
de jabuticaba, destacando a importancia do reaproveitamento e da sustentabilidade
em seus aspectos socioambientais, principalmente pela utilizacdo dos ramos. Além
disso, n&o ha relatos na literatura sobre atividades antioxidante e anti-inflamatoria de

formulagbes com extratos de jabuticaba e B-ciclodextrina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AFAMILIA MYRTACEAE E A ESPECIE PLINIA CAULIFLORA

A familia Myrtaceae esta inserida na ordem Myrtales, abrangendo cerca de 40
% do total das espécies da ordem (SOUZA & LORENZI, 2013; SILVA & MAZINE,
2016) Compreende aproximadamente 4.630 espécies e 144 géneros (JUDD et
al. 2009). No Brasil sdao conhecidas 1.034 espécies e 23 géneros das quais 297
espécies e 17 géneros tém ocorréncia assinalada para o estado de Sdo Paulo (BFG,
2015; SILVA & MAZINE, 2016).

As espécies dessa familia sdo plantas lenhosas, arbustivas ou arbdéreas, com
folhas inteiras, de disposi¢cdo alternada ou oposta e as vezes oposta cruzada, com
estipulas muito pequenas. Suas flores sdo em geral brancas ou as vezes vermelhas,
efémeras hermafroditas, de simetria radial (JOLY, 1966). Encontram-se inseridos
nesta familia desde pequenos arbustos de ndo mais que 2 metros de altura, como a
Myrcia salzmanni, até grandes arvores com mais de 100 m, como algumas espécies
de Eucalyptus nativas das florestas australianas (CRONQUIST, 1981).

A Plinia cauliflora é popularmente conhecia como jabuticabeira, jabuticaba-
ponhema, jabuticaba-agu, jabuticaba-paulista, jabuticaba-agu-paulista, jabuticaba-
hibrida e &€ sinbnimo de Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg, Plinia jaboticaba (Vell.)
Kausel, Myrcia jaboticaba (Vell.) Baill e Myrciaria jaboticaba (Vell.) O. Berg. O epiteto
especifico de cauliflora reflete esse habito da flor incomum e as frutas amadurecem
rapidamente dentro de 40 - 60 dias. A polpa € branca, contendo de 1 - 4 sementes.
Essa espécie, conhecida como “pequena arvore”, possui de 3 - 6 metros de altura,
com casca cinza suave. Suas folhas sdo normalmente de 2 - 6 cm de comprimento,
com veias finamente reticulada (LORENZI et al., 2006).
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Figura 1 - Arvore de jabuticaba

. LT I ¥ Ir, =
W R S
el v A

, o

o

b

Fonte: RURAL PECUARIA (2016). Disponivel em: <http:/ruralpecuaria.com.br/tecnologia-e-
manejo/fruticultura/respostas-de-especialistas-sobre-o-cultivo-de-jabuticaba.html>

2.2 CONSTITUICAO QUIMICA DE PLINIA CAULIFLORA

Através da prospeccao fitoquimica de folhas de Plinia cauliflora (DC.) Kausel
(Myrtaceae) por cromatografia em camada delgada (CCD), Souza-Moreira et al.
(2010) mostraram presencga de flavonoides e taninos, e os extratos polares, contendo
essas substancias, apresentaram alta atividade antioxidante. Em 2011 e 2013, Souza-
Moreira et al. descreveram a presenga de taninos hidrolisaveis como os acidos galico
e elagico e derivados de flavonoides nas folhas. Recentemente, esse mesmo autor
identificou e isolou, pela primeira vez nas folhas de P. cauliflora, dois derivados
diferentes da quercetina, a quercetina-3-O-B-glicopiranosideo (isoquercitrina) e
quercetina-3-O-pB-galactopiranosideo e da miricetina, a miricetina-3-O-f-
galactopiranosideo e miricetina-3-O-B-alopiranosideo (SOUZA-MOREIRA et al.,
2018).
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A maioria dos estudos concentraram-se sobre os frutos, especialmente as
cascas. Mais de trinta compostos fendlicos foram previamente isolados ou detectados
a partir de jabuticabas. As antocianinas foram os principais constituintes em
jabuticabas frescas e, atualmente, a maior parte dos relatos da literatura tem se
concentrado principalmente sobre esses pigmentos (VEGGI, et al. 2011; LEITE-
LEGATTI et al., 2012). As principais antocianinas presentes nas cascas de jabuticaba
incluem delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo (BAILAO et al., 2015).

Em 2006, Apel et al. estudaram a composic¢ao do 6leo essencial das folhas dessa
arvore e relataram que o espatulenol e 6xido de cariofileno sdo os dois principais
constituintes. A composi¢cdo dos constituintes volateis de jabuticabas também foi
estudada por Plagemann et al. (2012). Terpenos e alcoois, bem como os acidos
organicos dodecandico, tetradecanodico, acidos hexadecandico e acido cinamico,
foram os mais abundantes (PLAGEMANN et al., 2012).

Reynertson et al. (2006) isolou pela primeira vez um novo depsideo, a
jabuticabina (Figura 2). Além disso, foram identificados a partir de espécies de
jabuticaba, pelo mesmo grupo, o depsideo 2-0O-(3,4-di-hidroxibenzoil)-2,4,6-tri-
hidroxifenilacético, piranocianina B, acido cindmico, acido O-cumarico, acido
protocatecuico, isoquercitrina (1), quercimeritrina (2), quercitrina (3), miricitrina (4),
quercetina (5), rutina (6) (Figura 3) e acidos galico e elagico (Figura 4). Os compostos
da figura 3, exceto a rutina (6), foram confirmados por meio da analise de HPLC-Q-

TOF-MS e experimentos de co-inje¢do por WU et al. (2012).

Figura 2 - Polifenol depsideo identificado nos frutos de jabuticaba
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Fonte: Adaptada de REYNERTSON et al. (2006); WU et al. (2012).
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Figura 3 - Flavonoides presentes nos frutos e folhas de jabuticaba

Isoquercitrina (1) Ry=H; Ry=Clc; R3=H
Quercimeritrina (2) R4=Glc; Ro=H; R3=H
Quercitrina (3) R1=H; R,=Rha; R3=H
Miricitrina (4) R4=H; R,=Rha; R3=OH
Quercetina (5) R1=H; Ry=H; R3=H
Rutina (6) R4=H; Ro=Rut; R3=H

Fonte: Adaptada de REYNERTSON et al. (2006); WU et al. (2012).
Figura 4 - Taninos presentes nos frutos e folhas de jabuticaba

COOH

HO OH
OH

Acido galico

Acido elagico

Fonte: Adaptada de REYNERTSON et al. (2006); WU et al. (2012).

Em 2012, Wu et al. encontraram sete galotaninos (Figura 5 (1-7)), juntamente
com dois derivados do acido elagico, dilactona do acido valoneico e acido elagico
pentosideo (Figura 8 (4-5)), detectados pela primeira vez no extrato metandlico do
fruto de jabuticaba. Suas estruturas foram determinadas pela anélise detalhada de
seus padrbes de fragmentacdo espectral de massa (LCMS). Além disso, Wu et al.
(2013) isolaram e identificaram, dos frutos de jabuticaba, dois elagitaninos, a iso-
oenoteina C (Figura 7 (1)) e oenoteina C (Figura 7 (2)).

O estudo de Zhao et al. (2019) identificaram experimentalmente pela primeira
vez os galotaninos e derivados do acido elagico a partir do tronco e da casca da
arvore, tais como a casuarinina (Figura 5 (2)) e casuarictina (Figura 5 (6)), acido 3,3’-
dimetilelagico-4-O-sulfato (Figura 8 (1)) e castalagina (Figura 8). A castalagina e
derivados do acido elagico também foram encontrados na casca e semente do fruto
de jabuticaba por Inada et al. (2020). Além disso, monémeros de proantocianidinas
foram detectadas nos frutos de jabuticaba por HPLC-ESI-MSMS, tais como os
mondmeros de flavan-3-ol: (epi)catequina (Figura 6 (1)), galato de (epi)catequina
(Figura 6 (2)), (epi)galocatequina (Figura 6 (3)) e galato de (epi)galocatequina (Figura
6 (4)) (INADA et al., 2020).



Figura 5 - Galotaninos encontrados nos frutos e tronco da jabuticabeira
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Fonte: Adaptado de WU et al. (2012).
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Figura 6 - Mondmeros de proantocianidinas encontrados nos frutos de jabuticaba

(Epi)catequina (1)R=H (Epi)galocatequina B)R=H
Galato de (Epi)catequina (2) R = Galoil Galato de (Epi)galocatequina (4) R = Galoil

Fonte: Adaptado de INADA et al. (2020).



24

Figura 7 - Elagitaninos encontrados nos frutos de jabuticaba
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Fonte: Adaptado de WU et al. (2013).

Figura 8 - Substéncias fendlicas encontradas nos frutos, tronco e na casca da

arvore de jabuticaba

(o}
OR,
o
R;0
OR,
o
R40
o
3,3'-dimetil acido elagico-4-O-sulfato (1) R4 =SO3H; R, = CH3; R3 = CH3; R4 =H
3-O-metil acido elagico (2)Ry=H; Ry=H; R3=CH3; R4 =H
3,3'-dimetil &cido elagico (3) R1=H; R;=CH3; R3 =CH3; Ry =H
Dilactona do &cido valoneico (4) R1=H; Ry = H; R3 = H; R4 = &cido galico
Acido elagico pentosideo (5) Ry = H; Ry = H; R3 = H; R4 = pentose Castalagina

Fonte: Adaptado de WU et al. (2012); ZHAO et al. (2019); INADA et al. (2020).

2.3 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS E ESTUDOS COM PLINIA CAULIFLORA

Fendlicos naturais presentes na dieta, tais como flavonoides, antocianinas,
taninos e outros polifendis, sdo considerados importantes para a saude humana. Ha
muitas evidéncias epidemioldgicas de que as dietas ricas em frutas comestiveis de
cor escura podem reduzir a incidéncia de doencas cardiovasculares, diabetes, cancer
e derrame (CROZIER et al., 2009). Estes efeitos protetores sdo atribuidos, em parte,
a metabdlitos secundarios, como os fendlicos, especialmente as antocianinas. Por

essa razao, estas frutas comestiveis de cor escura, como mirtilo, uvas, roméa e
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jabuticaba, foram chamadas de "superfrutas" (AKTER et al., 2011; CROZIER et al.,
2009; TOMAS-BARBERAN & ANDRES-LACUEVA, 2012).

2.3.1 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante ou de remocgao de radicais livres é considerada uma
atividade importante de frutas ricas em fendlicos, especialmente frutos comestiveis
ricos em antocianinas. Estes metabdlitos presentes comumente nos vegetais
apresentam uma ampla variedade de atividades farmacologicas (PANCHE, DIWAN &
CHANDRA, 2016), tais como anti-inflamatdria (AMBRIZ—PEREZ et al.,, 2016) e
antifungicas (ALVES et al., 2014) e acredita-se que essas atividades biolégicas sejam
devido as suas propriedades antioxidantes (LIMA & BEZERRA, 2012). Choi et al.
(2006) sugeriram que muitas atividades bioloégicas de plantas s&o devidas,
principalmente, ao conteudo de flavonoides e taninos.

Uma das consequéncias do estresse oxidativo descontrolado (desequilibrio
entre os niveis de pré-oxidante e antioxidante a favor dos pré-oxidantes) séo lesdes
em células, tecidos e orgdos. Esse dano oxidativo esta estreitamente relacionado ao
processo inflamatério, uma vez que os radicais livres sdo produzidos por células do
sistema imune que possuem participagdo ativa no surgimento da inflamagéo
(AMBRIZ-PEREZ et al., 2016).

Ha muito tempo se reconhece que altos niveis de radicais livres ou espécies
reativas de oxigénio (EROs) podem infligir danos diretos aos lipidios. Em resposta a
peroxidagao lipidica da membrana, e de acordo com as circunstancias metabdlicas e
capacidades de reparo celulares especificas, as células podem promover a
sobrevivéncia celular ou induzir a morte celular. Sob taxas fisioldgicas ou baixas de
peroxidagao lipidica (condigdes subtoxicas), as células estimulam sua manutencéo e
sobrevivéncia através de sistemas de defesa antioxidantes constitutivos ou ativacao
de vias de sinalizagdo que regulam positivamente as proteinas antioxidantes,
resultando em uma resposta adaptativa ao estresse. Em contraste, sob taxas médias
ou altas de peroxidagao lipidica (condi¢cbes téxicas) a extensdo do dano oxidativo
supera a capacidade de reparo, e as células induzem morte celular programada por
apoptose ou necrose; ambos 0s processos acabam por levar a danos celulares
moleculares que podem facilitar o desenvolvimento de varios estados patoldgicos e o
envelhecimento acelerado (PHANIENDRA et al., 2015).
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A jabuticaba tem um grande potencial antioxidante, e tal caracteristica se deve,
principalmente, pela presengca de compostos fendlicos. Tais compostos possuem
papel quelante sobre os radicais oxidantes, podendo agir neutralizando as espécies
reativas por meio da doagdo de elétrons ou prétons, e/ou sequestrar os metais
catalizadores da formag&o de radicais livres, entre outras agdes (WU, LONG &
KENNELLY, 2013; LENQUISTE et al. 2015). Na literatura, os trabalhos avaliam, em
sua maior parte, a atividade antioxidante dos frutos (DE SOUZA et al., 2017) e da
casca (LIMA et al.,, 2011) de jabuticaba pelos ensaios de reducdo do complexo
fosfomolibdénio, inibicdo do radical DPPH e inibicdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico. Embora Souza-Moreira et al. (2010) tenham determinado a capacidade
antioxidante das folhas de P. cauliflora através da eliminagdo do radical DPPH, ha
poucos relatos na literatura sobre as folhas, sobretudo os ramos, para essa atividade.

Dentre as metodologias ja conhecidas para produtos naturais o ensaio de
capacidade de absorgao de radicais de oxigénio (ORAC), ensaio de inibicdo do 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), ensaio de redugdo do complexo fosfomolibdénio e
inibicdo do sistema p-caroteno/acido linoleico sédo muito utilizados (MELO & MANCINI
FILHO, 1989; PRIETO et al., 1999; HUANG, OU & PRIOR, 2005; WU et al., 2013).

2.3.2 Atividade anti-inflamatoria

Plantas medicinais contendo uma diversidade de fendlicos foram usadas por
séculos para fins terapéuticos, e possuem um potencial papel na promogédo da
atividade anti-inflamatéria. Gu et al. (2004 e 2005), Katiyar et al. (1997) e Mittal et al.
(2003) descobriram que o tratamento tépico ou a ingestdo dietética de
proantocianidinas da semente de uva (GSPs) e da silimarina, um flavonoide obtido da
planta cardo leite (Silybum marianum(L.)Gaertn), inibiram o edema induzido pela
radiacdo UVB, eritema, infiltragdo de leucdcitos inflamatérios e atividade de
mieloperoxidase na pele de camundongos. Nichols e Katiyar (2009) mostraram que a
mesma silimarina inibiu a expresséo de ciclo-oxigenase 2 (COX-2) induzida por UVB
e, subsequentemente, a producdo de metabdlitos da prostaglandina, que sé&o
considerados promotores dos tumores de pele.

Embora a inflamacédo seja indispensavel para manutencdo da homeostase
corporal, a exacerbacao da resposta inflamatoria gera um desconforto que, em alguns

casos, exige o uso de medicamentos, para minimizar os danos teciduais e
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proporcionar mais conforto ao paciente. Atualmente, os principais agentes anti-
inflamatorios utilizados s&o os glicocorticoides ou anti-inflamatdérios esteroidais (AIEs)
e os anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs) (RANG et al., 2012). Tais agentes séo
capazes de reduzir o processo inflamatério, porém seu uso prolongado pode levar ao
aparecimento dos efeitos adversos, principalmente os AINES, tais como ulceras
pépticas, insuficiéncia renal aguda, acidente vascular cerebral e infarto do miocardio
(MAROON, BOST & MAROON, 2010; MARCUM & HANLON, 2010). Por esse motivo,
o interesse de se estudar novas substancias de origem natural com potencial anti-
inflamatorio tem aumentado nos ultimos anos.

Os frutos da jabuticaba sdo conhecidos por apresentar uma poderosa atividade
anti-inflamatdéria e antioxidante. A jabuticabina (Figura 2), a delfinidina-3-O-glicosideo
e cianidina-3-O-glicosideo, encontrados nos frutos da jabuticaba, sdo conhecidos por
inibirem a interleucina oito (IL-8) induzida por extrato de fumaga de cigarro (EFC) em
células epiteliais de pequenas vias aéreas (EPVA) (REYNERTSON et al., 2006). O
acido elagico também inibe a expressdo da metaloproteinase 1 da matriz (MMP-1) e
IL-8 in vitro (DASTMALCHI et al., 2012). Recentemente, um derivado do acido elagico,
o acido 3,3'-dimetilelagico-4-O-sulfato (Figura 8 (1)), presente no tronco da arvore da
jabuticaba, foi isolado e identificado pela primeira vez no estudo de Zhao et al. (2019)
e exibiu atividades anti-inflamatérias nas células EPVA expostas a EFC.

A busca por novos candidatos a farmacos de origem natural é necessario, uma
vez que os produtos naturais bioativos possuem grande potencial terapéutico, sendo,
na sua maioria, mais seguros e eficazes. Portanto, é importante avaliar a atividade
anti-inflamatéria da arvore de jabuticaba, sobretudo das folhas e ramos de P.
cauliflora, através de ensaios que comprovam a capacidade de reducdo de alguns
mediadores inflamatérios como, por exemplo, o ensaio de redugcdo do 6xido nitrico

(NO) em linhagens de macrdfagos e citocinas inflamatorias.

2.4 BIODISPONIBILIDADE E METABOLISMO DOS POLIFENOIS

A biodisponibilidade e o metabolismo dos polifendis podem influenciar muito a
sua eficacia diante das atividades bioldgicas. A biodisponibilidade dos polifendis
individualmente pode ser influenciada pela sua diversidade estrutural. Pequenas
moléculas como os mondmeros de catequina, podem ser facilmente absorvidas pela

barreira intestinal, enquanto os polifenéis de grande peso molecular, como
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proantocianidinas e mesmo  (-)-epigalocatequina-3-galato, s&o  pouco
absorvidos. Uma vez absorvidos, os polifendis sdo conjugados pelos grupos
glicuronideo, sulfato e metil na mucosa intestinal e nos tecidos internos. Os polifendis
nao conjugados estao virtualmente ausentes no plasma. Tais reagdes facilitam sua
excregao e limitam sua toxicidade potencial, se houver (SCALBERT et al., 2002).

Durante a digest&do no intestino, as grandes moléculas polifendlicas se dividem
em multiplas moléculas pequenas ou metabdlitos e podem, sistemicamente, induzir
efeitos benéficos no organismo. Proantocianidinas poliméricas ndo sao absorvidas
como tal no intestino. A detecgao dos dimeros de proantocianidina B1 e B2 no plasma
humano indicou que a absorcao deles era 100 vezes menor do que a dos flavonoides
monomeéricos (SCALBERT et al., 2002).

Para que um composto quimico possa exercer sua atividade biolégica, ele deve
atingir o alvo fisiologico numa concentragdo minima que determine tanto esse efeito
biolégico quanto o mecanismo de agdo. A ingestdo diaria de varios gramas de
compostos bioativos ndo necessariamente reflete a dose em que atingira o alvo
fisioloégico (OLIVEIRA & BASTOS, 2011). Devido ao grande numero de compostos
estruturalmente diferentes, a captagédo limitada e a biodisponibilidade de alguns
fitoquimicos, eles sdo reconhecidos pelo organismo como xenobidticos (HOLST &
WILLIAMSON, 2008), estimulando os mecanismos de detoxificacdo e defesa
antioxidante. Isso explica a relagdo entre o consumo diario de compostos fendlicos e
as baixas concentragdes (micromoles) desses compostos nos organismos (OLIVEIRA
& BASTOS, 2011).

No caso de administracao topica dos polifendis, a penetragcao na pele € limitada
e requer formulagdes tépicas a base de solventes para ser bem sucedida, como
organicos ou lipossoluveis que podem aumentar a penetracdo dos polifendis
(NICHOLS & KATIYAR, 2009). Além disso, os antioxidantes sdo por natureza sujeitos
a oxidacao, o que limita sua estabilidade no produto durante o armazenamento,
processamento e digestao de alimentos e, portanto, sua capacidade de ser absorvido
no lumen intestinal (HOLST & WILLIAMSON, 2008).

A complexacado de um farmaco em ciclodextrina pode promover modificacbes
vantajosas em suas propriedades fisico-quimicas, como o aumento da solubilidade
em meio aquoso e da taxa de dissolugéo, podendo contribuir assim para um aumento

da biodisponibilidade dos farmacos e redugdo dos efeitos colaterais, que
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consequentemente, leva ao aumento da qualidade de vida dos pacientes
(RODINELLI, 2005; CUNHA-FILHO et al., 2007; LANNA et al., 2016).

2.5 COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES

A quimica supramolecular € a quimica das interagbes moleculares, da auto-
organizagcado e do reconhecimento molecular. Conceituada por Lehn (LEHN, 1988;
LEHN, 1995) como a “quimica além da molécula”, este ramo fundamenta-se no
entendimento das interagdes e afinidades especificas entre moléculas que originam
sistemas ou estruturas de maior complexidade, cada molécula agindo
sinergisticamente uma com as outras, contemplando um propdsito bem definido
(TOMA, 2007).

O estudo cientifico desse sistema ganhou seu espago no final do século XIX
quando bioquimicos descobriram que a relacdo enzima substrato se dava através de
ligacbes nao covalentes e, posteriormente, um estudo mais detalhado de células e
organelas permitiu a descoberta de que no meio biolégico as interagbes nao
covalentes desempenham papel fundamental nas fun¢des bioquimicas (DENADAI,
2005).

Na tabela 1 estdo exemplificados alguns sistemas supramoleculares conhecidos,
bem como suas aplicagdes. A maioria dos sistemas supramoleculares é formada por
pelo menos algum tipo de molécula anfifilica. Compreende-se que, substancias
anfifilicas sdo compostos que apresentam pelo menos duas caracteristicas distintas:
uma hidrofilica, formada por grupos polares ou idnicos; e uma hidrofébica, formada
geralmente por cadeias hidrocarbénicas (SAENGER, 1980; ISRAELACHVILI, 1991;
DENADAI, 2005). Tal sistema confere a capacidade de formar diversos tipos de
interagdes intermoleculares devido a caracteristica anfifilica das moléculas.

Resumidamente, essas interagdes podem ser classificadas como interacoes de
curta e longa distancias. A primeira é caracterizada pelas ligagdes de hidrogénio,
interacdes dipolares (dipolo permanente-dipolo permanente, dipolo permanente-
dipolo induzido, dipolo induzido-dipolo induzido, multipolos induzidos), interagdes
eletrostaticas (ion-ion e ion-dipolo); enquanto que as interagdes a longa distancia séo
como efeitos de exclusdao de volume que sido responsaveis por modificagdes na
estrutura do solvente e interagdes devidas ao efeito hidrofdobico. Ambas as interacdes

apresentam tanto aspectos energéticos como aspectos entropicos, entretanto a
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componente energética geralmente prevalece nas interagdes de curta disténcia e a

componente entropica prevalece nas interagdes de longa distancia (ISRAELACHVILI,
1991; BLOKZIJL & ENGBERTS, 1993; DENADAI, 2005).

Tabela 1 - Exemplos de sistemas supramoleculares, periodo de descoberta e suas

aplicagdes tecnologicas

Sistemas Supramoleculares

Descoberta

Utilidade Tecnolégica

1953 e 1965
respectivamente

Armazenamento e transferéncia de

informacdes.

Século XVII

Reacbes bioquimicas, catélise,

reconhecimento molecular.

Ciclodextrinas e seus compostos de

inclusao

1948

Encapsulamento molecular, liberagao
sustentada de farmacos, solubilizagcao
de materiais insolUveis em agua,

emulsificagao, catalise, etc.

1918

Detergéncia, solubilizagdo de materiais
em agua ou solventes organicos,
formacgao de filmes, liberagao

controlada, extragdo avangada.

Vesiculas e bicamadas biolégicas

Século XIX

Constituintes de membranas celulares
ou sintéticas. Servem de barreira para
difusdo livre de moléculas. Permitem o
encapsulamento de muitas substancias
ao mesmo tempo, como nas organelas

celulares.

Fonte: Adaptado de DENADAI (2005).

A ciéncia supramolecular quando trazidas ao campo da nanotecnologia formam

as nanoparticulas supramoleculares (NPSs). O sistema NPS demonstra grande

versatilidade por abordar tanto a estrutura hospede-hospedeiro quando o conceito de
multivaléncia das moléculas envolvidas (TOMIOTTO-POLLISSIER et al., 2017).
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As NPSs sao candidatos ideais para as novas tendéncias da biomedicina, devido
a sua natureza multifuncional de permitir com que a carga no seu interior seja
incorporada e liberada para o meio sem a necessidade de redesenvolvimento de todo
o sistema. Em resumo, elas sdo multiplas copias de “tijolos” de construgéo ligados por
ligagcdes ndo covalentes que resultam na montagem de “blocos de construg&o” ainda
maiores. No esquema representativo de formacdo das NPSs (Figura 9) vé-se um
sistema contendo ciclodextrina, um hdéspede multivalente e um agente monovalente
para controlar o tamanho da particula foram adicionados (DENADAI, 2005; MEJIA-
ARIZA et al., 2017).

Figura 9 - Esquema representativo de formacgéo de nanoparticulas

supramoleculares

Hdéspede monovalente

Ciclodextrina multivalente Hoéspede multivalente

Fonte: Adaptado de MEJIA-ARIZA et al. (2017).

A nanoprecipitagdo € um método de troca de solvente para a dispersdo de
nanoparticulas poliméricas utilizando polimeros pré-formados e foi descrita pela
primeira vez por Fessi et al. (1989). A amostra é dissolvida em um bom solvente
menos polar que a agua (usualmente um solvente miscivel em agua, volatil, que é
facilmente removido apos o processo, por exemplo, acetona) e adicionado a um anti-
solvente (normalmente agua) sob agitagao. Esse processo pode ser revertido; a agua,
por exemplo, pode ser adicionada ao polimero dissolvido no solvente volatil. O
principio basico por tras da técnica envolve a rapida difusdo do solvente na fase
aquosa e a diminuicdo subsequente da tensao interfacial entre as duas fases. Isso
aumenta a area de superficie e leva a formagao de pequenas goticulas de solvente

organico, podendo ser chamado de nanoprecipitado hidrofébico (RAO et al., 2011).
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2.6 CICLODEXTRINA

O uso de ciclodextrinas (CDs) € bastante promissor mediante a possibilidade de
formacao de complexos supramoleculares com componentes de um extrato vegetal,
uma matriz complexa, produzindo um fitocomplexo supramolecular. A presenga de
numerosas hidroxilas aromaticas na estrutura de compostos fendlicos leva a
limitacbes sob aplicacbes farmacéuticas devido a baixa solubilidade no meio
fisiolégico (PRALHAD & RAJENDRAKUMAR, 2004; WANG Y.J. et al.,, 2014).
Portanto, as CDs podem hospedar esses compostos em concentragao suficiente
durante todo o tempo de tratamento e direciona-las para o local de agado desejado
(LANNA et al., 2016), além de aumentar sua estabilidade no meio.

A catequina, por exemplo, € um polifenol que possui caracteristica amarga,
castanho e facilmente oxidavel e, portanto, dificil de ser utilizado como medicamento
ou como aditivo alimentar natural. Ela apresenta baixa estabilidade em solucbes,
decaindo em pelo menos 50 % durante o primeiro més de armazenamento a
temperatura ambiente (SU et al., 2003). Uma alternativa para melhorar a
biodisponibilidade, a permeabilidade e estabilidade da formulagdo seria a inclusdo em
CDs (HE et al., 2004; ZHU et al., 2016). Carlotti et al. (2010) revelaram que o complexo
de inclusdao de quercetina com hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-BCD) melhorou a
fotoestabilidade e solubilidade dessa substancia. Devido a presenca da superficie
externa hidrofilica e da cavidade central interna hidrofobica, a CD permite facilmente
formar complexos de inclusdo com varias moléculas de farmaco através de interagoes
hospedeiro-hospede (XU et al. 2017).

No inicio, a maioria dos estudos concentrava-se nas propriedades dos
compostos nativos e, particularmente, em seus efeitos nas reagbes organicas
(FERNANDEZ & ROSSI, 2003; ROUGIER et al., 2011). A falta de toxicidade em
humanos estimulou estudos sobre o uso como aditivo em produtos medicinais e
nutricionais. Portanto, o uso da CD expandiu-se acentuadamente ap6s o Food and
Drug Administration (FDA) aprovar seu uso. Esse excipiente abre perspectivas
promissoras quanto a possibilidade em melhorar a estabilidade, solubilidade,
biodisponibilidade e controlar a liberagdo de compostos bioativos (ABBAS et al., 2015;
NEVES et al., 2015). Além disso, os sistemas supramoleculares podem conferir o
sinergismo entres os constituintes do extrato vegetal e ser capazes de potencializar a

acao de substancias bioativas em doses e efeitos adversos reduzidos.
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Em particular, as areas farmacéuticas estéo interessadas no uso das CDs e seus
derivados como excipientes. Recentemente, uma revisdo do uso de CD em ciéncias
farmacéuticas foi publicada e o termo “ciéncias farmacéuticas supramoleculares”,
combinando quimica supramolecular e ciéncia farmacéutica, foi sugerido para essa
area de pesquisa. Embora o uso de CD como agente para aumentar a solubilidade
aparente e a biodisponibilidade de ingredientes ativos tenha sido estudado nos ultimos
50 anos, ha pouco tempo, investiga-se o papel potencial como insumos farmacéuticos
ativos (IFAs) para o tratamento de diversas doencgas, e o assunto é atualmente de
grande interesse. Também pode-se destacar sua utilizagdo para mascarar odores e
sabores desagradaveis de certos farmacos, para reduzir ou eliminar irritagdes
oculares ou gastrointestinais, na prevengao de interagdes e incompatibilidades e na
conversao de farmacos liquidos em produtos sélidos (LOFTSSON & BREWSTER,
1996; UEKAMA, 2004).

Ciclodextrinas sédo oligossacarideos ciclicos biodegradaveis produzidos por
degradagao enzimatica do amido. Eles contém varias unidades de a-D-glicose, as
mais comuns contém 6, 7 ou 8 unidades de glicose e sdo denominadas a, B e y-
ciclodextrinas, respectivamente (Figura 10). Sua descoberta pode ser rastreada desde
1891, quando Villiers relatou uma substancia cristalina obtida a partir da digestéo de
amido por Bacillus amylobacter, que ele chamou de "celulosina". Uma década depois,
Schardinger relatou dois produtos cristalinos diferentes, chamados de dextrina
Schardinger, obtidos da digestao do amido de batata usando Bacillus macerans. Apos
mais de 30 anos, foi demonstrado que as dextrinas eram uma familia de
oligossacarideos de 6, 7 e 8 unidades de glicose (1,4) ligadas (SZEJTLI, 1998; CRINI,

2014), conforme ilustrado na figura abaixo.
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Figura 10 - Representagao esquematica da aCD, BCD e yCD

oCD n=1
BCD n=2

HO
+CD n=3

Fonte: Adaptado de DE PAULA et al. (2011).

Devido a auséncia de livre rotagédo das ligagdes glicosidicas e da conformagao
em cadeira apresentada pelas unidades de glicose, sua conformagcao espacial é
tronco-cbnica, diferentemente de ser um cilindro perfeito (LOFTSSON et al., 2005).
Os grupos hidroxilicos, referentes a agua intersticial (hidrogénio aquoso ligado a
amilose), orientam-se para o exterior do cone conferindo um carater externo
hidrofilico. As hidroxilas primarias estdo posicionadas na cavidade estreita do cone
enquanto que os grupos hidroxilicos secundarios estdo localizados na parte larga
(Figura 11). A cavidade interna da CD é estruturada por esqueletos de carbono e pelas
ligacdes éteres dos residuos de glicose conferindo uma elevada densidade eletronica.
Esta conformacéao é a responsavel pela solubilidade aquosa intrinseca das CDs, e ao
mesmo tempo, grande capacidade de encapsular moléculas hidrofébicas no interior
da sua cavidade, constituindo a principal base de sua utilizagdo farmacéutica (SA
BARRETO & CUNHA-FILHO, 2008).

O tamanho de sua cavidade permite a seletividade para a complexagao de
moléculas hospedes e, portanto, elas tém a capacidade de formar complexos de
inclusao estabilizados por interagcdes nado covalentes com uma ampla variedade de
compostos (LOFTSSON & BREWSTER, 1996; DENADAI et al., 2007; DE PAULA et
al., 2011).
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Figura 11 - Representagao esquematica da estrutura tronco-cénica da ciclodextrina

Hidroxilas secundarias

Cavidade apolar

Hidroxilas primarias

Fonte: Adaptada de DENADAI et al. (2007).

Uma caracteristica importante sobre a natureza das CDs é sua n&o toxicidade
para os seres humanos. Elas sdo usadas ativamente em produtos farmacéuticos,
incluindo formulagdes administradas via parenteral, que tém requisitos rigorosos em
relacéo a tolerancia humana. Varias publicacées relatam listas completas de farmacos
contendo CD que foram aprovados com sucesso por agéncias reguladoras nos EUA,
na Europa e no Japao (LOFTSSON et al., 2005; LOFTSSON & DUCHENE, 2007).

Os complexos de inclusdo com a CD s&o estruturas supramoleculares
caracterizados por aprisionamento de uma molécula de carater lipofilico ou, mais
frequentemente, uma porgao lipofilica da substancia estudada fracamente soluvel em
agua na cavidade central hidrofébica da CD. Quase sem excegao, a formacgao do

complexo CD (DmCDn) é um processo reversivel:

!":m::n
m-D+n-CD = D,;,CD, )
Equacao 1

Onde, m moléculas de uma substancia (D) se associam com n moléculas de CD para
formar um complexo de estequiometria m:n. Na equagao 1, Km:n € a constante de
estabilidade do complexo, também conhecida como constante de ligagao, constante
de formagao ou constante de associagao.

A constante de estabilidade pode ser escrita da seguinte forma:
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; Equacao 2

Onde, os colchetes denotam as concentragdes molares (KURKOV & LOFTSSON,
2012).

Para que ocorra uma complexacdo, deve haver uma forca motriz liquida
favoravel que atraia a molécula do farmaco para a cavidade da ciclodextrina, podendo
ser interacgdes eletrostaticas, contribuigdes de van der Waals, ligagdes de hidrogénio,
liberacao de deformagao conformacional e interagdes de transferéncia de carga (LIU
& GUO, 2002; BREWSTER & LOFTSSON, 2007).

Essas interagdes geram quatro etapas energeticamente favoraveis que ajudam
a deslocar o equilibrio para a formagao complexa (ANON, 2006): (i) o deslocamento
das moléculas de agua (polar) da cavidade interna (apolar) da ciclodextrina; (ii) o
aumento do numero de ligagbes de hidrogénio formadas a medida que a agua
deslocada retorna a cavidade maior; (iii) uma redug&o nas interagdes repulsivas entre
o ambiente hidrofébico e o ambiente aquoso; e (iv) um aumento nas interagdes
hidrofébicas a medida que a molécula héspede se insere na cavidade apolar da
ciclodextrina (JAMBHEKAR & BREEN, 2016).

O tamanho da cavidade da ciclodextrina e da molécula hospede reflete sobre a
formacéo e dissociagao de um complexo de inclusao, pois esta associado a constante
k (Equacéo 2), a qual indica afinidade da “molécula hospede” para a cavidade da CD
e estabilidade do complexo de inclusdo. Como regra geral o complexo de incluséo é
forte quando ha complementariedade de tamanho entre a molécula hospede e a
cavidade da CD (CHALLA et al., 2005).

Com base nas dimensbes, a aCD pode tipicamente formar um complexo com
compostos de baixo peso molecular ou compostos com uma cadeia lateral alifatica. A
BCD complexara com moléculas aromaticas e heterociclicas, e a yCD acomodara
moléculas maiores, como macrociclos e esteroides (DEL VALLE, 2003; RAO et al.,
2011). A molécula héspede também pode se ligar com a parte externa da CD, nao
formando complexo de inclusdo (CHALLA et al., 2005). Na Tabela 2, é possivel

observar as dimensdes das CDs de origem natural.



Tabela 2 - Dimensoes das trés ciclodextrinas naturais
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Numero de Diametro Diametro Altura da
Tipo de Volume da
unidades de interno da externo da cavidade
ciclodextrina ] ) ] cavidade (A)
glicose cavidade (A) cavidade (A) (A)

o 6 4,7-5,3 14,6 7.9 174

7 6,0-6,5 15,4 7.9 262

Y 8 7,0-8,3 17,5 7.9 427

Fonte: Adaptado de MIRANDA et al., (2011); BAYKAL et al, (2019).

A estabilidade das CDs naturais € um fator interessante a ser explorado frente a
diferentes meios biolégicos como, por exemplo, em meios alcalinos ou acidos. Sabe-
se que em meios alcalinos as CDs se mantem estaveis sem alteracdo de sua
estrutura, no entanto CDs naturais em solugdo 1M de HCI a 60 °C sofrem hidrolise em
6,7,7,7 € 13,9 min para aCD, BCD e yCD respectivamente. O que indica um aumento
da taxa de abertura do anel das CDs em relagdo ao tamanho da molécula (IRIE &
UEKAMA, 1997; JAMBHEKAR & BREEN, 2016).

As ligaces glicosidicas presentes sdo degradadas no organismo pelas mesmas
enzimas de degradacao de amido. Essa degradacao € bem mais lenta em relagao a
degradagao dos agucares de cadeias lineares. Em geral, elas s&do hidrolisadas pelas
enzimas a-amilase que quebram as ligagdes a-1,4. A exemplo temos a amilase salivar
€ a pancreatica que sao capazes de hidrolisar as CDs com uma reatividade crescente
na ordem oCD < BCD << yCD (IRIE & UEKAMA, 1997).

A viabilidade das CDs em formulag¢des orais ja € bem estabelecida tanto no
Japao quanto na Europa, além disso, a via de absorg¢ao pelas mucosas também ja foi
exaustivamente avaliada. O uso dessas moléculas foi muito positivo para o
melhoramento da absorcao transmucosa de peptideos e proteinas devido a reducéao
de barreiras metabdlicas e fisicas, como por exemplo pela via nasal (IRIE & UEKAMA,
1997). As CDs também podem auxiliar na absorgcdo transdérmica de farmacos
melhorando a solubilidade, estabilidade, liberacdo e/ou permeagdao do mesmo.
Algumas formulagdes ja conhecidas com o uso de ciclodextrinas sdao: a aCD com
miconazol; a BCD com clorafenicol, betametasona, indometacina e piroxican,
melhorando a liberagao e/ou permeacéao do farmaco. O fato € que as CDs sao grupos

de moléculas hidrofilicas e bastante volumosas, de 1000 até 1500 Da, o que dificulta
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consideravelmente sua absorcdo através da pele. Assim, elas podem atuar de
inumeras formas melhorando a absorgcdo dos farmacos por mecanismos diferentes,
como melhora da solubilidade em um veiculo ou geralmente como um transportador
(MARTINS & VEIGA, 2002; CAL & CENTKOWSKA, 2008).

As membranas biologicas s&o lipofilicas e, portanto, apenas moléculas
relativamente hidrofébicas podem penetrar através das membranas. No entanto, a
difusdo passiva € impulsionada por alta concentragao de farmaco (e alta atividade de
farmaco) no exterior da membrana aquosa (por exemplo, fluido lacrimal ou saliva) ou
no veiculo do farmaco hidrofilico. Através da complexagao da CD é possivel aumentar
a solubilidade aquosa de alguns medicamentos hidrofébicos sem alterar sua estrutura
molecular, isto €, sem afetar suas habilidades intrinsecas de permear as membranas
bioldgicas lipofilicas (HE et al., 2004; ZHU et al., 2016).

Neste mesmo esquema, quando um farmaco hidrofébico entra em contato com
a pele ele é distribuido por toda a superficie da membrana (pele, mucosa ou cornea)
enquanto que a CD permanecera no veiculo devido sua baixa afinidade pela
membrana. Com isso, dificimente as CDs sao absorvidas através da pele, ou seja,
apenas a fragao de farmaco livre vai sendo absorvida. Portanto, cria-se um equilibrio
dinamico entre o farmaco complexado com farmaco em solugdo (CAL &
CENTKOWSKA, 2008). A figura 12 ilustra a liberagdo do farmaco (hidrocortisona)
complexado com CD em meio aquoso na superficie da pele formando um equilibrio
dinamico, até que toda a hidrocortisona seja absorvida na pele, restando apenas a

solugao de CD na superficie.

Figura 12 - Esquema de permeacao da hidrocortisona através da pele complexada

com ciclodextrina em meio aquoso

Fonte: Adaptado de MARTINS & VEIGA (2002).
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Nao é simplesmente uma adicdo de ciclodextrinas a formulagdo farmacéutica
que ira automaticamente resultar em promocao de permeacéo do farmaco através da
pele. Alguns trabalhos alegam que os complexos farmaco-ciclodextrinas resultam num
decréscimo da biodisponibilidade do farmaco. Por isso, é importante usar apenas a
quantidade de CDs suficiente para solubilizar o farmaco no veiculo aquoso (MARTINS
& VEIGA, 2002). Uma pequena quantidade de CDs em excesso resulta em
decréscimo da biodisponibilidade étima do farmaco (LOFTSSON et al., 1998). O tipo
de veiculo também pode afetar significativamente os efeitos promotores das CDs na
liberagdo de farmacos, segundo alguns autores. Por exemplo, Matsuda e Arima
alegam que as CDs hidrofilicas podem aumentar significativamente a liberagdo de
corticoides e anti-inflamatorios nao esteroides (AINES), apenas quando um veiculo
hidrofilico é utilizado, sendo importante referir o tipo de veiculo usado (MATSUDA &
ARIMA, 1999; MARTINS & VEIGA, 2002).

A velocidade de permeacgao do farmaco com auxilio da CD por meio da pele
pode ser determinada pela atividade termodinamica do farmaco no veiculo e pelo
coeficiente de particdo entre a pele e o veiculo. O conceito de atividade termodinamica
representa a tendéncia que o farmaco tem em “liberar-se” do veiculo. Supde-se que
aumento nesta atividade leva a aumento da velocidade de permeacao do farmaco
através da pele. A atividade termodinamica é diretamente proporcional a solubilidade
do farmaco no veiculo e € maxima quando se tem solugao saturada do farmaco, ou
seja, a velocidade aumenta quando apenas a quantidade suficiente de CD é
adicionada para dissolver todo o farmaco no veiculo aquoso, e conforme for
aumentando a quantidade de CD a velocidade de permeacdo diminui, devido a
formacgao de quantidade adicional de complexos que nao sao absorvidos (MARTINS
& VEIGA, 2002).

Considerando a importancia de se desenvolver novas formulagdes
farmacéuticas baseadas em produtos naturais, com potenciais vantagens diante das
formulacdes convencionais, pretende-se no presente trabalho, produzir fitocomplexos
supramoleculares de extratos de folhas e ramos de P. cauliflora com BCD, visando a
melhoria da sua solubilidade e biodisponibilidade, especialmente da sua capacidade
de difusdo sobre o epitélio e potencializagdo das atividades antioxidante e anti-

inflamatoria.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades antioxidante e anti-inflamatéria dos extratos etandlico das
folhas e ramos de Plinia cauliflora e seus fitocomplexos com B-ciclodextrina, visando
melhorar a solubilidade e biodisponibilidade dos extratos, além de reaproveitar partes

da planta que séao subutilizadas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Promover a incorporagdo dos extratos etandlico das folhas e ramos de P.
cauliflora em B-ciclodextrina (fitocomplexos supramoleculares);

e Avaliar o teor de fendis totais, flavonoides e taninos dos extratos de P. cauliflora
e seus fitocomplexos supramoleculares;

¢ |dentificar os componentes majoritarios dos extratos de P. cauliflora por HPLC-
MS-Q-TOF;

e Promover a caracterizagao fisico-quimica dos fitocomplexos supramoleculares;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de P. cauliflora e seus
fitocomplexos supramoleculares;

e Avaliar a viabilidade celular dos extratos e fitocomplexos supramoleculares;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro e in vivo dos extratos de P. cauliflora

e seus fitocomplexos supramoleculares.
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4. MATERIAL E METODOS

41 COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas e ramos da jabuticabeira foram coletadas em setembro de 2018, na
faculdade de Educacédo Fisica, do Campus Pampulha da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, nas coordenadas
19°52’30,8” S; 43°58'31,7” O e 820 metros de altitude. Uma amostra da planta inteira
contendo folhas, ramos, frutos e flores foi utilizada na preparagéao da exsicata (BHCB
174029) e identificada como Plinia cauliflora (DC.) Kausel (Myrtaceae) (SISGEN/Brasil
A032F41) pelo professor Dr. Alexandre Salino, Curador do Herbario BHCB (UFMG).

4.2 PREPARO DO EXTRATO VEGETAL

Coletou-se cerca de 2 kg de material vegetal cada (folhas e ramos), o qual foi
submetido a secagem em estufa a temperatura de 45 °C por 48 horas. As folhas
foram pulverizadas em moinho de facas com malha MESH 20 até se obter um pé de
granulometria 0,84 mm e os ramos em um liquidificador industrial. Logo apés,
procedeu-se a extragao por maceragao estatica utilizando etanol como fase liquida, a
temperatura ambiente, até exaustdo completa do material vegetal. Para a obtencao
do extrato etandlico bruto removeu-se o solvente em um evaporador rotatério de
marca BUCHI Labortechinik AG (V-700), a presséo reduzida e temperatura do banho-
maria de 45 - 55 °C. Os extratos etandlico das folhas (EEF) e ramos (EER) brutos
foram armazenados em fracos de vidro com tampas, sob refrigeragdo a 5 °C até a

realizagao dos experimentos.

4.3 PREPARO DOS FITOCOMPLEXOS COM pCD

Os fitocomplexos supramoleculares das folhas e ramos foram obtidos pelo
método de co-precipitagdo combinado com liofilizagdo. Foram pesados 1 g de EEF e
EER e duas pesagens de 1 g cada de BCD. Em seguida, solubilizou a BCD em 50 mL
de agua destilada e os extratos em 50 mL de solvente organico (1:4

diclorometano:metanol) até completa dissolugcdo. Posteriormente, verteu-se as
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solugdes dos extratos nas solugdes de BCD cada, sob agitagdo constante. As
solugdes dos fitocomplexos supramoleculares permaneceram sob agitagdo por 24
horas a temperatura ambiente, sob protecdo da luz. Em seguida, essas solugbes
foram concentradas em evaporador rotatorio a 50 °C (Figura 13). Os fitocomplexos
supramoleculares das folhas (EEF/BCD) e ramos (EER/BCD) foram congelados a - 80
°C e, posteriormente, liofilizados e armazenados em fracos de vidro com tampas, sob
protecao da luz.

Uma vez que a proporc¢ao do fitocomplexo supramolecular € 1:1 de extrato puro
e BCD, foi utilizado nos testes biolégicos a seguir o dobro da quantidade de
fitocomplexo supramolecular em relagdo ao extrato puro (2:1), para comparagéo
equivalente de substancias bioativas presentes entre eles e confirmar a melhora nas

atividades bioldgicas dos extratos complexados.
Figura 13 - Esquema de preparo do complexo de inclusao
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Fonte: Adaptado de BITTENCOURT (2016).

4.4  IDENTIFICAGAO E DOSEAMENTO DOS CONSTITUINTES MAJORITARIOS
DE PLINIA CAULIFLORA

4.41 Teor de flavonoide

O conteudo de flavonoides foi determinado pelo método descrito por Miliauskas
e colaboradores (2004), com modificagdes. Preparou-se a curva de calibragdo com o
padrdo rutina, em variagdes de concentragdes de 2 a 120 ug/mL a partir de uma
solugdo etandlica a 0,5 mg/mL. Para o doseamento das amostras foram preparadas

solugdes estoques dos extratos e fitocomplexos a 1 e 2 mg/mL em etanol (EtOH),
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respectivamente, as quais 0,2 mL foi transferido para tubos de ensaio e,
posteriormente, adicionou-se 4,6 mL de EtOH, 1 gota de acido acético glacial e 0,2
mL da solugao etandlica de cloreto de aluminio (AICI3) a 2 %, obtendo-se uma solugao
final de 5 mL por tubo. O branco da amostra foi preparado substituindo a solugao de
AICI3 por EtOH. Apds 40 min de incubagao e ao abrigo da luz, as absorvancias foram
registradas em espectrofotobmetro UV-Vis (ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO,
software 3,2) a 415 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicatas e a média
+ desvio padrao foi utilizada para o calculo do teor de flavonoides. O conteudo total

de flavonoides foi expresso em ug/mg de extrato vegetal, em equivalentes de rutina.

Figura 14 - Esquema ilustrado da complexagéo do flavonoide quercetina com

cloreto de aluminio (AICI3)
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Fonte: MABRY et al. (1970).

4.4.2 Teores de fenodis totais e taninos

A determinacdo de fendis totais e taninos foi realizada por meio de
espectroscopia na regiao do visivel adaptando os métodos de Folin—Ciocalteu
(DOWD, 1959; FOLIN, 1927) e da monografia do Barbatimédo da 6% ed. da
Farmacopeia Brasileira (2019). A curva de calibragao foi preparada com a substancia
padrao acido tanico, em variacbes de concentracdes de 7,5 a 350 ug/mL a partir de
uma solugao metandlica a 500 ug/mL. Para o doseamento das amostras foi preparada
uma solugao estoque dos extratos e fitocomplexos a 1 e 2 mg/mL em metanol (MeOH),
respectivamente. Em microplaca de 96 pocgos foram adicionados 120 uL do reagente
Folin Ciocalteu a 20 %, 30 uL da amostra e 100 uL de carbonato de sédio (Na2COs) a
4 %. Para o branco da amostra foi substituido a solu¢gdo reagente por MeOH.

Decorridos 30 min de incubagdo ao abrigo da luz, a absorvancia foi medida em
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espectrofotdmetro UV-Vis (ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a
770 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata e a média £ desvio padréo
foi utilizada para o célculo do teor de fendis. O conteudo total de fendis foi expresso
em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de acido tanico.

Para a quantificacdo de taninos foram preparadas as mesmas concentracoes
anteriores a um volume de 10 mL. Adicionou as solu¢cdes 100 mg de gelatina e
promoveu a agitacdo mecanica durante 60 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas e posteriormente filtradas em papel de filtro. A solugéo filtrada foi
utilizada para analise de fendis ndo adsorvidos na gelatina, pelo método de Folin-
Ciocalteu. O conteudo total de taninos foi expresso pela diferenga entre fendis totais
e fendis n&o adsorvidos na gelatina em pug/mg de extrato vegetal, em equivalentes de

acido tanico.

4.4.3 Identificagao dos constituintes por HPLC-MS-Q-TOF

A identificagdo das substancias presentes nos extratos foi realizada por HPLC-
MS-Q-TOF no equipamento de marca Agilent modelo Infinity 1260 hifenado ao
espectrometro de massas de alta resolugcao do tipo Q-TOF da marca Agilent® modelo
6520 B com fonte de ionizac&o por electrospray (ESI). Os parametros cromatograficos
foram: coluna de fase reversa Agilent modelo Poroshell, 3 mm de didmetro interno, 10
cm de comprimento, particulas de 2,7 um; fase movel: agua (filtragdo Milli-Q)
acidificada com acido formico (0,1 % v/v) (A) e metanol (grau cromatografico) (B), com
gradiente de eluicao de 10 % de B (0 min), 98 % de B (0 - 10 min); 100 % de B (10 -
17 min), a pressao de 600 bar e volume de injegao de 3,0 plL.

As condi¢cdes de ESI-MS foram realizadas nos modos negativo e positivo com
as seguintes especificagdes: pressdo do nebulizador de 20 psi; temperatura e fluxo
do gas secante de 220 °C e 8 L/min, respectivamente; voltagem no capilar de 4,5 KV;
energia de fragmentacéo de 175 V e taxa de fluxo de infusdo 600 pL/min. Para as
analises MS/MS foi estabelecido uma taxa de variacdo de m/z entre 100 - 3000 e a

energia de colisdo feito em modo rampa variando de 5 - 30 eV.
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45 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DOS FITOCOMPLEXOS
SUPRAMOLECULARES

4.5.1 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho (1V)

A identificagdo das principais classes de constituintes presentes nas amostras
bem como a investigacao das interagdes entre esses compostos com a BCD foram
realizadas no estado solido por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
(IV). Os espectros das amostras EEF, EER, EEF/BCD, EER/BCD e das respectivas
misturas mecanicas (MMs) foram obtidos em um espectrémetro de infravermelho com
transformada de Fourier. As misturas mecanicas foram preparadas usando uma
proporcao de 1:1 dos extratos e da BCD, ambos no estado sdlido, os quais foram
homogeneizados em gral de agata com auxilio de pistilo (Figura 15). Posteriormente,

as misturas foram acondicionadas em tubos eppendorf® e armazenadas em geladeira.

Figura 15 - Preparo da mistura mecéanica (MM)

10mg da Quantidade
molécula equimolar de
héspede ciclodextrina

Fonte: Adaptado de BITTENCOURT; LANNA, et al. (2016).

Os espectros foram obtidos em acessorio de refletancia total atenuada (ATR) da
marca PIKE acoplado ao espectrémetro. Apos a aplicagao direta de cada amostra,
pura ou combinada com BCD, sobre a superficie de diamante do modulo de ATR, os
espectros foram obtidos como a média de 16 varreduras consecutivas, com resolugao
de 2 cm™ e adquiridos em um intervalo de nimero de onda 4000 a 600 cm-'. Para a
aquisicao dos espectros foi utilizado o programa Perkin Elmer Spectrum Two, da
OXFORD Instruments. Os dados foram ent&do exportados e tratados no Microcal Origin

8.0°. Este procedimento esta esquematizado na figura 16.
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Figura 16 - Obtenc&o do espectro de Infravermelho
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Fonte: Adaptado de BITTENCOURT; LANNA et al. (2016).

4.5.2 Analise Térmica Diferencial (DTA) e Termogravimetria (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) e analise térmica diferencial (DTA) foram
realizadas em atmosfera oxidante (ar) a 50 mL/min e a uma taxa de aquecimento de
10 °C/min para as amostras EEF, EER, EEF/BCD, EER/BCD e respectivas misturas
mecanicas (MMs). Durante os experimentos, foram utilizados cadinhos de platina e
massa aproximada de 13 mg de cada amostra (DENADAI et al., 2006b; LANNA et al.,
2016). Os experimentos foram realizados em modulo termogravimétrico TGA/DTA
STA-7800 da HITACHI.

46 ANALISE POR CONDUTIVIDADE ELETRICA, FOTOMETRIA DE
ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS) E POTENCIAL ZETA (ZP)

4.6.1 Determinacao do tamanho de particula por fotometria de espalhamento
de luz dinamico (DLS)

O carater nanométrico das amostras foi avaliado por medidas de tamanho de
particulas (didametro hidrodindmico — Dn) por espalhamento de luz dindmico (DLS) de
acordo com Lanna et al. (2016) com algumas modificagdes. Os experimentos foram
realizados em um modulo fotométrico de DLS (Zetasizer Nano ZS90 da Malvern) a 25
°C, com termostatizacao via sistema Peltier. As amostras foram inseridas em cubeta
de polietileno de 1 cm de caminho 6ptico, padrdo Malvern, e submetidas a um feixe

de luz monocromatico (Laser He-Ne de 4 mW e comprimento de onda de 633 nm),
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com intensidade de luz espalhada medida a um angulo de 90°. O Dn foi determinado
pela média de cinco medidas independentes, cada uma delas obtida a partir da média
de 5 contagens.

Para os experimentos, foram preparadas inicialmente solugbes etandlica a
0,0033 g/mL dos extratos e 0,0067 g/mL dos fitocomplexos supramoleculares. Um
volume de 50 puL de cada uma dessas solugdes foi aplicado na cubeta de polietileno
e entdo foi acrescentado 2 mL de agua deionizada, obtendo uma solugao final de
extratos etandlico a 8,25 x 10 g/mL e solugao final de complexo supramolecular a
1,68 x 10 g/mL (Figura 17). Os dados foram ent&o exportados e tratados no Microcal
Origin 8.0°.

Figura 17 - Leitura das amostras por fotometria de espalhamento de luz dinamico
(DLS)

SolucBes dos extratos
etandlice (0,0033 g/mL) e dos

fitocomplexos [0,0067 g/mL) 2 -
B0 mlde cada solugdo amostra +2 mLde agua ,K

deicnizada, concentracao final dos extratos puros
8,25x 10 g/mL; concentragdo final dos
fitocomplexos 1,68 x 107 g/mL

=>

. .
’;; &,

%

=5

Determinacdo do tamanho das particulas

Fonte: Adaptado de LANNA et al. (2016).

4.6.2 Determinacdo da condutividade elétrica e do potencial Zeta (PZ), na

auséncia e na presencga de fCD

Para determinagao do potencial Zeta (PZ) e da condutividade elétrica foram
utilizadas as mesmas amostras usadas nos experimentos de espalhamento de luz
dindmico. O PZ e a condutividade das nanoestruturas foram determinados no
Zetasizer Nano-ZS90 através da técnica de micro-eletroforese Doppler, com angulo
de espalhamento de luz a 173° e DDP alternada 10 V, a partir dos valores de
mobilidade eletroforética, calculado pelo modelo de Smoluchowski (LANNA et al.,

2016). As amostras foram inseridas em célula capilar de polietilieno DPS1060. O valor
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final de PZ e condutividade foram calculados como a média de 5 medidas
independentes com 5 contagens cada e o tratamento dos dados executado com o

auxilio do programa Microcal Origin 8.0°.

4.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.71 Sequestro de radicais livres (DPPH?)

A atividade sequestrante de radicais DPPHe foi determinada pelo método
descrito por Brand-Williams et al. (1995). Foi transferido para microplaca de 96 pogos
100 uL de uma solugédo a 1 mg/mL dos extratos e controles positivos (rutina e
quercetina) e 2 mg/mL dos fitocomplexos, em metanol (MeOH). Em seguida, foram
realizadas diluigdes sucessivas com 50 uL de MeOH, e, logo apds, adicionou-se 150
uL de solugcdo reagente de DPPH a 20 ug/mL em MeOH, obtendo-se 10
concentragdes entre 250 a 0,49 ug/mL. A placa foi incubada ao abrigo da luz e, apos
30 minutos, a absorvancia foi mensurada em espectrofotbmetro UV-Vis
(ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a 517 nm. O branco da
amostra foi preparado substituindo a solugdo reagente de DPPH pelo MeOH.
Procedeu-se também a medida da absorvancia do DPPH sem as amostras (controle
negativo). As analises foram realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos
em média £ desvio padrao da concentragao inibitoria de 50 % (Clso) em pg/mL, que é
a quantidade necessaria da amostra para inibir em 50 % a acéo oxidante do radical
DPPH.

4.7.2 Poder de reducao do complexo fosfomolibdénio

O ensaio foi baseado no método descrito por Prieto et al. (1999). Os extratos,
fitocomplexos supramoleculares, BCD e os controles positivos (quercetina, rutina e
acido ascorbico) foram solubilizados em solugéo hidroalcodlica 1:1 (MeOH : H20),
obtendo-se a concentragao de 0,5 mg/mL para os extratos, controles positivos e BCD
e 1 mg/mL para os fitocomplexos. Tubos de ensaio contendo 300 uL da amostra e 2
mL da solugao reagente (1,12 mL da solugéo de fosfato, 0,48 mL de molibdato, 0,4

mL de H2S0O4) foram fechados hermeticamente e aquecidos no banho-maria a 95 °C
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por 90 minutos, e em seguida resfriados em banho de gelo. Posteriormente, 200 uL
dessas solugdes foram adicionadas a microplaca de 96 pocos e realizou-se a leitura
em espectrofotdmetro UV-Vis (ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2)
a 695 nm. O branco da amostra foi preparado substituindo a solugao reagente pelo
MeOH. As analises foram realizadas em ftriplicatas e os resultados expressos em
média + desvio padrdo da porcentagem de Atividade Antioxidante Relativa (AAR%)
ao acido ascorbico, quercetina e rutina (NEGRI et al.; ZOCOLER et al., 2009),

conforme a equacgao abaixo:

Abs (amostra)—Abs (branco amostra)

AAR% =

x 100 Equacéao 3

Abs (controle positivo)—Abs (branco controle positivo)

Onde, Abs(controle positivo): absorvancia mensurada pelos controles positivos acido
ascorbico, quercetina e rutina; Abs(amostra): absorvancia mensurada para as amostras;
Abs(branco amostra): @absorvancia mensurada para o branco das amostras; € AbS(branco

controle positivo): @bsorvancia mensurada para o branco dos controles positivos.

4.7.3 Sistema B-caroteno/acido linoleico

A atividade de inibicdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada pelo método f3-
caroteno/acido linoleico descrito por Melo & Mancini Filho (1989) com algumas
modificagdes. Foram preparadas solugdes estoques de 1 mg/mL dos extratos, CD e
do controle positivo rutina e 2 mg/mL dos fitocomplexos, solubilizados em metanol
(MeOH). Posteriormente, procedeu-se a diluicdo das solugdes estoques obtendo-se 6
concentragdes entre 1000 e 31,25 ug/mL, a fim de escolher a melhor concentragao
inibitéria. A emulsdo contendo o B-caroteno e o acido linoleico foi preparada
adicionando a um erlenmeyer, 30 uL de acido linoleico, 265 uL de Tween 40, 500 pL
de diclorometano (DCM) e 100 pL da solugéo B-caroteno a 10 mg/mL em DCM. Logo
apods, procedeu-se a evaporagao completa do solvente em nitrogénio gasoso, e,
posteriormente, adicionou-se 30 mL de agua destilada a emulsédo, previamente
saturada com oxigénio por 1 hora, sob agitagdo. A absorvancia da emulséo foi
ajustada entre os valores de 0,6 e 0,7 em espectrofotdmetro UV-Vis (ThermoScientific
Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a 470 nm.
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Em microplaca de 96 pogos foram adicionados 250 uL de emulsdo e 10 uL de
amostra, obtendo-se 6 concentragbes finais de 38,46 a 1,20 ug/mL. O controle
negativo foi realizado com 250 uL da emulsédo e 10 uL de MeOH, para determinar o
100 % de oxidagao. A placa foi incubada a 45 °C, para acelerar as reagdes de
oxidagao e iniciar o descoramento do -caroteno. As absorvancias foram mensuradas
em espectrofotdmetro UV-Vis a 470 nm. As leituras foram obtidas em tempo zero e
em intervalos de 15 min durante 120 min de reacao.

As analises foram realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos em
média £ desvio padrdo de porcentagem de inibicdo (%l), calculada em relagdo ao
decaimento da absorvancia do controle negativo (Equacao 4), devendo ser menor que
0,2 para que se considere 100 % de oxidagao do acido linoleico ao final da reacgao.
Além disso, avaliou-se a curva de oxidagao entre o controle negativo, as amostras e
o controle positivo, utilizando o calculo de tangente para encontrar os valores de F1
(capacidade de bloqueio da formacgéo de perdxidos) entre 15 e 45 min apds o inicio
da reacao e F2 (capacidade de inibir outras espécies radicalares, como os produtos
da decomposigao dos peréxidos) entre 75 e 90 min apos inicio da reagcdo (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

_ Abs(lS’)_AbS(45,) _ AbS(751)—AbS(9OI)

tg = tg =
g 45-15 g 90-75
tg A tg A
F1 = £lam Fp — [8Aam
tg Acn tgAcn

Abs.n— Absgm

ol =
/ol Abscp

x 100 Equacao 4

Onde, Abscn: absorvancia mensurada para o controle negativo; Absam: absorvancia
mensurada para as amostras; %l: porcentagem de inibicdo da lipoperoxidacéo; tg:

tangente.

4.7.4 Inibicao da formagao de malondialdeido

A determinacido da peroxidacao lipidica pela quantificacdo de malondialdeido

(MDA) foi baseada no método descrito por Osawa et al. (2005) com algumas
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modificagdes. As concentragdes utilizadas foram 5,0; 10 e 20 mg/mL em metanol dos
extratos e controle positivo rutina, e BCD em agua destilada (H204est.) € 10, 20 e 40
mg/mL em H204qest. dos fitocomplexos. Inicialmente foram preparados os homogenatos
de cada amostra. Para isso, foi adicionado em cada béquer 25 g de carne moida, 17
mL de agua destilada e as amostras soluveis. Os homogenatos foram aquecidos em
chapa aquecedora até o aparecimento da coloragao “amarronzada” (carne cozida).
Em seguida, o volume de agua foi completado q.s.p. 100 mL e procedeu-se a
homogeneizagdo do homogenato obtendo-se as concentra¢gdes nominais de extrato
10, 20 e 40 pg/mL. Posteriormente, foram transferidos para frascos @mbar vedados e
armazenados sob refrigeragao a 5 °C durante 7 dias.

Para a quantificacdo de MDA, foram realizadas leituras das absorvancias dos
dias 0, 1, 3, 5 e 7. Em cada tubo de ensaio foi adicionado 0,5 g de homogenato, 50 uL
de BHT, 2,5 mL de acido fosférico a 1 % e 1,25 mL de acido tiobarbiturico (TBA). As
solugdes foram aquecidas por 15 minutos em banho-maria a 100 °C e em seguida
submetidas ao banho de gelo por 10 minutos. Apds o resfriamento, adicionou-se 3 mL
de butanol em cada tubo e centrifugou a 4000 rpm por 5 minutos. Logo apds, aliquotas
de 200 uL do sobrenadante foram adicionadas a microplaca de 96 pogos e procedeu-
se a leitura em espectrofotdmetro UV-Vis (ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO,
software 3,2) a 535 nm. Foi realizada a curva padréao de MDA e, a partir desta,
determinou-se a quantidade de MDA formada apds tratamento com as amostras.
Como controle negativo (100 % de oxidagdo), foi utilizado um homogenato apenas

com adigdo de metanol e outro com agua destilada (sem adigdo de amostra).

4.8 VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO

4.8.1 Linhagem de células e cultura

A linhagem celular testada para todas as amostras foi a J774A.1 de macréfagos
murinos. Tais células foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm? com meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) acrescido de 10 % de soro fetal bovino
(SFB) e 1 % de antibidtico (estreptomicina e penicilina), mantidas em estufa
umidificada a 37 °C e 5 % de COa2. A cada dois ou trés dias, realizou-se a troca do
meio de cultura, monitorando as células até alcancarem confluéncia de

aproximadamente 80 %, quando entdo foram congeladas usando-se meio apropriado
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de congelamento (90 % SFB, 10 % DMSO), transferidas para garrafas maiores (75
cm?) ou ainda utilizadas nos ensaios. Uma vez que a linhagem celular utilizada é
aderente, para sua remogao do interior das garrafas utilizou-se um suporte plastico

(cell scraper).
4.8.2 Ensaio de redugao metabélica do MTT

Para determinar a viabilidade celular utilizou-se o0 método descrito por Riss et al.
(2013), com adaptacbes. As células J774.A1, anteriormente preparadas, foram
contadas em camara de Neubauer, utilizando-se o corante Azul de Tripan, e
transferidas para placas de 96 pogos de fundo chato, na concentragdo de 0,5 x 10°
células por pogo. Apos incubacgao das células por 24 horas procedeu-se a remogao
do meio de cultura presente, com consequente retirada de células mortas, e
adicionou-se 200 puL de meio de cultura suplementado (2 % de SFB e 1 % de
antibiotico) junto as solugdes de extratos e fitocomplexos a serem testadas em
diferentes concentragdes nominais de extrato (250; 125; 62,5 e 31,25 ug/mL), diluidas
em DMSO a 0,5 %.

Imediatamente apds 48 horas de incubacgdo, o sobrenadante foi removido e
adicionou-se uma solugao de meio de cultura contendo 10 % (v/v) do reagente 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a 5 mg/mL, a qual foi plaqueada,
anteriormente, no volume de 100 ulL/pogo. A placa novamente foi incubada por um
periodo de 2 horas e 30 minutos em estufa incubadora a 37 °C, com 5 % de CO2. Ao
final deste intervalo, o sobrenadante foi descartado e o cristal de formazan foi
ressuspendido em DMSO, sendo realizada a leitura em espectrofotdmetro
(SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA) a 595 nm. Os resultados foram realizados
em quadriplicata. Como controle negativo foram utilizados células cultivadas em meio
de cultura sem tratamento e células cultivadas em meio de cultura acrescido de DMSO
a 0,5 %. Para o calculo da viabilidade celular (%) dos macréfagos utilizou-se a

seguinte equacao:

, L. Abs ~
% de células viaveis = Abs(aﬂ % 100 Equacgao 5
(DMSO 0,5%)
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Onde, Absamostray = absorvancia mensurada apos tratamento das células com as
amostras; Abspmso 0,5 %) = absorvancia mensurada apos tratamento das células com
DMSO a 0,5 %.

4.8.3 Reducao da concentragao de 6xido nitrico

A atividade anti-inflamatéria in vitro foi realizada através da determinacao indireta
de 6xido nitrico (NO) baseada no método descrito por Tsikas (2007), com adaptagdes.
A partir das células J774A.1, cultivadas conforme item 4.8.1, foi possivel determinar a
concentragédo de NO por meio da quantificagdo de nitritos (NOz2") no sobrenadante das
culturas de células através da Reacgao de Griess (indicadora da producéo de NO). As
células foram tratadas com os extratos e fitocomplexos nas concentragdes nominais
de extrato 125; 62,5 e 31,25 ug/mL em DMSO a 0,5 %. Apds 1 hora de incubacéo,
foram estimuladas com LPS e IFN-y (9 ug/mL) e encubadas novamente por 48 horas.
Em seguida, transferiu-se 50 uL dos sobrenadantes a placa de 96 pogos e adicionou-
se 30 pL da solugao de sulfanilamida a 1 % diluida em HsPO4 a 2,5 % e 30 uL de N-
(1-naftil)-etilenodiamina (NEED) a 0,1 % em solucdo de H3PO4 a 2,5 %. Apds 10
minutos de incubacéao a temperatura ambiente, a leitura das absorvancias foi realizada
em espectrofotbmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA) a 540 nm. A
quantidade de nitrito (NO2’) nas amostras foi obtida por meio de curva padréo de
diluicdo seriada de uma solugao de nitrito de sédio (NaNO2) na concentragao de 200
uM (GUEVARA et al., 1998). O ensaio foi realizado em quadruplicata e os resultados
expressos em uM. Como controle negativo foram utilizadas células ndo tratadas e
estimuladas com LPS e IFN-y e células estimuladas e tratadas apenas com DMSO a

0,5 % (veiculo).

4.9 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

491 Animais

Para os ensaios biolégicos foram utilizados camundongos Swiss pesando entre

25 a 30 g, machos, com 45 dias de idade, provenientes do Centro de Biologia da

Reproducdo (CBR) da UFJF. Os animais foram alojados em gaiolas e mantidos sob
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condigdes controladas de temperatura (22 °C) e iluminagao (ciclo de claro/escuro de
12 h) com livre acesso a agua e ragdo. Os protocolos utilizados para experimentagéo
animal foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Pro-
Reitoria de Pesquisa/UFJF (protocolos n° 006/2019 e 007/2019) (ANEXQOS 1, 2).

4.9.2 Atividade anti-inflamatoéria topica

A avaliagdo da atividade anti-inflamatoria in vivo foi realizada através do modelo
de edema de orelha descrito por Schiantarelli et al. (1982), com adaptagdes. Os
animais foram divididos em 15 grupos de 6 animais cada, sendo eles o controle
negativo acetona (veiculo), controle positivo dexametasona (5 mg/mL) diluida em
acetona e os extratos nas concentragdes de 6,25; 12,5 e 25,0 mg/mL em acetona, e
os fitocomplexos, nas mesmas concentragdes nominais de extrato, soluveis em agua
destilada, sendo cada concentragcédo equivalente a um grupo, e BCD testada apenas
na maior concentragdo de 25 mg/mL.

Foi aplicado topicamente 20 uL de uma solugao do 6leo de créton a 2,5 % (v/v)
em acetona no pavilh&do auricular direito e o mesmo volume de acetona (veiculo) no
pavilhdo auricular esquerdo de cada animal. Em seguida, os animais receberam o
tratamento topico com 20 uL de cada amostra. Como controle positivo foi utilizado o
mesmo volume de dexametasona 5 mg/mL em acetona. Como controle negativo os
animais receberam somente o agente flogistico sem tratamento. Apds desafio de 6 e
4 horas, os animais foram eutanasiados através da administragéo via intraperitoneal
de cetamina a 10 % (90 mg/kg) e xilazina a 2 % (10 mg/kg) e, com o auxilio de um
punch metalico, discos idénticos de 10 mm de didmetro foram obtidos de ambas as
orelhas (direita e esquerda) de cada animal. Os discos foram pesados em balanca
analitica e os resultados foram expressos em média * desvio padrao da diferenca de

peso entre as orelhas esquerda e direita do mesmo animal.

4.10 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os fragmentos de cada orelha obtidos no teste de edema de orelha induzido por
aplicacao de 6leo de créton no desafio de 6 horas foram preservados em formol a 10

% até o inicio do processamento histoldégico. As bidpsias foram desidratadas,
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emblocadas em parafina e, com auxilio de um micrétomo, foram realizados cortes
transversais, os quais foram corados com hematoxilina-eosina (HE). Realizou-se uma
analise microscopica qualitativa da espessura do edema, a presenga de vasodilatagao
e de infiltragao leucocitaria. Foi utilizado o microscépio de marca Olympus BX51 e as
fotomicrografias representativas de cada grupo foram obtidas no aumento de 10x
utilizando o software CellSens Standard.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sao apresentados como média e desvio padréo. A analise estatistica
foi realizada através de ANOVA seguido do teste de Bonferroni, por meio do programa
GraphPrism 5.0. As diferengas foram consideradas significantes com p < 0,05 (95 %

intervalo de confianga).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEORES DE FENOIS TOTAIS, FLAVONOIDES E TANINOS

A analise dos teores de fendis totais, flavonoides e taninos das amostras EEF,
EER, EEF/BCD e EER/BCD foi realizada, pois estes compostos orgénicos sao
frequentemente associados a alta atividade antioxidante e anti-inflamatoria devido a
capacidade de eliminar os radicais livres que sdo produzidos no organismo humano.
Além disso, varios compostos fendlicos ja foram descritos em literatura para a
jabuticaba, como a quercetina, rutina e derivados dos acidos galico e elagico (WU et
al., 2012; BORGES et al., 2014; GARCIA et al., 2019).

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados dos teores de fendis totais,
flavonoides e taninos para todas as amostras testadas. Apesar de conter a mesma
composicao de fitoquimicos dos extratos, os fitocomplexos foram avaliados para
fins de comparagédo com seus respectivos extratos puros, uma vez que a formagao
do complexo com a ciclodextrina pode causar algum efeito nos resultados.

Os teores de flavonoides para EEF (72,52 + 0,72 ng/mg) e EEF/BCD (74,20 +
3,38 ug/mg) foram significativamente maiores do que em EER (32,47 £ 3,38 ng/mg)
e EER/BCD (30,15 £ 1,56 ug/mg) (p < 0,05). Enquanto que o extrato dos ramos e seu
fitocomplexo apresentaram maior teor de taninos em comparagdo ao extrato e
fitocomplexo das folhas (p < 0,05). Isso sugere que o conteudo de flavonoides é
superior nas folhas do que nos ramos e o teor de taninos € maior nos ramos em
comparagao as folhas. Além disso, pode-se afirmar que n&o houve diferenca
significativa entre os extratos e seus respectivos fitocomplexos, provando que a
ciclodextrina n&o interferiu neste ensaio.

Investigacdes anteriores alegam que a producédo de alguns flavonoides da
jabuticaba, concentraram-se principalmente nos frutos inteiros, na casca, nas
sementes (WANG W.H. et al., 2014), nos frutos de jabuticaba ndo fermentados e
fermentados (MORALES et al., 2016), ou nos produtos comerciais das frutas (WU et
al., 2012). Os taninos podem acumular de forma significativa no caule, folhas, frutas,
sementes e raizes das plantas (HASLAM, 2007).

Chavasco et al. (2014) identificaram flavonoides e taninos nas folhas de P.

cauliflora e apenas taninos nos ramos dessa mesma espécie. Souza-Moreira et al.
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(2010) verificaram a presenca de fenois totais, flavonoides e taninos nas veias
medianas, veias menores e no parénquima das folhas de P. cauliflora. Essas analises
permitiram confirmar a presenga das principais classes de metabdlitos especiais

relatados na literatura.

Tabela 3 - Teores de fendis totais, flavonoides e taninos dos extratos e

fitocomplexos supramoleculares

EEF EEF/BCD EER EER/BCD
(ng/mg) (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)

Fenois Totais 163,77 + 0,76 151,07 + 1,87 241,25 +5463P 23852 + 4,25 ab
Flavonoides 72,52 +0,72 74,20 + 3,38 32,47 + 3,38ab 30,15 + 1,56 2P

Taninos 27,12 +2,03 26,84 + 6,27 54,07 + 3,34 2b 53,07 £ 7,832ab

Legenda: EEF — extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com (-ciclodextrina. EER —
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. a — Diferenga estatistica
em relacdo a EEF (p < 0,05). b — Diferenca estatistica em relacdo a EEF/BCD (p < 0,05).
ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

5.2 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES POR HPLC-MS-Q-TOF

O método empregado por cromatografia liquida de alta eficiéncia associado a
espectrometria de massas (HPLC-MS-Q-TOF) foi capaz para determinar a
composigao fendlica dos extratos das folhas e ramos de jabuticaba da espécie Plinia
cauliflora, confirmando os resultados encontrados na tabela 3. Mais de 20 compostos
foram encontrados no extrato das folhas, dentre eles, os acidos quinico, galico e
elagico e derivados, a castalagina, dilactona do acido valoneico e casuarictina foram
identificados em ambos extratos.

A amostra EEF (Tabela 4) mostrou varios derivados flavonoidicos, como a
quercetina, quercitrina, miricetina e miricitrina. Todas as substancias identificadas
foram determinadas por razdo massa/carga (m/z) do ion molecular e dos fragmentos
nos modos positivos e negativos e por comparagao com os padrdes de referéncia e

relatos da espécie Plinia e espécies sinbnimas. O flavonoide miricitrina (464.0954
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g/mol PubChem CID: 5281673) (Figura 3 (4)) foi encontrada no tempo de retencao
(Tr) 6,1 min e m/z 465.1019 [M+H]* e 319.0459 [M+H-Ramnose]* no modo positivo,
463.0876 [M-H] e 317.0295 [M-Ramnose] no modo negativo. Os fragmentos 319 e
317 correspondem a aglicona da miricitrina, também conhecida como miricetina
(318.0375 g/mol PubChem CID: 5281672), apds clivagem da ligacao do glicosideo
(SALDANHA et al. 2013; FRACASSETTI et al. 2013; NEVES et al.,, 2018). A
quercitrina (448.1005 g/mol PubChem CID: 5280459) (Figura 3 (3)) apresentou Tr 6,7
min, m/z 449.1072 [M+H]* e 303.0494 [M+H-Ramnose]*, 447.0918 [M—H] e 301.0334
[M—Ramnose], sendo os fragmentos 303 e 301 referentes a quercetina sem o
ramnosideo em sua estrutura, confirmada através dos relatos da espécie na literatura
(SALDANHA et al. 2013; FRACASSETTI et al. 2013; NEVES et al., 2018).

Além disso, foram identificados derivados dos acidos galico e elagico no extrato
das folhas. No Tr 5,5 o acido elagico hexosideo (464.0590 g/mol PubChem CID:
76058086) mostrou m/z 465.0681 [M+H]" e 303.0127 [M+H-Hexose]* no modo
positivo e 463.0501 [M-H]- e 300.9984 [M-Hexose]" no modo negativo, onde os
fragmentos 300.99 [M-H]" e 303 [M+H]* correspondem ao acido elagico livre
(302.0062 g/mol PubChem CID: 5281855). Ja o acido galico (170.0215 g/mol
PubChem CID: 370) foi encontrado no modo negativo com m/z 169.0138 [M-H] e
fragmentos 125.0241, 108.0242 e 107.0168. Esses compostos foram relatados
previamente na espécie P. cauliflora (SOUZA-MOREIRA et al. 2011 e 2013; WU et
al., 2012).

A telimagrandina | (786.0915 g/mol PubChem CID: 442690) (Figura 5 (3)) e
castalagina (934.0712 g/mol PubChem CID: 168165) (Figura 8) também foram
encontradas no extrato das folhas no modo negativo m/z 785.0861 [M-H] e 933.0634
[M-HJ,, respectivamente. Até o presente momento, a telimagrandina | foi descrita
apenas no fruto inteiro e na casca de jabuticaba (WU et al., 2012; PLAZA et al., 2016;
INADA et al., 2020) e a castalagina no tronco e casca da arvore (ZHAO et al., 2019) e
sementes dos frutos (INADA et al.,, 2020; FIDELISA et al., 2020) de espécies
sinénimas a Plinia cauliflora, como Myrciaria cauliflora, sendo possivelmente relatadas
pela primeira vez nas folhas e ramos de jabuticaba pelo nosso grupo.

Ja o EER (Tabela 5) apresentou muitos constituintes tanicos, como achado nos
resultados anteriores de doseamento (Item 5.1). Taninos condensados derivados da
estrutura flavan-3-ol (catequina) foram encontrados (Figura 6), como a
(epi)galocatequina (306.0739 g/mol PubChem CID: 72277) em Tr 2,3 min, m/z no
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modo positivo 307.0809 [M+H]* e no modo negativo 305.0644 [M-H]. Taninos
hidrolisaveis como o acido elagico (Figura 4) também foram identificados, tais como o
3-O-metil acido elagico (316.0219 g/mol PubChem CID: 13915428) que apareceu no
Tr 7,3 min e tem m/z 315.0167 [M-H] e fragmento de 300.9942 [M-CH2]" e 317.0299
[M+H]" e 303.0196 [M+H-CHz]*. Outro derivado do acido elagico, a dilactona do acido
valoneico (470.0121 g/mol PubChem CID: 10151874) (Figura 8 (4)) foi identificada
apenas nos frutos de jabuticaba por Wu et al. (2012) e Inada et al. (2020), no entanto
nosso grupo encontrou nas folhas e ramos da jabuticaba, no Tr 3,2 min, com m/z
471.0173 [M+H]* e 469.0025 [M-H]. Outro polifenol identificado foi a casuarictina
(936.0868 g/mol PubChem CID: 73644) (Figura 5 (6)), nos modos positivo e negativo,
com m/z 937.0928 [M+H]* com fragmento 919.0797 [M+H-H20]* e 935.0751 [M-H] e
fragmento 917.0775 [M-H20], respectivamente. Souza-Moreira et al. (2013) isolaram
a casuarinina (936.0868 g/mol PubChem CID: 157395), isbmero de massa da
casuarictina, das folhas de P. cauliflora e relatou atividade anti-fungica contra a
espéecie Candida.

A maioria dos fendlicos encontrados em nosso estudo possui atividade bioldgica.
A quercetina é descrita por apresentar atividade antioxidante, anti-inflamatdria,
antidiabética, anti-obesidade, e tem grande potencial no tratamento de DPOC (WU et
al., 2012; BAILAO et al., 2015; DASTMALCHI et al., 2012). O acido elagico e derivados
sdo conhecidos pela alta capacidade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria,
antiproliferativa e cardioprotetora (LARROSA & ESPIN, 2010; SOUZA-MOREIRA et
al., 2011; ABE et al., 2012; FRACASSETTI et al., 2013; BAILAO et al., 2015; ZHAO et
al., 2019). Além disso, os fendlicos em geral sdo importantes na promogao da saude,
tanto para o tratamento de doencgas ja instaladas e avangadas, quanto na prevengao
de danos celulares que podem facilitar o desenvolvimento de varios estados
patologicos (MIGUEL, 2010; LINK et al., 2010; DAI & MUMPER, 2010; WU et al., 2013;
PHANIENDRA et al., 2015).
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Tabela 4 - Identificagdo dos compostos do extrato etandlico das folhas (EEF) de Plinia caulifora por HPLC-MS-Q-TOF. Tempo de
retengcdo por minuto (Tr), massa molecular exata, massa/carga (m/z) nos modos negativo e positivo [M-H]-/ [M-H]*, massa dos
fragmentos do ion molecular MS? [M-H]- e [M+H]*, compostos identificados e referéncias

Massa
Tr [M-H] e [M+H]* Fragmentos do ion molecular R
° molecular Compostos identificados Referéncias
(min) ¢ (m/z) MS? [M-H]" e [M+H]* (m/z)
exata

173.0418 [M - H - H20T;
[ ] De Oliveira et al., 2013;
~ 155.0343 [M - H - 2 H20[; . .
1 0,999 192.0633 191.0559 [M - H] Acido quinico Saldanha et al., 2013;
137.0293 [M - H - 3 H20]; Sun & Chen. 2012

101.0237 [M - H - 3 CH20]

463.0682 [M - H - H207;
Wu et al., 2012;

421.0391 [M - H - 2 CH20T;

Plaza et al., 2016;
385.0812 [M - H - 2 CH20 - 2 H20T;

2 1,267 482.0696 481.0630 [M - HJ HHDP-hexose Albuquerque et al., 2019;
319.0182 [M - H - HexoseTJ; )
Da Silva et al., 2014;

300.9977 [M - H - Hexose - H20T; .

Singh et al., 2015.

257.0008 [M - H - Hexose - H20 — COz]

Wu et al., 2012;
723.0536 [M - H - 2 CH20T;
Plaza et al., 2016;
481.0531 [M - H - HHDPYJ; )
3 1,401 784.0785 783.0677 [M - HI Di-HHDP-hexose Albuquerque et al., 2019;
437.0713 [M - H - HHDP - CO2J;
Morales et al., 2016;

301.0027 [M - H - HHDP - Hexose -H207; Da Sil t al.. 2014
a Silva et al., .



1,535

1,670

1,810

2,877

3,286

332.0743

170.0215

934.0712

952.6450

470.0121

331.0661 [M - H

169.0138 [M - HI-

933.0634 [M - H

935.0765 [M + HJ*

951.0712 [M - HJ

469.0055 [M - HI

271.0445[M - H - 2 CH20T;
241.0310 [M - H - 3 CH207;
211.0213 [M - H - 4 CH20T;
169.0247 [M - H - HexoseJ;
125.0303 [M - H - Hexose - CO2J

Galoil-hexosideo

125.0241 [M - H - CO3J;

Acido galico
107.0168 [M - H - CO2 - H20T
783.0442 [M - H - Galoil];
631.0696 [M - H - HHDP]

Castalagina

917.0589 [M + H - H20]*;
633.0568 [M + H - HHDP]*

907.0778 [M - H - CO3[;

783.0617 [M - H — Acido galicol;

481.0848 [M - H - Acido galico - HHDP];
300.9928 [M - H — Acido galico - HHDP - Hexose -
H20T

Trisgaloil-HHDP-hexose

425.0171 [M - H - CO3J;
407.0059 [M - H - COz - HO T

Dilactona do acido valoneico
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Plaza et al., 2016;
Da Silva et al., 2014;
Sun & Chen, 2012;
Zyiwicki et al., 2002.

Wou et al., 2012;
Palozi et al., 2019;
Fracassetti et al., 2013;
Da Silva et al., 2014;
Morales et al., 2016.

Zhao et al., 2019;
Fracassetti et al., 2013;
Albuquerque et al., 2019;
Singh et al., 2015;
Zyiwicki et al., 2002.

Albuquerque et al., 2019;
Singh et al., 2015;
Negri & Tabach, 2013.

Inada et al., 2020;
Morales et al., 2016;
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3,654 936.0868

10 3,822 786.0915

11

4,359 484.0853

471.0198 [M + HJ*

935.0820 [M - H]-

937.0924 [M + HJ*

785.0861 [M - H

483.1095 [M - HJ-

379.0330 [M - H - CO2 - H20 - COJ

303.0171 [M + H - Acido galico]*;

171.0281 [M + H - Acido galico - Pentose]*;
127.0244 [M + H - Acido galico - Pentose - CO2]*

917.0733 [M - H - H20T

783.0711 [M - H - Galoil]-;

633.0701 [M - H - HHDPJ;

300.9986 [M - H - HHDP - Hexose - Galoil - H20];
169.0107 [M - H - HHDP - Hexose — 2 Galoil|
919.0837 [M + H - H20]*;

635.0860 [M + H - HHDPJ*;

617.0778 [M + H - HHDP - H20]";

303.0136 [M + H - HHDP - Hexose - Galoil - H20]*;

633.0852 [M - H - Galoil];
615.0846 [M - H - Galoil - H0];

483.0721 [M - H - HHDPF:

300.9975 [M - H - HHDP - Hexose - H2OF"
169.0210 [M - H - HHDP - Hexose - Galoil}

465.0748 [M - H - H207;

439.0868 [M - H - CO2];

331.0687 [M - H - Galoil];
313.0591 [M - H - Galoil - H20];
169.0124 [M - H - Galoil - HexoseJ;

Galoil-bis-HHDP-hexosideo/

Casuarictina

Telimagrandina I/

Digaloil-HHDP-glicose

Digaloil hexosideo
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Wou et al., 2012;
Wyrepkowski et al., 2014.

Plaza et al., 2016;
Albuquerque et al., 2019;
Da Silva et al., 2014;

Souza-Moreira et al., 2013.

Wu et al., 2012;
Plaza et al., 2016;
Fracassetti et al., 2013;
Albuquerque et al., 2019;
Singh et al., 2015.

Wu et al., 2012;
Albuquerque et al., 2019;
De Oliveira et al., 2018;
Da Silva et al., 2014;
Li & Seeram, 2018.
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125.0359 [M - H - Galoil - Hexose - COzJ

Wu et al., 2012;
Singh et al., 2015;
Wyrepkowski et al., 2014;
Zywicki et al., 2002.

483.1363 [M - H - Galoil];
12 4,359 636.0962 635.0889 [M - H]- 465.0513 [M - H - Galoil - H20T; Trigaloil hexosideo
169.0102 [M - H - 2 Galoil - Hexose]

Palozi et al., 2019;
Fracassetti et al., 2013;
13 5,559 464.0590 Acido elagico hexosideo Morales et al., 2016;

463.0501 [M-H]-  300.9984 [M - H - Hexose]

465.0681 [M + H]*  303.0127 [M + H - Hexose]* Neves etal., 2018;
Abdulla et al., 2018.

461.0808 [M - H - H20T;
317.0206 [M - H - HexoseJ;
479.0808 [M-H]* 316.0213 [M - H - Hexose - HJ;
14 5,827 480.0903 271.0494 [M - H - Hexose - H20 - COJ; Miricetina-3-O-hexosideo
179.0042 [M - H - Hexose - 3H20 - 3COJ
503.0808 [M + Na]J*;
319.0434 [M + H - Hexose]*

Fracassetti et al., 2013;
Neves et al., 2018;
Saldanha et al., 2013;
Negri & Tabach, 2013.
481.0954 [M + HI*

Palozi et al., 2019;

Fracassetti et al., 2013;
300.9999 [M - H - Pentose]; . o ] )
15 5,834 434.0485 433.0399 [M - H] Acido elagico pentosideo Da Silva et al., 2014;
299.9877 [M - H — Pentose - HJ
Wu et al., 2012;

Morales et al., 2016.



16 5,968

17 6,103

18 6,103

19 6,505

610.1055

464.0954

450.0812

434.0849

615.0975 [M - HI

463.0876 [M - HI

465.1036 [M + H]*

449.0732 [M - HT

433.0707 [M - HI

463.0837 [M - H - Galoil];

301.0334 [M - H - Galoil - Hexose]J ;
283.0281;

271.0349;

255.0279;

179.0497;

151.0048

317.0295 [M - H - Ramnose];

316.0224 [M - H - Ramnose - HJ;

271.0231 [M - H - Ramnose - H20 - COJ;
179.0006 [M - H - Ramnose - 3H20 - 3COJ;
151.0041 [M - H - Ramnose - 3H20 - 4COJ
487.0853 [M + NaJ*;

319.0459 [M + H - Ramnose]*;

303.0503 [M + H - H20];

153.0191 [M + H - Ramnose - 3H20 - 4COJ*

317.0293 [M - H - Pentose];

316.0267 [M - H - Pentose - HJ;

271.0298 [M - H - Pentose - H20 - COJ;
179.0054 [M - H - Pentose - 3H20 - 3COJ;
151.0030 [M - H - Pentose - 3H20 - 4COJ

301.0366 [M - H - Pentose];

Quercetina-O-galoil-hexosideo

Miricitrina

Miricetina 3-O-pentosideo

Quercetina-3-O-pentosideo
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Saldanha et al., 2013;
Da Silva et al., 2014.

Fracassetti et al., 2013;
Saldanha et al., 2013;
Wu et al., 2012;
Neves et al., 2018.

Fracassetti et al., 2013;
Saldanha et al., 2013.

Fracassetti et al., 2013;



20 6,505

21 6,639

22 6,773

448,0638

302.0062

448.1005

435.0893 [M + H]*

447.0558 [M - HI

300.9982 [M - H]

303.0128 [M + HJ*

447.0918 [M - HI

283.0105 [M - H - Pentose - H20];

271.0245 [M - H - Pentose - CH20T;

255.0348 [M - H - Pentose - H20 - CQJ; 227.0259
[M - H - Pentose - H20 - 2COJ

891.1527 [2M + NaJ*;

303.0482 [M + H - Pentose]*;

257.0404 [M + H - Pentose - H20 - COJ*;
229.0511 [M + H - Pentose - H20 - 2COJ*

315.0109 [M - H - Pentose];
314.0083 [M - H - Pentose - HJ;
300.9928 [M - H - Pentose - CH2J;
299.9905 [M - H - Pentose - CHz - HJ-

603.0039 [2M - HI;
283.9992 [M - H - H20]";
257.0092 [M - H - CO2J;
229.0168 [M - H - CO2 - COJ;
201.0164 [M - H - CO2 - 2CO}
285.0043 [M + H - H20]*;
275.0189 [M + H - COJ*;
257.0067 [M + H - H20 - COJ*

895.1437 [2M - HT;
301.0334 [M - H - Ramnose];
271.0209 [M - H - Ramnose - CH20];
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Saldanha et al., 2013;
Wu et al., 2012;
Neves et al., 2018.

Neves et al., 2018;
Fracassetti et al., 2013;
Singh et al., 2015;
Wyrepkowski et al., 2014.

Metil-acido elagico pentosideo

Wu et al., 2012;
Fracassetti et al., 2013;
Acido elégico Morales et al., 2016;
Singh et al., 2015;
Plaza et al., 2016.

Wu et al., 2012;
Quercitrina Morales et al., 2016;
Palozi et al., 2019;



449.1072

255.0272 [M - H - Ramnose - H20 - COJ;
227.0388 [M - H - Ramnose - H20 - 2COJ
471.0884 [M + Nal*;

303.0494 [M + H - Ramnose]*;

153.1284 [M + H - Ramnose - 2H20 - 3CO -
CH201*
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Plaza et al., 2016;

Fracassetti et al., 2013.
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Tabela 5 - Identificagdo dos compostos do extrato etandlico dos ramos (EER) de Plinia caulifora por HPLC-MS-Q-TOF. Tempo de
retencdo por minuto (Tr), massa molecular exata, massa/carga (m/z) nos modos negativo e positivo [M-H]"/ [M-H]* [M-H]-, massa

dos fragmentos do ion molecular MS? [M-H]- e [M+H]*, compostos identificados e referéncias

Massa
Tr [M-H] e [M+H]* Fragmentos do ion molecular R
N° molecular Compostos identificados Referéncias
(min) (m/z) MS? [M-H]" e [M+H]* (m/z)
exata
173.0418 [M - H - H207;
De Oliveira et al., 2013;
153.0200 [M - H - 2 H20 - HJ; . i
1 0,992 192.0633 191.0563 [M - HJ- Acido quinico Saldanha et al., 2013;
137.0293 [M - H - 3 H207];
Sun & Chen, 2012.
101.0187 [M - H - 3 CH20]
631.0605 [M - H - HHDPT;
479.0278 [M - H - HHDP - Galoil]; Zhao et al., 2019;
933.0588 [M - HJ . ]
169.0145 [M - H - 2 HHDP - Galoil]; Fracassetti et al., 2013;
2 1,400 934.0712 125.0234 [M - H - 2 HHDP - Galoil - COzJ Castalagina Albuquerque et al., 2019;
952.1028 [M + H - H20]* Singh et al., 2015;
935.0846 [M + H]* 633.0684 [M + H - HHDPT*; Zyiwicki et al., 2002.
465.0545 [M + H - HHDP - Acido galico]*
Wu et al., 2012;
125.0229 [M - H - COz]; Palozi et al., 2019;
3 1,668 170.0215 169.0135[M-H]- 124.0263 [M - H - CO2 - HJ; Acido gélico Fracassetti et al., 2013;
109.2809 [M - H - CO2 - H20 - HJ Da Silva et al., 2014;
Morales et al., 2016.
4 2,339 306.0739 305.0644 [M - H]  610.0572 [2M - HJ; (Epi)galocatequina Inada et al., 2020;



2,339

2,473

3,278

594.1348

610.0958

470.0121

307.0809 [M + H]*

593.1268 [M - HJ

609.0566 [M - HJ-

469.0025 [M - HJ

471.0173 [M + HJ*

277.0796 [M - H - COJ;
221.0470 [M - H - 3 COT;
153.0288 [M - H - Galoil]-;
137.0233 [M - H - Galoil - H20T;
125.0237 [M - H - Galoil - COT
289.0731 [M - H - H20]*;
158.9733 [M - H - Galoil]*

423.0810 [M - H - Galato];

305.0644 [M - H - Catequina];
289.0701 [M - H - Catequina - H207;
221.0538 [M - H - Catequina - 3 COJ;
165.0169 [M - H - Catequina - 5 COJ

457.0201 [M - H - Galoil]";
305.0639 [M - H - 2 Galoill;
249.0365 [M - H - 2 Galoil - 2 COJ;

219.0591 [M - H - 2 Galoil - 2 CO - CH20T;

137.0214 [M - H - 2 Galoil - Galato]-

425.0105 [M - H - CO3J;

407.0048 [M - H - COz - HO T
379.0110 [M - H - CO2 - H20 - COJ;
300.9913 [M - H - Acido galico];
299.9911 [M - H - Acido galico - HJ
453.0088 [M + H - H20]";

(Epi)catequina-galocatequina

(Epi)galocatequina-3,5-digalato/

Galocatequina-digalato

Dilactona do acido valoneico
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Zyiwicki et al., 2002;
Tala et al., 2013.

Zyiwicki et al., 2002;
Tala et al., 2013.

Zyiwicki et al., 2002;
Tala et al., 2013.

Inada et al., 2020;
Morales et al., 2016;
Wu et al., 2012;
Wyrepkowski et al., 2014.
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11

3,278

3,412

3,546

3,814

578.1424

458.0849

936.0868

290.0790

577.1327 [M - H

457.0270 [M - HI

935.0751 [M - H]-

937.0928 [M + HJ*

289.0697 [M - HI

255.2325 [M + H - Acido galico - H20 - COJ*

289.0668 [M - H - Catequinal;

255.0371 [M - H - Catequina - 2 H20 - HJ;
221.0718 [M - H - Catequina - 3 H20 - CH2J;
161.0356 [M - H - Catequina - 3 H20 - CH2-
2 CH20]

289.0680 [M - H - Galato];

275.0177 [M - H - Galato - CH2];
137.0199 [M - H - Galato - Galoil];
109.0275 [M - H - Galato - Galoil - COJ

917.0775 [M - H - H20];

916.0070 [M - H - H20 - HJ;

783.0538 [M - H - Galoil];

633.0674 [M - H - HHDPJ;

300.9905 [M - H - HHDP - Hexose - Galoil -
H20T

919.0797 [M + H - H20]";

635.0833 [M + H - HHDPJ*;

471.0169 [M + H - HHDP - Hexose - H]*

245.0767 [M - H - CO2J;
221.0841 [M - H - C30O2];
203.0677 [M - H - H20 - C302];

(Epi)catequina-(4 5—8)-
catequina/

Proantocianidina B

Galato de (epi)galocatequina

Galoil-bis-HDDP-hexosideo/

Casuarictina

(Epi)catequina

69

Zyiwicki et al., 2002;
Tala et al., 2013;
Sun & Chen, 2012;
Ferreira, 2018.

Inada et al., 2020;
Pérez-Navarro et al., 2019;
Singh et al., 2015.

Plaza et al., 2016;
Albuquerque et al., 2019;
Da Silva et al., 2014;

Souza-Moreira et al., 2013.

Inada et al., 2020;
Da Silva et al., 2014;
Tala et al., 2013.
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13

14

4,753

5,022

5,552

484.0853

468.0882

464.0590

483.1111 [M - HI-

467.0802 [M - HI

463.0491 [M - HJ

165.0160 [M - H - 3 H20 - C30];
137.0247 [M - H - 3 H20 - C302 - COJ;
109.0283 [M - H - 3 H20 - C302 - 2 COJ

439.0935 [M - H - CO2J;

331.0695 [M - H - Galoil];

313.0809 [M - H - Galoil - H20T;
211.0171 [M - H - Galoil - 2 H20 - 3 COJ

449.0604 [M - H - H20T;

423.0881 [M - H - CO2];

315.0674 [M - H - Galoill;

313.0519 [M - H - Galoil - H];

169.0137 [M - H - Galoil - Deoxihexose];
151.0032 [M - H - Galoil - Deoxihexose -
H20T;

125.0223 [M - H - Galoil - Deoxihexose -
CO2J;

109.0291 [M - H - Galoil - Deoxihexose - 2
CH20]

300.9990 [M - H - HexoselJ;

283.0867 [M - H - Hexose - H20T;
257.0919 [M - H - Hexose - CO2J;
201.0384 [M - H - Hexose - CO2- 2 COJ

Digaloil-hexosideo

Digaloil-deoxihexosideo

Acido elagico hexosideo

70

Wu et al., 2012;
Albuquerque et al., 2019;
De Oliveira et al., 2018;
Da Silva et al., 2014;

Li & Seeram, 2018.

Li & Seeram, 2018.

Palozi et al., 2019;
Fracassetti et al., 2013;
Morales et al., 2016;
Neves et al., 2018;
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16

17

6,363

6,497

6,631

434.0485

448.0641

302.0062

465.0669 [M + HJ*

433.0392 [M - HI

435.0560 [M + H]*

447.0543 [M - HI

449.0699 [M + HJ*

300.9979 [M - HJ

303.0149 [M + H - Hexose]*;
243.0325 [M + H - Hexose - 2 CH20]%;
153.0194 [M + H - Hexose - 5 CH20]*

300.9955 [M - H - Pentose];

299.9899 [M - H - Pentose - HJ;

257.0224 [M - H - Pentose - CO2J;
229.0157 [M - H - Pentose - CO2 - COJ;
169.6352 [M - H - Pentose - CO2- CO -2
CH207J

345.0979 [M + H - 3 CH20]*;

303.0104 [M + H - Pentose]*;

275.0303 [M + H - Pentose - COJ*;
185.0198 [M + H - Pentose - CO - 3 CH20]*

300.9965 [M - H - RamnoseJ;

299.9903 [M - H - Ramnose - HI;
257.0152 [M - H - Ramnose - CO2];
229.0222 [M - H - Ramnose - CO2 - COJ
303.0137 [M + H - Ramnose]*;

183.0777 [M + H - Ramnose - 4 CH20]*;
127.0164 [M + H - Ramnose - 4 CH20 - 2
Ccor

603.0029 [2M - HJ;
257.0093 [M - H - CO2l;

Acido elagico pentosideo

Acido elagico ramnosideo

Acido elagico

71

Abdulla et al., 2018.

Palozi et al., 2019;
Fracassetti et al., 2013;
Da Silva et al., 2014;
Wu et al., 2012;
Morales et al., 2016.

Palozi et al., 2019;
Da Silva et al., 2014;
Wu et al., 2012;
Fracassetti et al., 2013;
Singh et al., 2015.

Wu et al., 2012;

Fracassetti et al., 2013;
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7,302

316.0219

303.0155 [M + H]*

315.0167 [M - H]-

317.0299 [M + HJ*

245.0068 [M - H - 2 COJ;
229.0115 [M - H - CO - CO3J;
201.0175 [M - H - 2 CO - COgJ;
173.0175[M - H - 3 CO - CO3J;
145.0349 [M - H - 4 CO - CO3J
324.9971 [M + H + Na];
285.0040 [M + H - H20]";
275.0193 [M + H - COJ*;
257.0068 [M + H - H20 - COJ*;
201.0216 [M + H - H20 - 2 COJ*;
173.0288 [M + H - H20 - 3 COJ*;
143.0020 [M + H - H20 - 3 CO - CH.OJ*

300.9942 [M - H - CHaJ;

299.9923 [M - H - CHz - HJ;
243.9992 [M - H - CHz2 - H - 2 COJ;
215.9976 [M - H - CHz - H - 3 COJ-
303.0052 [M + H - CHa]*;

285.0029 [M + H - CHz - H20]";
257.0075 [M + H - 2 CH20]";
243.0139 [M + H - 2 CH20 - CH2J*;
229.0145 [M + H - 2 CH20 - COJ*;
201.0202 [M + H - 2 CH2O - 2 COJ*;
173.0235 [M + H - 2 CH20 - 3 COJ*;
145.0286 [M + H - 2 CH20 - 4 COJ";
117.0295 [M + H - 2 CH;0 - 5 COJ*

3-O-Metil acido elagico

72

Morales et al., 2016;
Singh et al., 2015;
Plaza et al., 2016.

Zhao et al.,2019;
Singh et al., 2015;
Da Silva et al., 2014;
Sun & Chen, 2012.
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5.3 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DOS FITOCOMPLEXOS
SUPRAMOLECULARES

As ciclodextrinas possuem em sua cavidade interna grupos C-H que lhes
conferem carater parcialmente hidrofobico. Assim, moléculas de tamanho e polaridade
adequados podem penetrar nesta regido, estabelecendo interagdes e formando os
compostos de inclusdo moleculares (LOFTSSON et al., 1996; SZETJLI, 1998). No
ambiente aquoso, a formacao desses compostos € facilitada pela remocado das
moléculas de agua do interior da cavidade que contribuem entalpicamente e
entropicamente para a espontaneidade do processo. Isso porque essas moléculas de
agua inicialmente confinadas nao satisfazem completamente o potencial de formagao
de ligagdes de hidrogénio. Quando liberadas, elas passam a fazer ligacbes de
hidrogénio estaveis com as moléculas de agua do meio, produzindo, geralmente,
valores exotérmicos de entalpia (AH < 0). Essas moléculas, por sua vez, ganham
liberdade conformacional e translacional, contribuindo para o aumento da entropia do
processo (BREWSTER & LOFTSSON, 2007; DENADAI et al., 2007; SINGH et al.,
2010).

A formagao dos compostos supramoleculares provoca mudangas significativas
nas propriedades fisico-quimicas das moléculas héspedes uma vez incorporadas a
CD e, por esse motivo, é fundamental a caracterizagao do material obtido, objetivando
confirmar a formagao do complexo e determinar suas propriedades (SINGH et al.,
2010). Grande parte das caracterizagbes dos complexos supramoleculares é
desenvolvida com o emprego de ferramentas espectroscépicas, como por exemplo,
UV-Vis, Infravermelho, Fluorescéncia e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
(MILLER et al., 2007; FRANCO et al., 2009) e métodos térmicos ou termodinamicos
como Analise Termogravimétrica (TGA), Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) e
Calorimetria Isotérmica de Titulacdo (ITC) (DENADAI et al., 2006a; CANNAVA et al.,
2008).

5.3.1 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho (IV)
A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) € uma

técnica analitica que se fundamenta na incidéncia de radiagdo na regidao do

infravermelho em amostra solida. Como a energia envolvida nos modos vibracionais
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das ligagdes é da mesma ordem de grandeza da radiag&o infravermelho, esta técnica
pode ser usada para monitorar as liga¢gdes quimicas dos grupos funcionais.

A espectroscopia de FTIR é uma das principais ferramentas para a
caracterizagdo dos complexos de inclusdo no estado sdélido. Quando moléculas
interagem para formar complexos supramoleculares podem ocorrer alteragées no
momento de dipolo das ligagbes ou grupos funcionais destas moléculas. Essas
alteracbes podem provocar aumento ou reducdo de bandas, restricdo ou
intensificagdo do movimento vibratério que se reflete no espectro de IV, como
deslocamento, redugao ou supressao das bandas (CORTI et al., 2007; AALTONEN et
al., 2008; BARBOSA, 2011; ARRAIS, 2012).

No espectro da BCD (Figura 18), observa-se principalmente a presenca de
bandas de absorgdo em 3393 cm™' (estiramento O-H), 2922 cm™' (estiramento C-H),
uma banda em 1625 cm™' referente a deformagdes O-H de moléculas de agua de
hidratagéo, bandas 1158 cm- (estiramento C-O) e 1029 cm' (estiramento C-O) e 941
cm™' (pode ser atribuido a modos esqueléticos de BCD envolvendo ligagdo o-1,4)
(EGYED, 1990).

As principais bandas presentes no espectro do EEF (Figura 18) sdo 3455, 2992,
2930, 2854, 1745, 1632, 1576, 1382, 1212, 1150, 1035, 883, 847 cm-'. O pico forte e
amplo na faixa de 3000 a 3600 cm™' corresponde a vibragdo de estiramento O-H
devido a ligagado de hidrogénio e no espectro EEF observa-se a banda de absorgéo
em 3455 cm', como caracteristica de compostos fendlicos (NETALA et al., 2016;
HENECZKOWSKI et al., 2001; SAMPAIO et al., 2016). As bandas encontradas em
2992 cm™, 2930 cm™ e 2854 cm™ poderiam ser atribuidas ao modo vibracional
simétrico e assimétrico do estiramento C-H (KORA et al, 2012; SAMPAIO et al., 2016).
O espectro também contém uma banda de estiramento em 1745 cm', que pode ser
atribuida a vibragdo de estiramento C=0. A regi&o espectral entre 1600 e 1700 cm"
admite a absorgao infravermelha de C=C, e pode ser relacionada ao modo vibracional
de estiramento do C=C aromatico de um flavonoide, o que pode ser deduzido pela
banda 1632 cm™' (SAMPAIO et al, 2016). As bandas 1382, 1212, 1150 e 1035 cm’
podem ser atribuidas ao estiramento simétrico do C-O dos grupos carboxilas, grupos
OH alcodlicos e fendlicos (KORA et al., 2012; NETALA et al., 2016).

Pode ser observado nas figuras 18 e 19, em todos os espectros, desvios e
alteracbes de intensidade de varias bandas quando se compara o espectro dos

complexos supramoleculares e os respectivos extratos puros.
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Observa-se que o pico 3455 cm™' (Figura 18) sofreu afinamento no espectro do
EEF/BCD e um deslocamento para 3419 cm-' em EEF/BCD e mistura mecéanica (MM).
A banda 2992 cm' desapareceu enquanto que as bandas a 1745 cm, 1382 cm™' e
1212 cm™' sofreram alargamento e atenuagéo tanto nos espectros do EEF/BCD quanto
da MM. No espectro do fitocomplexo supramolecular a banda 1035 cm™' sofreu
deslocamento para 1028 cm-'. Adicionalmente, observou-se desaparecimento das
bandas a 883 e 847 cm™ tanto para o fitocomplexo supramolecular quanto para a
mistura mecanica. Tais modificagbes sdo indicativos de interagdes intermoleculares,
que podem ser associadas a inclusdo. Além disso, as alteracbes nos espectros da
mistura mecanica mostram que o contato entre as amostras na fase sélida sao

suficientes para se promover as interagoes.

Figura 18 - Espectro de infravermelho do EEF, EEF/BCD, MM e BCD pura
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Legenda: EEF — extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. MM —
Mistura mecanica entre o extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora e a p-ciclodextrina.
BCD - B-ciclodextrina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Para o EER (Figura 19), as principais bandas de absorvancia estao localizadas
a 3429, 2929, 2852, 1738, 1620, 1449, 1047 cm™'. Observam-se bandas de absorgdo
em 3429 cm-! como possivel estiramento O-H de compostos fendlicos (NETALA et al.,
2016; HENECZKOWSKI et al., 2001). A banda 2929 cm-' corresponde ao estiramento
C-H (KORA et al., 2012). A banda 1620 cm' corresponde ao estiramento C=0 (KORA
et al., 2012). As bandas 1449 e 1047 cm™ poderiam ser atribuidos ao estiramento
simétrico do C-O dos grupos carboxilas, grupos OH alcodlicos e fendlicos (NETALA
et al., 2016; KORA et al, 2012).

Figura 19 - Espectro de infravermelho do EER, EER/BCD, MM e BCD pura
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Legenda: EER — extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com p-ciclodextrina. MM —
Mistura mecanica entre o extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora e a p-ciclodextrina.
BCD - B-ciclodextrina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Para o espectro do EER/BCD, o maximo de absorgdo da banda 3429 cm™' sofreu
deslocamento para 3416 cm™ e na MM para 3435 cm™, além de alargamento e

atenuagao no espectro da MM. A banda 1738 cm™! sofreu atenuagédo no espectro da
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EER/BCD e da MM. No espectro da EER/BCD a banda 1620 cm™! sofreu deslocamento
para 1636 cm' e atenuacdo. Observa-se que a banda 1449 cm™' sofreu atenuacio,
alargamento e deslocamento para 1460 cm™ no espectro do EER/BCD e apenas
atenuagdo na MM. A banda 1158 cm™ no espectro EER/BCD corresponde a
sobreposic¢ao do pico da CD referente ao estiramento C-O sobre os sinais dos extratos
nesta regido. A banda 1047 cm™' sofreu deslocamento do maximo de absorgdo para
1031 cm™' no espectro do EER/BCD sendo mais intensa. A MM assemelhou-se ao
extrato puro nesta mesma banda.

Deslocamentos de bandas correspondem a mudangas na energia dos modos
vibracionais, enquanto que diferengcas nas intensidades podem ser atribuidas a
perturbagdes nos momentos de dipolo das ligagdes quimicas de grupos funcionais
envolvidos nas interagées. De modo geral, a insergdo de uma molécula hospede no
interior da cavidade da BCD leva a uma restricdo conformacional, reduzindo a livre
movimentagdo das moléculas encapsuladas, causando ambos os tipos de alteragdes
(NASCIMENTO, 2013; OLIVEIRA et al., 2011).

5.3.2 Estabilidade térmica por analise termogravimétrica (TGA) e analise

térmica diferencial (DTA)

A andlise termogravimétrica (TGA) € uma técnica que consiste no uso de uma
termobalanca, a qual é utilizada para determinar o perfil de perda de massa de um
material em fungdo do aumento de temperatura, sendo, portanto, utilizada para
investigar fendmenos de perda de massa associados a desidratacdo e decomposigao.
Ja a analise térmica diferencial (DTA) € uma técnica que permite determinar o fluxo
de calor decorrente de quaisquer processos fisico-quimicos induzidos pela variagcao
de temperatura, tais como transicoes de fase, além dos processos de desidratagao e
decomposicado. Sendo assim, sdo técnicas complementares, na medida em que os
processos envolvendo perda de massa sdao somente observados na TGA, enquanto
que todos os processos, independente ou ndo da perda de massa, mas por gerarem
fluxo de calor, sdo observados na DTA (MEISEL, 1984; WUNDERLICH, 2001,
HADARUGA et al., 2019). No presente trabalho, os perfis térmicos dos extratos,
fitocomplexos supramoleculares, BCD pura e as respectivas MMs foram avaliados por
TGA (Figura 20) e DTA (Figura 21).
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Para a BCD, a TGA apresentou uma perda de 16 % em massa, na faixa de 60-
100 °C, decorrente da saida de doze moléculas de agua. Apds esta temperatura,
observa-se uma estabilidade térmica até 280 °C, quando se inicia sua decomposic¢ao.
Em seguida, observa-se outra perda de massa a 343 °C, atribuida a uma primeira
decomposicao, seguida de calcinagdo do composto (KOHATA et al., 1993).

Corroborando com os resultados anteriores, na curva DTA é possivel perceber
um pequeno pico endotérmico iniciado a 280 °C, com maximo a 305 °C, atribuido a
fusdo da BCD. Sucessivamente, observam-se picos endotérmicos e exotérmicos,
confirmando que a decomposicdo ocorre por sucessivas etapas envolvendo
reorganizagdo molecular do material sélido. A calcinagao é finalizada a ~ 547 °C,
quando nem a massa normalizada, %m/m,, nem a poténcia térmica variam; gerando
um sinal exotérmico com maximo a 540 °C, levando a uma massa residual de apenas
0,11 %.

Figura 20 - TGAs dos extratos, fitocomplexos supramoleculares, BCD e MMs na

faixa de temperatura entre 0 e 700 °C. A) EEF e EEF/BCD e B) EER e EER/BCD
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Legenda: EEF — extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD — fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. EER —
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com p-ciclodextrina. CD - B-ciclodextrina. MM
- Mistura mecanica entre o extrato etandlico de Plinia cauliflora e a CD.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Figura 21 - DTAs dos extratos, fitocomplexos supramoleculares, BCD e MMs na

faixa de temperatura entre 0 e 800 °C. A) EEF e EEF/BCD e B) EER e EER/BCD
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Legenda: EEF — extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD — fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com (-ciclodextrina. EER —
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com p-ciclodextrina. CD - B-ciclodextrina. MM
— Mistura mecéanica entre o extrato etandlico de Plinia cauliflora e a BCD.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

As curvas TGA e DTA para ambos os extratos foram muito similares, devido a
presencga de alguns componentes semelhantes. Nas TGAs observa-se uma perda de
massa inicial de aproximadamente 2 % entre 28 a 100 °C, demonstrando elevada
estabilidade dos extratos, ja que € comum a perda de pequenas moléculas nesta faixa
de temperatura, conforme observado por Lanna et al., 2016. A partir de ~ 100 °C, onde
ocorreu fusao, inicia-se um acentuado processo de perda de massa em trés etapas,
sendo a primeira de 100 até 180 °C (» 12 %), a segunda de 180 a 490 °C (~ 58 %) e
o ultimo de 490 a 522 °C, quando observou-se um recuo da curva. Este recuo foi
atribuido a uma reducéao de temperatura devido a rapida expansao do material durante
a calcinagao, uma vez que o material foi totalmente queimado ao final do experimento
(LANNA et al., 2016). A calcinagao dos extratos ocorreu com maxima liberagao entre
530 - 550 °C. Nas DTAs, os dois primeiros eventos sido representados por sinais
exotérmicos atenuados enquanto que o ultimo é caracterizado por um intenso sinal
exotérmico.

Na presenca de BCD, a fusdo nao foi observada até aproximadamente 200 °C.

As amostras EEF/BCD e EER/BCD sofreram perda de massa de ~ 6 % entre 30 - 90
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°C, o qual foi atribuida a perda de moléculas de agua referente a desidratagdo das
ciclodextrinas. A decomposicao antes observada para os extratos na faixa de 100 -
180 °C nao foi observado para os fitocomplexos supramoleculares, sugerindo
aumento da estabilidade térmica dos compostos devido as interacdes com a fCD. A
perda de massa de 180 a 270 °C (9 %) foi atribuida ao segundo evento de
decomposigao observado para os extratos, enquanto que as perdas de massa de 271
a 335 °C (43 %) e de 335 a 542 °C foram atribuidas a decomposi¢do mutua dos
componentes do extrato e da BCD.

Na DTA dos fitocomplexos supramoleculares, diferente dos extratos, observa-se
apenas um pico exotérmico associado a decomposi¢do dos compostos, na faixa de
271 a 335 °C, devido as novas interagdes intermoleculares estabelecidas. Esses picos
também ocorrem numa faixa de temperatura diferente do observado para as misturas
mecanicas. Esses dados confirmam a existéncia de novas interagbes, ja que nas
misturas mecanicas, como nao houve contato prévio entre as moléculas na fase
liquida, ndo se espera a formagdo do mesmo padrao de interagdes intermoleculares
do fitocomplexo supramolecular.

Apods ~ 450 °C, um intenso evento exotérmico nas curvas DTA para os extratos
foram observados. No entanto, esses eventos sdo menos intensos nos fitocomplexos
supramoleculares, sugerindo uma alteragdo no mecanismo de decomposi¢cdo dos
componentes do extrato devido a interagdo mutua com a BCD. A curva da mistura
mecéanica mostrou um evento exotérmico significativo, assemelhando-se os extratos,

ja que nenhum sinal exotérmico foi observado para a BCD pura.

54  ANALISE POR CONDUTIVIDADE ELETRICA, FOTOMETRIA DE
ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS) E POTENCIAL ZETA (ZP) DOS
NANOPRECIPITADOS HIDROFOBICOS

Considerando a baixa solubilidade dos componentes do extrato, mesmo na
presenca da BCD, foi realizada a dispersdo dos amostras no meio aquoso, a fim de
melhorar a solubilidade dos compostos, através da producdo de nanoprecipitados
hidrofébicos (NPHs). Os NPHs se formam a partir da dissolugdo inicial dos compostos
em um solvente menos polar que a agua, porém miscivel, como acetona ou

dimetilsulféxido (DMSO), seguida da adigdo dessa solugdo em agua, sob agitagao,
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promovendo a formacgao imediata do nanoprecipitado hidrofébico. As amostras EEF,
EER, EEF/BCD e EER/BCD foram solubilizados em DMSO.

Dessa forma, o efeito da ciclodextrina na formagdo dos nanoprecipitados foi
avaliado por medidas de potencial Zeta e de condutividade elétrica e espalhamento

de luz dindmico (para medida do diametro hidrodinamico).
5.4.1 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica € uma propriedade que mede a capacidade de uma
determinada molécula conduzir corrente elétrica através da movimentagao dos ions
em meio liquido (solugdes eletroliticas). Logo, é considerado um parametro fisico-
quimico utilizado para identificar a presenca de ions em solugdo, assim como para
quantificacdo desses ions. Esse parametro se fundamenta na medida de corrente
elétrica de uma solugao quando se aplicam uma diferencga de potencial alternado entre
duas placas condutoras (OHLWEILER, 1981; LANNA et al., 2016).

A figura 22 mostra valores de condutividade elétrica para as solugbes de EEF
(A) e EER (B) na forma livre e na presenca de BCD (EEF/BCD e EER/BCD).

Figura 22 - Valores da condutividade dos extratos e fitocomplexos supramoleculares
em meio aquoso em fungéo da concentracdo. A) EEF e EEF/BCD B) EER e
EER/BCD
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Legenda: EEF — extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com (-ciclodextrina. EER —
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com p-ciclodextrina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Em ambos os graficos € possivel analisar que ha uma elevagéo dos valores da
condutividade a medida que se aumenta a concentragao dos NPHs no meio, tanto
para os extratos quanto para os fitocomplexos supramoleculares. Esses dados
mostram que os compostos sdo passiveis de ionizagdo no meio, provavelmente
devido as hidroxilas presentes nas estruturas dos fendlicos, flavonoides e taninos, os
quais compdem as amostras em analise.

Além disso, as curvas de condutividade mostram que a taxa de variacdo da
condutividade com a concentragao, dk/dC, € maior as baixas concentragoes,
demonstrando que os componentes apresentam maior tendéncia de ionizagao nessas
condigdes, o que € caracteristico da presencga de eletrdlitos fracos, como é o caso dos
flavonoides e taninos.

Na presenca de BCD, observa-se que os valores de condutividade para os
fitocomplexos supramoleculares foram menores em comparagado aos respectivos
extratos, sugerindo que a complexagcdo dos componentes do extrato com a BCD
comprometeu grupos funcionais ionizaveis, possivelmente pelo estabelecimento de

ligagbes de hidrogénio, reduzindo assim a tendéncia de ionizacao.

5.4.2 Potencial Zeta (PZ)

O potencial Zeta (PZ) € o parametro chave para revelar a estabilidade de
espécies manométricas em suspensao. O PZ indica o grau de forgas repulsivas
eletrostaticas presentes entre nanoparticulas de carga semelhante e adjacentes em
uma dispersao coloidal. Enquanto as medidas de condutividade elétrica s&o sensiveis
a presenca de ions no meio, as medidas de PZ sao sensiveis a presenga de ions na
superficie dos NPHSs.

A intensidade do PZ de uma nanoparticula esta intimamente relacionada com
sua estabilidade coloidal, visto que a repulsao eletrostatica ajuda a evitar coalescéncia
das nanoparticulas (PLAZA et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2014). Para as
nanoparticulas, o alto valor negativo do PZ confere alta dispersibilidade e estabilidade
a longo prazo, com baixa tendéncia de agregacado (NETALA et al., 2016), uma vez
que as particulas carregadas se repelem umas das outras e essa forga supera as
forcas atrativas de Van der Waals (INSTRUTECNICA, 2016; MALVERN, 2005). Do
ponto de vista pratico, tem sido observado que suspensdes com valores de PZ

superiores a + 30 mV ou inferiores a - 30 mV sao estaveis, enquanto que aquelas cujo
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valor se situa entre - 30 mV e + 30 mV sdo mais instaveis e podem flocular
(INSTRUTECNICA, 2016; MALVERN, 2005).

A figura 23 representa os valores do PZ em fungéo da concentragdo. Conforme
observado, os valores de PZ dos extratos e fitocomplexos supramoleculares
apresentaram-se na faixa de 0 a - 30 mV, ou seja, estdo na regido de instabilidade,
com ligeira tendéncia de agregacgéo, especialmente a altas concentracdes, quando a
probabilidade de colisées entre as particulas é maior, favorecendo a agregacao.

Para ambos os fitocomplexos supramoleculares, os valores de PZ foram muito
proximos dos valores dos extratos puros. Contudo, para o EER, os valores de PZ
foram ligeiramente maiores que os valores do seu respectivo fitocomplexo
supramolecular, corroborando com os valores de condutividade, pois uma menor

concentragao de ions no meio é reflexo de um menor grau de ionizagao.

Figura 23 - Distribuigdo dos valores de PZ para os extratos e fitocomplexos

supramoleculares em func¢do da concentracdo. A) EEF e EEF/BCD B) EER e
EER/BCD
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Legenda: EEF — extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com (-ciclodextrina. EER —
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD — fitocomplexo supramolecular do
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com p-ciclodextrina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

5.4.3 Diametro hidrodinamico por DLS - (Dn)

A técnica de espalhamento de luz é utilizada para determinar o tamanho médio

de nanoparticulas em suspensodes liquidas. As particulas sdo submetidas a um feixe
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de luz monocromatico com intensidade de luz espalhada medida a um angulo de 90°.
Particulas maiores se movimentam mais lentamente do que os menores se a
temperatura for a mesma. Entretanto, tal determinagao pode nao ser tao simples, pois
as particulas de uma amostra sdo na maioria das vezes irregulares ou polidispersas,
podendo ainda estar em constante movimento (movimento Browniano) quando
imersas em um fluido dispersante (MALVERN, 2005; MURDOCK et al., 2008).

A esfera é a unica forma geométrica que, dimensionalmente, pode ser definida
apenas por um parametro (o didmetro). Como em sua grande maioria as particulas de
uma amostra ndo possuem essa geometria, ou ainda, € impossivel determinar o real
formato das quais, questiona-se, entdo, como definir a dimenséo de uma particula de
forma irregular (LANNA et al., 2016).

Em sistemas formados apenas por particulas pequenas, a variagdo da
intensidade de luz espalhada é maior, pois se movimentam mais rapidamente e
cruzam a janela do detector mais vezes dentro de um mesmo intervalo de tempo. As
flutuagdes de intensidade resultantes sao utilizadas para calcular o Dn das particulas
do sistema, independente do seu formato, pois elas possuem hipoteticamente o
didmetro de uma esfera de mesmo coeficiente de difusdo D. Portanto, foi utilizada a
equacéo de Stokes-Einstein (DENADAI, 2005; KANTER, 2016):

kgT 3
= — Equacéao 6
6mn(Dp)

Onde, D é o coeficiente de difusao, ks € a constante de Boltzmann, T é a temperatura
absoluta, 7 € a viscosidade dinamica, (Dn) € o didmetro hidrodinamico médio.

A figura 24 mostra valores de Dp para os extratos e fitocomplexos
supramoleculares, onde pode ser observado que tanto as dispersdes obtidas para o
extrato puro quanto para os compostos de inclusao apresentaram estruturas

nanomeétricas em meio aquoso.
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Figura 24 - Distribuicdo de tamanho de particulas em suspensao dos extratos e
fitocomplexos supramoleculares em fungéo da concentragao. A) EEF e EEF/BCD e
B) EER e EER/BCD
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Legenda: EEF — extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD — fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. EER —
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etanolico do ramo de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

No sistema EEF e EEF/BCD foi possivel observar um aumento gradativo do
tamanho das particulas a medida que se aumenta a concentragdo do meio,
corroborando a afirmacédo de que o aumento da concentracdo também aumenta a
probabilidade de contato entre as particulas, logo aumenta a tendéncia de agregacéo.
Embora para o EER e EER/BCD o comportamento nao seja tdo evidente, também
tem-se um aumento do tamanho com a concentragdo. Além disso, para o EER, o
tamanho de particulas é bem maior em comparac¢ao ao EEF, isso se deve ao teor de
moléculas maiores, como os fendis e taninos, nos ramos e, consequentemente, seu
fitocomplexo supramolecular (Tabelas 3 e 5). Desta forma taninos sédo moléculas
estruturalmente maiores, de peso molecular alto, podendo formar uma estrutura
polimérica (Figuras 4 - 7), enquanto que os flavonoides s&o substéncias fendlicas de
baixo peso molecular (SIMOES et al., 1999), os quais compdem em maior quantidade
o extrato da folha.

Como as ciclodextrinas complexam com os componentes dos extratos, novas
interacbes intermoleculares sido estabelecidas e, portanto, € esperado que os
agregados formados tivessem forma e tamanho diferentes. Isso ocorre em virtude da
redugao gradativa da solubilidade dos compostos quando se aumenta a concentragao

e pode ser explicado pelos menores valores de PZ e de condutividade do meio.
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Além disso, o aumento do tamanho de particulas na presenga da BCD pode
corroborar a hipotese de que ha um comprometimento das ligagdes de hidrogénio, ja
que com menores valores de PZ, a coalescéncia e o crescimento delas sao

favorecidos.

5.5  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

No ensaio de DPPH ¢ avaliada a habilidade de sequestrar radicais livres de um
composto antioxidante que esta intimamente associado com a capacidade dessa
substancia em doar atomos de hidrogénio (YANG et al., 2008). A molécula DPPH é
caracterizada como um radical livre estavel devido a conjugacdo dos elétrons
desemparelhados por toda a molécula. Essa deslocalizagdo confere a esta molécula
uma coloragao violeta, capaz de produzir uma banda de absor¢cdo com maxima
préoximo de A =520 nm. Na presenga de uma substancia doadora de hidrogénio, esse
radical € reduzido a difenil-picril-hidrazina (DPPH-H), o qual possui coloragao
amarelada e menor intensidade de absor¢gdo (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006;
KEDARE & SINGH, 2011).

Sabe-se que, quanto maior for o consumo de DPPH pela amostra, maior é sua
atividade antioxidante e menor é o valor da concentragao inibitéria de 50 % (Clso), que
€ a quantidade necessaria da amostra para inibir metade da acdo oxidante do DPPH.
Portanto, pode-se inferir que todas as amostras testadas, exceto CD, mostraram um
resultado promissor quanto a essa atividade. A Clso da BCD foi acima de 250 ug/mL,
0 que entende-se que nao ha inibicdo satisfatéria deste composto (Tabela 6). A
capacidade antioxidante de EEF, EER, EEF/BCD e EER/BCD variaram entre 1,45 +
0,02; 1,43 +0,08; 1,53 + 0,06 e 1,96 £ 0,16 ug/mL respectivamente, ndo apresentando
diferenca significativa entre si, mostrando que para este ensaio os extratos e
fitocomplexos foram equivalente, salvo entre EER e EER/BCD (p < 0,05).

A maioria dos trabalhos sobre atividade antioxidante de jabuticaba concentra-se
nos seus frutos. Leite-Legatti et al. em 2012, por exemplo, encontrou a Clso de
45,38 ug/mL para as cascas de jabuticaba no ensaio de reduc¢do do radical DPPH.
Einbond et al. (2004), trabalhando com extrato metandlico purificado do fruto da

jabuticaba, encontraram um valor para Clso 6,2 £ 0,7 ng/mL no mesmo ensaio.
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O que se sabe sobre a capacidade antioxidante das folhas e ramos € que Souza-
Moreira et al. (2010) avaliaram diferentes extratos polares das folhas de P. cauliflora
e observaram inibigdo acima de 90 % na concentragédo de 250 pug/mL, corroborando
com nossos achados. Ja os ramos apresentaram Clso de 17 ug/mL no estudo de Wang
W.H. et al. (2014). No entanto, nossos resultados se mostraram promissores e iSso
pode estar relacionado a varios fatores, tais como a eficiéncia de extragcédo, a qual
possibilitou extrair altos teores de substancias fendlicas; o periodo de coleta do
material vegetal (sazonalidade); a idade e estagio de desenvolvimento da planta; o
armazenamento do extrato; dentre outros (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; PALUDO
et al., 2019).

O ensaio de reducédo do complexo fosfomolibdénio € um método simples, barato
e eficaz para avaliar a capacidade antioxidante total de uma matriz complexa, como é
0 caso dos extratos obtidos de plantas. Este método possui a vantagem de analisar a
capacidade antioxidante tanto de componentes lipofilicos quanto de hidrofilicos
(PRIETO et al., 1999). A solucéo de fosfomolibdénio preparada apresenta coloragao
amarela e, torna-se verde, a medida que o fosfato de molibdénio sofre reducio. Dessa
forma, a presenca de determinadas substancias com potencial antioxidante reduz o
complexo fosfomolibdénico (BALESTRIN et al., 2008). Os resultados encontrados
neste ensaio confirmam o potencial antioxidante achado no ensaio de DPPH, além de
reforgar que os compostos fendlicos dos extratos possuem um papel importante para
atividade bioldégica (MALAFRONTE et al., 2009).

Os resultados para este ensaio foram expressos em porcentagem relativa
(AAR%) de acido ascorbico, quercetina e rutina, sendo os valores préximos a 100 %
considerados 0s mais promissores, uma vez que aproxima-se da atividade produzida
pelos controles positivos.

Desta forma, nota-se que a porcentagem relativa de rutina, quercetina e acido
ascorbico para EEF/BCD (100,53 + 5,19; 38,30 + 2,15; 20,66 * 1,16; respectivamente)
foi inferior ao encontrado para o EEF (209,18 £ 15,2; 80,44 + 5,84; 44,07 + 3,48,
respectivamente), com diferenga estatistica (p < 0,05). Além disso, a porcentagem
relativa de rutina, quercetina e acido ascoérbico para EER/BCD (105,35 + 9,03; 40,51
* 3,47; 21,86 £ 1,87, respectivamente) também mostrou valores inferiores em relagéo
ao EER (261,74 + 33,50; 97,44 + 12,90; 51,11 £ 5,74, respectivamente) (p < 0,05)

(Tabela 6). Isso se deve, provavelmente, ao curto tempo de reagdo, onde nao foi
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possivel verificar a liberagdo dos componentes dos extratos complexados com BCD
e, portanto, eles permaneceram protegidos através das ligagdes de hidrogénio entre
as hidroxilas dos compostos fendlicos e os atomos de oxigénio presentes no interior
da cavidade da BCD. Logo, essa interagao pode estar diminuindo a possibilidade de
reacao no experimento, uma vez que as hidroxilas fendlicas participam da atividade
antioxidante. Além disso, percebe-se que a porcentagem relativa de rutina e
quercetina para ambos os extratos foi satisfatéria. No entanto, a AAR% para o acido
ascorbico nao foi tdo eficiente, mostrando que a composi¢ao desses extratos possuem
similaridade com os compostos fendlicos quercetina e rutina.

Outra analise antioxidante realizada neste estudo foi o0 método de co-oxidacao
do p-caroteno/acido linoleico. E um método colorimétrico, desenvolvido em
comprimento de onda de 470 nm e baseia-se na descoloragao da emulsao preparada
com B-caroteno e acido linoleico. Este fendbmeno ocorre em funcdo das estruturas
radicalares formadas pela oxidagao lipidica do acido linoleico, que atacam as duplas
ligagbes do B-caroteno, perdendo seu cromoforo, resultando na descoloragdo do
pigmento alaranjado. A presenga de compostos antioxidantes no sistema inibe a
oxidagdo do acido linoleico (peroxidacéo lipidica), consequentemente, inibindo a
formacgao dos radicais livres durante esse processo e preservando a coloragéo do -
caroteno (ALVES et al., 2010; MOON et al., 2009; SUCUPIRA et al., 2012).

As porcentagens de inibicdo dos extratos e fitocomplexos, relativas a
concentragcdo que apresentou maior inibicdo (38,46 ug/mL), apresentadas na tabela
6, foram superiores ao controle positivo rutina (25,2 + 0,90 %) e quercetina (64,43 +
2,40 %) (p < 0,05), exceto EER/BCD que mostrou diferenga em relagdo a quercetina
(p < 0,05). No entanto, nota-se que BCD nao teve inibicdo nesse ensaio uma vez que
mostrou resultado negativo (- 3,04 + 6,33 %). Além disso, EEF (71,47 £ 5,64 %) e EER
(62,50 £ 4,18 %) mostraram inibicdo superior aos respectivos fitocomplexos, EEF/BCD
(561,39 £ 4,40 %) e EER/BCD (45,13 £ 1,11 %) (p < 0,05). Tal comportamento dos
fitocomplexos corrobora com os resultados encontrados nos ensaios anteriores de
atividade antioxidante. A diferenca significativa entre os fitocomplexos e seus
respectivos extratos puros pode ser explicada pela mesma hipétese relatada no
ensaio de redugao do complexo fosfomolibdénio neste estudo.

Embora ndo tenha muitos relatos na literatura sobre a inibicdo da peroxidagao

lipidica para a jabuticaba, Lima et al. (2011) descreveram a inibicdo de



89

aproximadamente 70 % na concentragdo de 1 mg/mL, no mesmo ensaio, para as
cascas do fruto da jabuticaba, em decorréncia da presenga de compostos fendlicos
no extrato dessa parte da planta. No entanto, em nosso estudo, o extrato das folhas
apresentou inibicdo acima de 70 % na concentragdo de 38,46 ug/mL, sendo um
resultado superior e muito promissor.

Além disso, também avaliou-se a eficiéncia antioxidante através dos parametros
F1 e F2, onde F1 fundamenta-se na capacidade de bloqueio da formagao de perdxidos
que ocorre no inicio da reacgao, entre 15 e 45 min, e F2 a capacidade de inibir outras
substancias geradas durante o processo oxidativo (produtos de decomposi¢céo dos
peréxidos), entre 75 e 90 min apds o inicio da reagao (DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006). Segundo Nascimento et al. (2010), para um desempenho antioxidante
satisfatério, os valores de F1 e F2 devem ser menores que 1 e mais proximos de 0.
Portanto, os valores de F1 dos extratos e fitocomplexos mostraram que ambos sao
capazes de bloquear a formagao de radicais peroxidos na fase de propagagao, com
diferencga significativa em relagao a rutina e quercetina (p < 0,05). No entanto, apenas
EEF e EER/BCD apresentaram capacidade em bloquear as outras espécies
radicalares, na fase terminal da peroxidacdo lipidica (F2), diferenciando
estatisticamente dos controles positivos (p < 0,05). No entanto, a fCD mostrou que
nao apresenta boa capacidade para bloquear a producéo de espécies radicalares em

ambas etapas de formacgao (valores proximos de 1).
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Tabela 6 - Avaliagao da atividade antioxidante de rutina, quercetina, EEF, EEF/BCD, EER, EER/BCD e BCD através dos métodos
de inibicdo do radical DPPH, reducédo do complexo fosfomolibdénio e inibigdo do sistema p-caroteno/acido linoleico

Complexo fosfomolibdénio

B-caroteno/acido linoleico (38,46 ug/mL)

Amostras DPPH - Cls,
(ng/mL) % relativa o . . % relativa ac. S s o
quercetina % relativa rutina ascérbico Inibicao (%) F1 F2
Rutina 054+037  ———— e e 252+0,9 0,59 + 0,009 1,63 £ 0,32

Quercetina 0,33+0,12 - e e 64,43 + 2,40 0,57+ 0,07 0,70 £ 0,11

EEF 1,45 £ 0,02 abc 80,44 £ 5,84¢c¢ 209,18 + 15,20 °* 44,07 + 3,48 ¢ 71,47 £ 5,64 2c¢ 0,21 £ 0,008 abce (0,26 + 0,152bc
EEF/BCD 1,53 + 0,06 abc 38,30 £ 2,15¢¢ 100,53 £ 5,19¢¢ 20,66 £ 1,16¢°¢ 51,39 £ 4,403ce 0,42 + 0,06 abce 0,59 £ 0,282

EER 1,43 £ 0,08 abcd 97 44 + 12,90°¢4 261,74 £ 33,50 ¢4 51,11 £ 5,74 ¢4 62,50 + 4,18 acd 0,27 £ 0,01 abe 0,66 £0,122
EER/BCD 1,96 + 0,16 abcd 40,51 + 3,47 °d 105,35 £ 9,03 ¢d 21,86 +1,87¢¢ 45,13 £ 1,11 abed 0,36 £ 0,053bc 0,39 £ 0,08 abc

BCD > 250,002b 10,33 £ 2,51 27,52 £ 6,67 5,57 £ 1,35 - 3,04 £ 6,332b 0,82 + 0,07 2P 0,96 £ 0,04 @

Legenda: EEF - extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia
cauliflora com B-ciclodextrina. EER - extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo supramolecular do extrato etandlico
dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. BCD - B-ciclodextrina. a — Diferenga estatistica em relagado ao controle positivo rutina (p <
0,05). b — Diferencga estatistica em relagéo ao controle positivo quercetina (p < 0,05). ¢ — Diferenga estatistica em relagéo a BCD (p < 0,05). d —
Diferenga estatistica entre as amostras EER e EER/BCD (p < 0,05). e - Diferenga estatistica entre as amostras EEF e EEF/BCD (p < 0,05).
ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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O perfil de decaimento da absorvancia do B-caroteno para o controle negativo
mostrou que houve oxidacdo do acido linoleico, uma vez que percebe-se um
decaimento continuo da curva, enquanto que ambos os extratos e fitocomplexos
foram capazes de inibir a oxidagdo ao longo de 120 minutos, e consequentemente,
preservaram a coloragado do B-caroteno, assemelhando-se a curva de oxidagcdo do
padrdo quercetina (Figura 25). O contrario é observado pelo perfil de decaimento de

BCD (E), que apresentou semelhanga ao controle negativo (100 % oxidagao).

Figura 25 - Graficos do perfil de decaimento da absorvancia do -caroteno (curva de
oxidacao), avaliada em 470 nm, mostrando a preservagao de sua coloragéo ao
longo de 120 minutos de reacgéo na presenca de (A) EEF, (B) EER, (C) EEF/BCD,
(D) EER/BCD e (E) BCD
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Legenda: A) EEF - extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. B) EER - extrato etandlico
dos ramos de Plinia cauliflora. C) EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular do extrato etandlico
das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. D) EER/BCD - fitocomplexo supramolecular
do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com p-ciclodextrina. E) BCD - B-
ciclodextrina. Atividade antioxidante dos extratos e fitocomplexos por meio da inibicao da
peroxidacgéao lipidica e preservagao da coloragao do 3-caroteno ao longo de 120 minutos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Durante o processo de peroxidagao lipidica, os radicais livres produzidos leva a
formacgao de radicais lipidicos, que na presenca de oxigénio molecular formardo o
radical lipidico peroxil (LOO-). Tal radical pode interagir com um atomo de hidrogénio
de outro acido graxo vizinho e formar um segundo radical lipidico, os perdxidos
(LOOH). Esses, por sua vez, sao passiveis de decomposi¢cao e podem favorecer a
producdo de aldeidos, substancias reativas capazes de gerar danos celulares
(YADAV & RAMANA, 2013). Dentre eles, o malondialdeido (MDA) é uma molécula
bastante utilizada como biomarcador da peroxidacédo lipidica (AYALA, MUNOZ &
ARGUELLES, 2014). Portanto, a fim de corroborar com o modelo de peroxidacéo
lipidica através do sistema [-caroteno/acido linoleico, foi realizado o ensaio de
doseamento de MDA, por meio da complexagdo dessa substancia com o acido
tiobarbiturico (TBA), que produz uma coloragéo avermelhada.

Neste ensaio, uma amostra com potencial antioxidante significativo precisa inibir
a produgao de malondialdeido, formada durante a peroxidagao lipidica da carne.
Conforme observado na figura 26, os extratos e fitocomplexos apresentaram potencial
inibicdo a partir do terceiro dia de tratamento de forma significativa (p < 0,05), uma
vez que nos dias zero e um n&o houve diferenga estatistica entre todas as
concentragcdes das amostras e os controles negativos.

Ao fazer uma comparagao entre os extratos e seus respectivos fitocomplexos,
observa-se que o EEF/BCD mostrou melhora na atividade antioxidante diante do EEF,
com diferencga significativa nas concentragdes nominais de extrato de 10 ug/mL nos
dias 3 (p <0,01)e 7 (p < 0,05) e de 20 ug/mL no dia 7 (p < 0,007). No entanto, EER e
EER/BCD né&o diferenciaram significativamente.

A presenca da BCD pode promover o aumento da estabilidade dos componentes
dos extratos uma vez complexados, protegendo-os da oxidagdo no meio reagente.
Consequentemente, eles permanecem mais tempo em contato com o meio sem sofrer
rapida degradacao, melhorando sua atividade biologica. Além disso, essa melhora
pode ser associada também com o aumento da solubilidade e biodisponibilidade dos
compostos apdés o encapsulamento, o que favorece a interacdo dos constituintes
antioxidantes no meio bioldgico. Na literatura € descrito, que as ciclodextrinas sao
capazes de formar complexos de inclusdo com polifendis, aumentando assim a
solubilidade destes compostos (LOFTSSON & DUCHENE et al., 2007).
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Figura 26 - Graficos de reduc¢do da produgédo de malondialdeido na presencga de (A)
EEF, (B) EEF/BCD, (C) EER (D) EER/BCD (E) BCD e (F) rutina, nas concentragdes

nominais de extrato 10; 20 e 40 ug/mL
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Legenda: (A) EEF - extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. (B) EEF/BCD -
fitocomplexo supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com -
ciclodextrina. (C) EER - extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. (D) EER/BCD -
fitocomplexo supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com f3-
ciclodextrina. (E) BCD - B-ciclodextrina. (F) Rutina (controle positivo). CN H,O — Controle
negativo com agua. CN MeOH - Controle negativo com metanol. Atividade antioxidante dos
extratos e fitocomplexos por meio da inibicdo da formacao de malondialdeido. a — Diferenca
estatistica em relagdo ao CN MeOH (p < 0,05). b — Diferenca estatistica em relagédo ao CN
H20 (p < 0,05). c - Diferencga estatistica entre as concentragdes 10 e 20 ug/mL (p < 0,05). d -
Diferenca estatistica entre as concentragdes 10 e 40 ug/mL (p < 0,05). e - Diferenca estatistica
entre as concentragdes 20 e 40 pug/mL (p < 0,05). ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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5.6 VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO

Sabe-se que alguns dos farmacos anti-inflamatérios disponiveis no mercado,
como os anti-inflamatérios esteoidais (AIEs) e nao-esteroidais (AINEs), podem
aumentar o risco de complicagdes gastrointestinais e cardiovasculares devido a seus
efeitos citotdxicos, principalmente durante o seu uso a longo prazo (SOSTRES et al.,
2010). Os glicocorticoides, por exemplo, € a principal classe de farmacos utilizada no
tratamento de inflamacdo de pele. Eles sdo capazes de alcancar facilmente a
circulagdo sistémica, causando efeitos adversos graves que prejudicam o
metabolismo dos lipideos e carboidratos, podendo afetar os érgdos relacionados ao
sistema imunoldgico, além dos olhos, coragdo, musculos, 0ssos e a propria pele
(POETKER & REH, 2010; SARNES et al., 2011, RANG et al., 2012).

Diante disso, a descoberta de novas substancias bioativas que possuem
potencial atividade anti-inflamatéria, que ndo apresentam ou tenham baixa toxicidade
as células do organismo humano é de grande relevancia. Portanto, para investigar
essa atividade foi avaliada a viabilidade celular das amostras em células J774.A1,
através do ensaio de reducdo do MTT, que possibilita analisar a sobrevivéncia e
proliferacdo celular. O MTT é reduzido a formazan por todas as células
metabolicamente ativas vivas, mas ndo por células mortas ou eritrocitos (MOSMANN,
1983). O percentual de viabilidade aceitavel é determinado de acordo com o Orgéo
Internacional de Padronizagéo (International Standard Organization) (1ISO10993-5,
2009), o qual estabelece que na investigacao de citotoxicidade de substancias in vitro
a viabilidade celular ndo deve ser reduzida para valores inferiores a 70 %.

As concentracbes das amostras utilizadas a partir deste teste em diante foram
escolhidas de acordo com as concentragdes utilizadas nos testes antioxidantes, a fim
de verificar se tais concentracbes produzem resultados promissores tdo quanto das
analises anteriores.

Na figura 27, observa-se que a viabilidade celular foi satisfatéria para todas as
amostras nas concentragdes de 125; 62,5 e 31,25 ug/mL, uma vez que apresentaram
valores acima de 70 %. No entanto, EEF (A) e EEF/BCD (C) reduziram
significativamente a viabilidade celular na maior concentragéo (p < 0,05), mostrando

uma proliferagao celular de 20 e 29 %, respectivamente.
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Figura 27 - Avaliagao do perfil de viabilidade celular de (A) EEF, (B) EER, (C)
EEF/BCD, (D) EER/BCD e (E) BCD em macrofagos da linhagem J774A.1, nas

concentragdes nominais de extrato 250; 125; 62,5 e 31,25 ug/mL
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Legenda: (A) EEF - extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. (B) EER - extrato etandlico
dos ramos de Plinia cauliflora. (C) EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular do extrato
etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. (D) EER/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. (E)
BCD - B-ciclodextrina. Células cultivadas apenas com meio de cultura DMEM e sem
tratamento. Células cultivadas com meio de cultura DMEM tratadas com DMSO a 0,5 %.
Células tratadas com diferentes concentracdes dos extratos de Plinia cauliflora, seus
respectivos fitocomplexos e BCD. a - Diferenga estatistica em relagdo aos controles tratados
com o meio (p < 0,05). b - Diferenca estatistica em relagdo aos controles tratados com DMSO
a 0,5 % (p < 0,05). c - Diferenga estatistica em relagdo a concentragdo de 250 ug/mL (p <
0,05). d - Diferenca estatistica em relacdo a concentragao de 125 ug/mL (p < 0,05). e -
Diferenca estatistica entre as concentragdes de 62,5 e 31,25 ug/mL (p < 0,05). f - Diferenca
estatistica entre as concentracdes de 125 e 31,25 ug/mL (p < 0,05). ANOVA seguido de teste
de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Uma analise comparativa entre os extratos e seus respectivos fitocomplexos
revelou que nas concentracbes de 250 e 125 pug/mL o EEF/BCD diferenciou
significativamente em relagcdo ao EEF (p < 0,05), nas mesmas concentragdes,
comprovando que houve melhora significativa na viabilidade quando o extrato esta
complexado em ciclodextrina, contribuindo para a diminuigdo do potencial toxicoldgico
do extrato.

De acordo com a ISO10993-5 (2009), o ensaio de citotoxicidade in vitro é o
primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em
dispositivos biomédicos e somente apds comprovada sua nao toxicidade é que os
estudos biolégicos com o material pode ser continuado, assim como 0s ensaios com
animais de laboratério. Logo, podemos inferir que as concentragdes testadas nesse
ensaio sdo seguras, pois ndo apresentaram citotoxicidade para as células, exceto a
maior concentragao para EEF e EEF/BCD.

No estudo de Souza-Moreira et al. (2011) o extrato das folhas apresentou maior
citotoxicidade quando comparado ao extrato dos frutos de P. cauliflora, argumentando
que esse efeito se deve aos maiores teores dos acidos galico e elagico e derivados
de flavonoides nas folhas do que nos frutos, os quais séo relatados por apresentar
efeitos citotéxicos (ISHIHARA & SAKAGAMI, 2003; PLOCHMANN et al. 2007).

Nas dultimas décadas, o impacto de produtos naturais no processo de
desenvolvimento de novos compostos (farmaco, aditivo alimentar, ou inseticida) é
inquestionavel, devido a diversidade de seus constituintes, a possibilidade de
emprega-los como fitofarmacos e por proporcionarem grandes chances de se obterem
moléculas protétipos (CUENDET & PEZZUTO, 2008). Dessa forma, os fitocomplexos
supramoleculares apresentam grande potencial diante das atividades bioldgicas, pois
de acordo com os resultados in vitro, eles sdo seguros para serem testados em
ensaios in vivo, podendo melhorar a biodisponibilidade dos componentes dos extratos
e, consequentemente, sua atividade biologica.

A producido de radicais livres esta estreitamente relacionada ao processo
inflamatdrio, visto que sdo produzidas por células do sistema imune que possuem
participagdo ativa no surgimento da inflamacgdo. Essas espécies reativas de oxigénio
(EROs) produzidas pelas células do sistema imunoldgico sdo mediadores cruciais da
inflamacao, podendo causar lesdes celulares e agravamento do processo que se
iniciou (CONNER & GRISHAM, 1996).
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Sabe-se que o oxido nitrico (NO) é uma molécula importante no processo
inflamatorio. Este radical é capaz de ativar as enzimas ciclo-oxigenase 1 e 2 (COX-1
e COX-2), que aumentam os niveis de prostaglandinas, agravando ainda mais o
processo inflamatério. Os macréfagos M1 (classicamente ativado) adquirem esse
perfil em resposta a moléculas proé-inflamatdrias presentes no organismo e apos
polarizag&o, tornam-se células com grande capacidade de produgéo e liberagdo de
citocinas inflamatérias, EROs e NO (FANG et al., 2015).

Simultaneamente ao ensaio de viabilidade celular, foi avaliada a atividade anti-
inflamatdria in vitro pela dosagem indireta de NO em sobrenadante de macréfagos
J774A.1, os quais foram previamente tratados com as amostras (EEF, EER,
EEF/BCD, EER/BCD e BCD) nas mesmas concentracdes do teste de viabilidade
celular, exceto a concentragdo de 250 ug/mL, que foi descartada, pois apresentou
proliferagdo celular abaixo de 70 % para o extrato e fitocomplexo das folhas (Figura
28).

Todas as amostras, exceto BCD, foram capazes de reduzir significativamente (p
< 0,05) a concentragdao de NO nas trés concentragbes avaliadas. No entanto,
EEF/BCD apresentou menor inibicdo da producdo de NO, uma vez que a
concentracdo de NO foi maior em relacdo ao EEF na concentragdo de 62,5 ug/mL,
enquanto que EER/BCD foi inferior ao EER na concentragao de 125 ug/mL (p < 0,05).
Pouco se sabe sobre esse comportamento dos fitocomplexos, para isso mais analises
seriam necessarias. A BCD n&o foi capaz de inibir NO, assemelhando-se ao controle
negativo (células nao tratadas).

Em geral, esses resultados mostram que as amostras possuem constituintes
capazes de reduzir a produgdo de mediadores inflamatérios, como o NO,
corroborando com a atividade antioxidante realizada neste estudo, visto que se trata

de uma espécie reativa.
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Figura 28 - Atividade anti-inflamatéria in vitro por meio da redugéo da producao de
oxido de nitrico (NO) na presencga de EEF, EER, EEF/BCD, EER/BCD e BCD, nas

concentragdes nominais de extrato 125; 62,5 e 31,25 ug/mL
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Legenda: EEF - extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. EER -
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD — fitocomplexo supramolecular do
extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. BCD - B-ciclodextrina.
Células cultivadas apenas com meio de cultura DMEM e sem tratamento. Células nao tratadas
e estimuladas com LPS e IFN-y. Células estimuladas e tratadas apenas com DMSO a 0,5 %.
Células tratadas com diferentes concentragcdes dos extratos de Plinia cauliflora, seus
respectivos fitocomplexos e BCD. a - Diferenca estatistica em relagao as células nao tratadas
e estimuladas com IFN-y + LPS (p < 0,05). b - Diferencga estatistica em relagéo a BCD (p <
0,05). c - Diferenca estatistica em relagédo as células n&o estimuladas e tratadas com DMSO
a 0,5 % (p < 0,05). ANOVA seguindo teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

5.7  ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

O estudo da atividade anti-inflamatdria in vivo de formulagdes nanoencapsuladas
de extratos vegetais € tdo necessario para a descoberta de novos farmacos quanto
fundamental para comprovacéao da eficacia de produtos naturais bioativos, pois sabe-
se que o uso tradicional ndo é suficiente para validar eticamente nenhuma planta

medicinal como um medicamento seguro e eficaz e, portanto, langamos méo das
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vantagens promovidas pela complexagdo do extrato vegetal com sistemas
supramoleculares (QUINTANS et al., 2013; LANNA et al., 2016).

O modelo de edema de orelha induzido pelo 6leo de créton ou por outros agentes
flogisticos permite avaliar a atividade anti-inflamatéria em nivel de pele, de extratos
vegetais ou substancias isoladas, quando administrados topicamente ou mesmo de
maneira sistémica. Embora ja existam varios modelos de inflamag¢&o desenvolvidos,
o edema de orelha apresenta algumas vantagens interessantes, por ser um método
rapido, simples, que requer pouca quantidade de amostra, além de fornecer
resultados bastante reprodutiveis, com baixa probabilidade de erros (GABOR, 2003;
PINTO et al., 2012).

O dleo de créton, utilizado nesse estudo, contém o 12-o-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) e outros ésteres de forbol, responsaveis por seu efeito irritante. O TPA
€ ativador da proteina quinase C (PKC) que, por sua vez, ativa proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPK) e enzima fosfolipase A2 (PLA2), a qual favorece a
liberacao do fator de ativagao plaquetaria (PAF) e do acido araquiddnico (AA). Esses
mecanismos induzem o aumento da permeabilidade vascular, vasodilatagao,
migragdo leucocitaria, liberacdo de histamina e serotonina, e produgdo de
eicosanoides sintetizados pelas enzimas ciclo-oxigenase (COX) e 5-lipoxigenase (5-
LPOX) (SARAIVA et al., 2011; PINTO et al., 2012).

Com o intuito de comparar a eficiéncia de encapsulagao e a melhora na absorgao
dos componentes presentes nos extratos quando complexados com ciclodextrina,
foram realizados dois tratamentos idénticos, porém em periodo de tempo distintos, um
de 4 horas e outro de 6 horas. As concentracbes nominais de extrato, 6,25; 12,5 e
25,0 mg/mL, foram escolhidas de acordo com o protocolo utilizado no laboratério, apos
levantamento de dados na literatura.

Analisando os graficos de diferenga de massa entre as orelhas no tratamento de
6 horas (Figura 29) percebe-se que a aplicagao topica do dleo de créton na orelha dos
camundongos sem tratamento (controle negativo) promoveu um aumento significativo
da massa da orelha e, quando tratadas com dexametasona (controle positivo),
extratos e fitocomplexos, observou-se diferentes reducées da massa da orelha para
cada concentracao testada. O edema formado na presencga de BCD pura reproduziu

o resultado encontrado para o CN.
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Figura 29 - Atividade anti-inflamatéria in vivo apds 6 horas de tratamento. Diferencga
de massa entre as orelhas tratadas com os extratos, fitocomplexos
supramoleculares, BCD e dexametasona, nas concentragdes nominais de extrato
6,25; 12,5 e 25,0 mg/mL

15+ 15-
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oV NV P
—_ —
EER/BCD EEF EEF/BCD

Legenda: (A) EER - extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD — fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. (B)
EEF - extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular
do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. BCD - B-ciclodextrina
25,0 mg/mL. CN — Controle negativo (veiculo). Dexa — dexametasona (controle positivo) 5
mg/mL. Diferenca de massa entre as orelhas edematosas, induzidas por 6leo de créton, apos
tratamento das amostras nas concentracdes de 6,25; 12,5 e 25,0 mg/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

O efeito anti-inflamatoério dos extratos e fitocomplexos supramoleculares foram
semelhantes apos a sexta hora do desafio com o0 mesmo agente flogistico, sendo que
a concentracédo de 12,5 mg/mL apresentou maior inibicdo do edema para os ramos,
enquanto que para as folhas a concentragao de 25,0 mg/mL foi superior, com mesma
eficiéncia da dexametasona (p < 0,05) (Tabela 7).

O edema foi significativamente reduzido pela aplicacédo topica de todas as
amostras nas trés concentragdes analisadas. O EER nas concentracdes 6,25 e 25,0
mg/mL e EEF 6,25 mg/mL diferenciaram estatisticamente da dexametasona (p <
0,05). No entanto, para EER/BCD e EEF/BCD, apenas a concentracédo 6,25 mg/mL
teve diferenca significativa em relagao a dexametasona. Isso mostra que na presenca
de BCD houve uma melhora na atividade do EER na concentragao 25,0 mg/mL, uma

vez que nao mostrou diferenga significativa em relagdo a dexametasona.
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Tabela 7 - Porcentagem de inibigdo do edema apos tratamento de 6 horas com os
extratos, fitocomplexos supramoleculares e dexametasona. Os valores da massa do
edema (mg) correspondem a média + desvio padrao. As medidas diferem em
relagdo ao controle negativo (acetona) apds analise de ANOVA seguida do teste
Bonferroni (p < 0,05)

ancentragao Massa do edema % Inibi¢ao do
Grupo nominal de extrato
(mg) edema
(mg/mL)
CN - 9,05+ 2,77 0
Dexametasona 5,00 0,55+0,42 93,9

6,25 5,81+2,84 35,72
EER 12,5 1,40+ 0,78 84,50
25,0 3,70 £ 0,81 59,1 a¢
6,25 7,23 £0.89 20,12
EERBCD 12,5 1,00 + 0,81 89,0bc
25,0 2,90 £ 0,08 68,0 ©
6,25 6,71+ 2,95 25,82
EEF 12,5 1,85+ 1,80 79,54
25,0 1,37 £ 0,97 84,8 de
6,25 6,78 £ 2,50 25,02
EEFBCD 12,5 1,80 + 1,85 80,149
25,0 1,30 £ 1,26 85,6 9¢

Legenda: EER - extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. EEF -
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. BCD - B-ciclodextrina. CN
— orelha tratada somente com acetona (controle negativo). Efeito dos extratos e fitocomplexos
supramoleculares sobre o edema de orelha induzido por 6leo de créton apds 6 horas de
tratamento. a - Diferenca estatistica em relacdo a dexametasona (p < 0,05). b - Diferenca
estatistica em relagdo a EER 6,25 mg/mL (p < 0,05). ¢ - Diferenca estatistica em relacao a
EER/BCD 6,25 mg/mL (p < 0,05). d - Diferenca estatistica em relacao a EEF 6,25 mg/mL (p <
0,05). e - Diferenca estatistica em relacdo a EEF/BCD 6,25 mg/mL (p < 0,05). ANOVA seguido
de teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Os experimentos foram feitos considerando também 4 horas de tratamento.
Neste caso, foi possivel verificar a ocorréncia do processo edematoso nas orelhas dos
camundongos, utilizando o mesmo agente flogistico do desafio anterior. No grafico da
figura 30, percebeu-se que a BCD apresentou resposta ao edema equivalente ao CN,
mostrando que nao houve atividade anti-inflamatéria. Em contrapartida, os extratos e

fitocomplexos reproduziram uma atividade biolégica significativa.
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A capacidade de reducao do edema foi maior para os fitocomplexos do que para
os extratos livres, nas concentragdes 12,5 e 25,0 mg/mL, uma vez que os valores das

médias foram nitidamente menores nos graficos da figura 30.

Figura 30 - Atividade anti-inflamatéria in vivo apds 4 horas de tratamento. Diferencga
de massa entre as orelhas tratadas com os extratos, fitocomplexos
supramoleculares, BCD e dexametasona, nas concentragdes nominais de extrato
6,25; 12,5 e 25,0 mg/mL
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Legenda: (A) EER - extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD — fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. (B)
EEF - extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular
do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. BCD - B-ciclodextrina
25,0 mg/mL. CN — Controle negativo (veiculo). Dexa — dexametasona (controle positivo) 5
mg/mL. Diferenga de massa entre as orelhas edematosas, induzidas por éleo de créton, apos
tratamento das amostras nas concentracgdes de 6,25; 12,5 e 25,0 mg/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Novamente, o efeito anti-inflamatorio dos extratos e fitocomplexos foi melhor
para a concentragao de 12,5 mg/mL, ndo havendo diferenga estatistica significativa
entre o controle positivo (p < 0,05) (Tabela 8), enquanto que a concentracdo de 25
mg/mL foi menos efetiva, diferenciando estatisticamente da dexametasona. Tal
comportamento pode estar relacionado com a tendéncia de agregacéo dos compostos
quimicos a medida que se aumenta a concentragdo, como percebido nas figuras 23 e
24, dificultando a interagdo no meio biolégico e resultando um baixo efeito anti-

inflamatoério.
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Tabela 8 - Porcentagem de inibigdo do edema apds tratamento de 4 horas com os
extratos, fitocomplexos supramoleculares e dexametasona. Os valores da massa do
edema (mg) correspondem a média + desvio padrao. As medidas diferem em
relagdo ao controle negativo (acetona) apds analise de ANOVA seguida do teste
Bonferroni (p < 0,05)

ancentragao Massa do edema % Inibi¢ao do
Grupo nominal de extrato
(mg) edema
(mg/mL)
CN - 9,225 + 1,43 0
Dexametasona 5,00 0,45+0,48 95,1
6,25 3,50+ 0,32 62,1 ab
EER 12,5 2,47 + 1,30 73,3
25,0 4,20+ 1,42 54,5 2b
6,25 3,30 £ 1.65 64,2 @
EERBCD 12,5 0,57 £ 0,40 93,9
25,0 2,17 £ 0,60 76,5
6,25 2,67 £ 0,81 71,13cde
EEF 12,5 1,70 + 0,46 81,6 °°
25,0 4,73 0,71 48,7 24
6,25 2,47 + 0,21 73,3acde
EEFBCD 12,5 0,60 + 0,50 93,5¢¢
25,0 4,50+ 0,70 51,2 ad

Legenda: EER - extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. EEF -
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. BCD - B-ciclodextrina. CN
— orelha tratada somente com acetona (controle negativo). Efeito dos extratos e fitocomplexos
supramoleculares sobre o edema de orelha induzido por 6leo de créton apds 4 horas de
tratamento. a - Diferenca estatistica em relacdo a dexametasona (p < 0,05). b - Diferenca
estatistica em relagdo a EER/BCD 12,5 mg/mL (p < 0,05). c - Diferenca estatistica em relacao
a EEF 25,0 mg/mL (p < 0,05). d - Diferenca estatistica em relacdo a EEF/BCD 12,5 mg/mL (p
< 0,05). e - Diferenga estatistica em relacdo a EEF/BCD 25,0 mg/mL (p < 0,05). ANOVA
seguido de teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Uma analise comparativa entre os tratamentos de 4 e 6 horas mostrou que os
fitocomplexos apresentaram uma melhora na atividade anti-inflamatéria diante dos
extratos livres no desafio de 4 horas, reproduzindo uma resposta mais rapida, visto
que a porcentagem de inibicdo do edema para os extratos na concentragéo de 12,5

mg/mL, foi de 73,3 % (EER) e 81,6 % (EEF), enquanto que os fitocomplexos EER/BCD

e EEF/BCD inibiram 93,9 e 93,5 % respectivamente, na mesma concentragao (Tabela
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8). Acredita-se que, na presenga de BCD houve uma melhora da taxa de permeagao
dos componentes dos extratos na pele dentro deste intervalo de tempo e,
consequentemente, o aumento da absor¢cdao em relacdo aos extratos livres, que
precisam de mais tempo em contato com a pele para produzir uma resposta
equivalente ao fitocomplexo. Acredita-se ainda que, para 6 horas, as diferencas entre
os fitocomplexos e extratos puros ndo sejam tao expressivas, pois foi dado tempo

suficiente para que os componentes sofressem permeacao até o tecido atingido.

5.8  ANALISE HISTOPATOLOGICA

Ainda com a finalidade de confirmar e compreender melhor o efeito anti-
inflamatdrio dos extratos e fitocomplexos através do modelo de edema de orelha
induzido pela aplicagéo do 6leo de croton no desafio de 6 horas, foram realizadas as
analises histolégicas de parametros morfolégicos da inflamagdo. As Ilaminas
histolégicas foram coradas com hematoxilina-eosina para avaligdo geral da area
edematosa, bem como da presenca da vasodilatacdo e de infiltracdo leucocitaria.
Além disso, foi realizado a medida da espessura das orelhas por microscopio de trés
regides distintas do corte, base, centro e ponta, no aumento de 10x com escala de
100 um.

O processo inflamatério no grupo veiculo (CN) (Figura 31 (A)) foi
consideravelmente mais acentuado, com intenso edema em relacdo as outras
amostras, sendo que BCD (Figura 31 (B)) apresentou um comportamento equivalente.
A aplicagdo do 6leo de croton produziu um aumento acentuado da espessura da
orelha, visivelmente no fragmento do CN (Figura 31 (A)), acompanhado pela ruptura
do tecido conjuntivo, com desorganizacédo das fibras da matriz extracelular, sendo

também relatado por Pinto et al. (2012) e Lanna et al. (2016).
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Figura 31 - Fotomicrografia de se¢des transversais de tecido da orelha de
camundongos submetidos a aplicagéo de 6leo de créton e tratamento tépico por 6
horas com EEF, EEF/BCD, EER, EER/BCD, BCD e dexametasona

190 um 100 pm
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Legenda: Cortes histolégicos de orelhas de camundongos corados com hematoxilina-eosina
(aumento de 10x, escala de 100 um) regido central. (A) Controle veiculo (acetona); (B) B-
ciclodextrina; (C) Dexametasona 5,0 mg/mL; (D1) EEF/BCD 6,25 mg/mL; (D2) EEF/BCD 12,5
mg/mL; (D3) EEF/BCD 25,0 mg/mL; (E1) EER/BCD 6,25 mg/mL; (E2) EER/BCD 12,5 mg/mL;
(E3) EER/BCD 25,0 mg/mL; (F1) EEF 6,25 mg/mL; (F2) EEF 12,5 mg/mL; (F3) EEF 25,0
mg/mL; (G1) EER 6,25 mg/mL; (G2) EER 12,5 mg/mL; (G3) EER 25,0 mg/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Analisando ainda a intensidade do edema, bem como a integridade das orelhas

nas imagens acima, observa-se que no tratamento tépico com a maior concentragao
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(25,0 mg/mL), tanto para os extratos livres quanto para os extratos encapsulados, os
fragmentos estdo mais integros e com menor espessura em comparagdo a menor
concentragao de cada amostra, embora apenas EEF e EEF/BCD apresentaram maior
inibicdo nesta concentragao, conforme tabela 7.

Ao comparar a espessura do edema em cada regiao do fragmento das orelhas
(base, centro e ponta) é possivel perceber que o edema é mais intenso na regido
central e menos na base e ponta. Isso se deve a maior vascularizagdo da regiéo e,
portanto, maior extravasamento de liquido e infiltrag&o leucocitaria (Figura 32). Além
disso, provavelmente, foi a regido que teve maior exposigcado ao agente flogistico, uma
vez que a aplicagao é feita no meio da orelha do animal, e por se tratar de uma solugéo

liquida, espalha-se ao redor da area aplicada.

Figura 32 - Regiao central do corte histologico de orelha de camundongo corados

com azul de toluidina, aumento de 100x, com evidéncia de infiltracdo leucocitaria

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Em relagéo a aplicagéo das amostras no tratamento de 6 horas, podemos notar
que os extratos e fitocomplexos, em todas as concentragdes, mostraram diferencga
significativa em relacdo ao CN e BCD (p < 0,05) em todas regibes, exceto na
concentragédo de 6,25 mg/mL para EER/BCD na regido da base (Figura 33). Além
disso, na regido da base nota-se que as concentragdes de 12,5 e 25,0 mg/mL para
EEF e EEF/BCD tiveram semelhanga entre si nas medidas das espessuras das

orelhas e foram visivelmente menores em relacédo a concentragdo de 6,25 mg/mL,
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exibindo correlagdo com os resultados encontrados na diferenga de massa entre as
orelhas (Figura 29). No entanto, a concentracédo de 12,5 mg/mL para EER/BCD
mostrou menor espessura em relagao as concentragdes de 6,25 mg/mL (p < 0,05) e
25,0 mg/mL, enquanto que para EER n&o houve diferenga significativa entre as

concentracdes.

Figura 33 - Espessura da regido da base das orelhas submetidas a aplicagéo de
Oleo de croton e tratadas com as amostras (A) EER, (B) EER/BCD, (C) EEF, (D)
EEF/BCD, BCD, dexametasona e veiculo (CN)
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Legenda: EER - extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. EEF -
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. BCD - B-ciclodextrina. CN
— orelha tratada somente com veiculo (acetona). DEXA — dexametasona. a - Diferenga
estatistica em relagdo ao CN (p < 0,05). b - Diferenca estatistica em relagéo a BCD (p < 0,05).
¢ - Diferenca estatistica em relacdo a dexametasona (p < 0,05). d - Diferenca estatistica em
relacédo a EER/BCD 6,25 mg/mL (p < 0,05). ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Na regido central do corte histolégico (Figura 34), também observa-se que todas

as concentragdes dos extratos e fitocomplexos apresentaram diferenca estatistica em
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relacdo ao CN e BCD (p < 0,05). A espessura do edema para o grupo do CN foi maior
nesta regido e, portanto, a inibicdo do edema pelas amostras testadas foi mais
evidente, mostrando que todas as concentragdes foram eficazes e equivalentes a
dexametasona (p < 0,05). Além disso, os extratos e fitocomplexos nao diferenciaram
significativamente entre si, quando comparados nas mesmas concentracbes nominal

de extrato, sendo que até a menor concentracéo foi efetiva.

Figura 34 - Espessura da regido central das orelhas submetidas a aplicagao de dleo
de croton e tratadas com as amostras (A) EER, (B) EER/BCD, (C) EEF, (D)
EEF/BCD, BCD, dexametasona e veiculo (CN)
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Legenda: EER - extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. EEF -
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. BCD - B-ciclodextrina. CN
— orelha tratada somente com veiculo (acetona). DEXA — dexametasona. a - Diferenca
estatistica em relagdo ao CN (p < 0,05). b - Diferenca estatistica em relagéo a BCD (p < 0,05).
c - Diferenca estatistica em relacdo a dexametasona (p < 0,05). ANOVA seguido de teste de
Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



110

Na regido da ponta (Figura 35) também nota-se a intensidade do edema através
da espessura da orelha com aplicagao do agente flogistico e da BCD pura. Além disso,
percebe-se a atividade anti-edematogénica produzida pelos extratos e fitocomplexos
em todas as concentragdes. Embora ndo seja evidente a diferenga de espessura entre
as concentragdes correspondentes das amostras, EER 6,25 mg/mL foi diferente
estatisticamente de dexametasona, enquanto que EER/BCD 6,25 mg/mL ndo mostrou

diferenca, ressaltando mais uma vez que o encapsulamento foi favoravel.

Figura 35 - Espessura da regido da ponta das orelhas submetidas a aplicagéo de
oleo de croton e tratadas com as amostras (A) EER, (B) EER/BCD, (C) EEF, (D)
EEF/BCD, BCD, dexametasona e veiculo (CN)
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Legenda: EER - extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD - fitocomplexo
supramolecular do extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. EEF -
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD - fitocomplexo supramolecular do
extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora com B-ciclodextrina. BCD - B-ciclodextrina. CN
— orelha tratada somente com veiculo (acetona). DEXA — dexametasona. a - Diferenca
estatistica em relagcdo ao CN (p < 0,05). b - Diferenca estatistica em relagéo a CD (p < 0,05).
c - Diferenca estatistica em relacdo a dexametasona (p < 0,05). ANOVA seguido de teste de
Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Em uma analise geral, os resultados da atividade anti-inflamatoria a partir do
modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton mostraram que, na resposta
inflamatdria aguda, ambos extratos e fitocomplexos supramoleculares foram capazes
de inibir o edema, no entanto, ainda nao é possivel sugerir um mecanismo de agao
para tal inibicdo. Logo, trabalhos futuros visam dar continuidade a este estudo.

Uma vez que a aplicagdo topica do o6leo de créton, que possui em sua
composi¢cao o TPA, em camundongos induz um estresse oxidativo e/ou producgéo de
espécies reativas de oxigénio, inflamagao cuténea e, posteriormente, é observado a
hiperplasia epiderminal (RAHMAN et al., 2008), ndo foi possivel verificar todos os
parametros morfométricos que evidenciam a presenga de um processo inflamatorio
agudo, como a vasodilatagdo, aumento da espessura da derme, desorganizagao das
fibras da matriz extracelular e infiltragdo leucocitaria. Para isso, seria necessario
coletar fotomicrografia dos cortes de todas as amostras em maior aumento (40; 100 e
200 x), verificar o didmetro dos vasos, medir o aumento da espessura da derme e
fazer a contagem de leucdcitos polimorfonucleares. Logo, maiores conclusées serao
feitas em trabalhos posteriormente.

Apesar da eficacia dos glicocorticoides na terapia da inflamagéo, como a propria
dexametasona, uma série de efeitos adversos associados a esses farmacos sdo muito
comuns e bem documentados, sobretudo no uso prolongado. Alternativas para
contornar tais efeitos estdo sendo intensivamente pesquisados pelos cientistas, dentre
eles o uso de produtos naturais bioativos tem ganhado importancia, devido a grande
diversidade estrutural e alta eficacia terapéutica (CUENDET & PEZZUTO, 2008). Além
disso, o encapsulamento molecular tem sido vantajoso em formulagdes atuais com
intuito de melhorar da farmacocinética, proporcionar a vetorizagdo das moléculas nos
tecidos especificos e diminuir os efeitos adversos (KREUTER, 1994; MOYA-ORTEGA
et al., 2012).

Considerando que o extrato, na sua grande maioria, possui um valor comercial
bem inferior ao de um medicamento alopatico (SANTOS et al., 2011; SHARMA et al.,
2018), uma reducdo do edema acima de 80 %, com significAncia estatistica,
representa uma grande vantagem diante dos anti-inflamatorios convencionais
disponiveis. Além disso, trata-se de uma pré-formulagdo de extratos vegetais
incorporados em ciclodextrina que melhora a biodisponibilidade das substancias na

pele e, portanto, possui alto potencial terapéutico no tratamento da inflamacao de pele.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho nos conduziu as seguintes conclusdes:

v' Através do doseamento de fendis totais, flavonoides e taninos, foi possivel
verificar que o EEF apresentou maior teor de flavonoides, enquanto que o EER
mostrou maior teor de taninos. Tal achado foi confirmado pela identificagdo
dessas substancias por meio da técnica de HPLC-MS-Q-TOF, sendo a
telimagrandina |, castalagina e dilactona do acido valoneico relatadas pela
primeira vez nas folhas e ramos de P. cauliflora por nosso grupo de pesquisa.

v" Por meio das alteragdes nos espectros de |V, foi possivel detectar a formacao
de complexos supramoleculares entre os componentes dos extratos e a BCD,
em destaque aos compostos fendlicos.

v' A estabilidade térmica dos fitocomplexos aumentou em comparagao aos extratos
puros, indicando que a formacado do complexo supramolecular é satisfatoria,
mostrando mais uma vez a existéncia de interagcdes intermoleculares.

v" A presenca de BCD reduziu os valores de condutividade para os fitocomplexos
em relacao aos respectivos extratos puros, e por isso apresentaram-se na faixa
de instabilidade do PZ, com ligeira tendéncia de agregacao.

v" Ambos extratos e fitocomplexos apresentaram atividade antioxidante
promissora, destacando o EEF/BCD que mostrou melhora significativa (p < 0,05)
na inibicdo do MDA diante do extrato puro.

v' Todas as amostras, exceto BCD, foram capazes de reduzir significativamente (p
< 0,05) a concentragédo de NO, no ensaio da atividade anti-inflamataria in vitro.

v' Os fitocomplexos produziram uma resposta mais rapida que os extratos puros,
inibindo mais de 90 % o edema de orelha, induzido por 6leo de croton, em
apenas 4 horas de tratamento, comprovando que o encapsulamento molecular
€ uma importante estratégia a ser considerada para o desenvolvimento de
formulagdes para uso tépico.

Os resultados apresentados neste estudo geraram um depdsito de patente
intitulado: Processo de obtencédo de formulagdes fitoterapicas nanoestruturadas a
base de Plinia cauliflora (DC.) Kausel (jabuticaba) com ciclodextrinas, composigdes e
usos (ANEXO 3). Com isso, nosso grupo de pesquisa visa dar continuidade nos

estudos e aprimorar a tecnologia ja depositada através da melhoria da formulagao.
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CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 02/04/2019, analisou o protocolo no
006/2019 intitulado “Estudo da atividade anti-inflamatéria topica dos extratos livres X,
Y e Z, e nanoencapsulados FX, FY e FZ', projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de Rodrigo Luiz Fabri, e colaboragéo de Priscila de Lima Paula, Ari
Sérgio de Oliveira Lemos e Lara Melo Campos, a ser realizado no periodo de
01/08/2019 a 31/07/2021. Por estar de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA), foi aprovado pela CEUA. Seréo utilizados 126
camundongos heterogénicos Swiss machos com 30 dias, projeto a ser realizado na
sala de experimenta¢do animal do Laboratério do Departamento de Bioquimica no
Campus da Universidade Federal de Juiz de Fora. O prazo de validade desse
certificado € equivalente a vigéncia do projeto prorrogavel por mais um ano, desde
que seja enviada justificativa a CEUA durante a vigéncia do projeto de acordo com
orientac¢do técnica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n. 006/2019 - CEUA about “Estudo da atividade anti-
inflamatoéria topica dos extratos livres X,Y e Z, e nanoencapsulados FX, FY e FZ”,
under responsability of Rodrigo Luiz Fabri and collaboration of Priscila de Lima
Paula, Ari Sérgio de Oliveira Lemos and Lara Melo Campos, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of
Animal Experimentation (Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
04/02/2019 . For the development of this research 126 males of Swiss mice with 30
days old, will be delivered as requested in the period of 08/01/2019 to 07/31/2021.
The project will be performed at Biochemistry Department located at Federal
University of Juiz de Fora. The term of validity of this certificate might be extended for
one more year by means of justification during the period of validity.

Juiz de Fora 17 de abril de 2019.
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CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 02/04/2019, analisou o protocolo ne.
007/2019 intitulado “Estudo da atividade anti-inflamatéria dos extratos livres X e Y, e
nanoencapsulados com ciclodextrina FX e FY”, projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de Rodrigo Luiz Fabri, e colaboragao de Priscila de Lima Paula, Ari
Sérgio de Oliveira Lemos e Lara Melo Campos, a ser realizado no periodo de
01/08/2019 a 31/07/2021. Por estar de acordo com 0S Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagéo Animal (CONCEA), foi aprovado pela CEUA. Serao utilizados 90
camundongos heterogénicos Swiss machos com 30 dias, projeto a ser realizado sala
de experimentagdo animal do Laboratério do Departamento de Bioguimica no
Campus da Universidade Federal de Juiz de Fora. O prazo de validade desse
certificado é equivalente a vigéncia do projeto prorrogavel por mais um ano, desde
que seja enviada justificativa a CEUA durante a vigéncia do projeto de acordo com
orientacéo técnica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n. 007/2019 - CEUA about “Estudo da atividade anti-
inflamatéria dos extratos livres X e Y, nanoencapsulados com ciclodextrina FXe
FY”, under responsability of Rodrigo Luiz Fabri and collaboration of Priscila de Lima
Paula, Ari Sérgio de Oliveira Lemos and Lara Melo Campos, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of
Animal Experimentation (Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
04/02/2019. For the development of this research 90 males of Swiss mice with 30
days old, will be delivered as requested in the period of 08/01/2019 to 07/31/2021.
The project will be performed at Biochemistry Department located at Federal
University of Juiz de Fora. The term of validity of this certificate might be extended for
one more year by means of justification during the period of validity.

Juiz de Fora 17 de abril de 2019.
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