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RESUMO

O género Cuphea (Lythraceae) compreende aproximadamente 108 espécies
identificadas no Brasil. Varios estudos mostraram que Cuphea spp. tém potencial para
atuar principalmente como antimicrobiano, anti-inflamatério, diurético, anti-
hipertensivo e antitumoral. Investigagbes fitoquimicas indicaram a presencga
majoritaria de compostos polifendlicos. O presente trabalho teve como objetivo
investigar a composigao quimica de quatro espécies de Cuphea encontradas no Rio
Grande do Sul, avaliar a inibigdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), in
vitro, otimizar o método extrativo e validar o método para quantificagdo da
miquelianina em C. glutinosa. Por fim, avaliar a atividade anti-inflamatoria, in vitro, com
a atividade antiquimiotaxica das espécies de Cuphea, e investigar o potencial anti-
inflamatdrio da miquelianina, in vivo, em modelo zebrafish. As analises quimicas dos
compostos foram realizadas por UHPLC-MS usando ESI-Q-TOF. Os ensaios de
inibicdo da ECA foram determinados com base no método descrito por Tabatabei com
algumas modificagdes, na concentracdo de 100 ng/mL e os valores foram
determinados por experimentos em triplicata. As condi¢cdes 6timas para a extracao de
miquelianina das folhas de C. glutinosa foram determinadas utilizando um
planejamento fatorial fracionario (PFF) e um planejamento composto central (PCC). O
meétodo por UPLC-PDA foi validado, seguindo as diretrizes atuais. A atividade anti-
inflamataria, in vitro, foi avaliada pela capacidade de C. calophylla, C. carthagenensis,
C. glutinosa, C. racemosa, e dos compostos isolados: miquelianina, miricitrina, além
do controle positivo indometacina (em concentragdes de 0,1 a 10 pg/mL) em inibir a
migragédo de leucocitos pelo método de Boyden. Para atividade anti-inflamatoria, in
vivo, o indutor inflamatorio (LPS) foi injetado no zebrafish por via intraperitoneal e apos
seis horas, nos grupos controle (PBS-negativo e dexametasona-positiva) e
miquelianina foram injetadas as concentragbes de 2,5, 7,5 e 15 mg/kg. Os grupos
foram mantidos em aquarios separados e apds 24 horas, os animais foram
sacrificados, dissecados e o cérebro congelado (-80°C). Utilizando o homogenato
cerebral, a modulagao neuro-inflamatdria foi avaliada (kits ELISA IL-18 e TNF-a). Os
resultados mostraram 26 compostos polifendlicos, principalmente derivados de
quercetina, miricetina e canferol. Desses compostos, dez sdo descritos no género pela
primeira vez. A inibicdo da atividade da ECA apresentou como principais resultados:
miquelianina 32,41%, C. glutinosa (31,66%), C. carthagenensis (26,12%) e C.



calophylla (23,81%). Os resultados indicaram C. glutinosa como a espécie mais
promissora. Assim sendo, a espécie teve a obtencdo do seu extrato otimizado com os
seguintes parametros: planta:solvente 1:60 (m/v), porcentagem de solvente etanol
38%, tempo de 60 minutos, cinco extragcdes e tamanho de particula < 180 ym. O
método apresentou excelente seletividade, linearidade, precisdo (repetibilidade e
precisao intermediaria abaixo de 2,18 e 1,40%, respectivamente) e acuracia
(recuperacado media de 90,6%). O conteudo médio de miquelianina em C. glutinosa
foi de 1,03%. A capacidade dos extratos hidroalcdolicos das espécies de Cuphea,
miquelianina e miricitrina, de inibir a migracdo de leucécitos, foi estatisticamente
significante em relagao ao controle negativo (p <0,05). A inibicdo percentual variou de
23,5 a 100% para as amostras, enquanto a indometacina (controle positivo) inibiu
81,17%, na concentragao de 10 pg/mL. Para todas as amostras, na concentragao de
10 pg/mL, o efeito antiquimiotaxico foi significativamente maior (p <0,001), com
porcentagens de inibicdo de 61,2, 62,3, 70,0, 76,0, 100 e 100% para C.
carthagenensis, C. racemosa, C. glutinosa, miricitrina, C. calophylla e miquelianina,
respectivamente. Em resposta ao modelo de neuro-inflamagdo, a miquelianina
apresentou comportamento semelhante ao grupo controle (PBS), ndo demonstrando
diferenga significativa nas concentragdes testadas. Resumidamente, os resultados
obtidos sugerem que o potencial inibidor da ECA seja aumentado pela presenga da
miquelianina, além das interagdes entre os diferentes fitoconstituintes presentes no
extrato. Além disso, observou-se que a otimizacdo do método extrativo nas folhas de
C. glutinosa aumentou a concentragdo de miquelianina no extrato bruto e o método
foi validado de acordo com a legislagao vigente. Com relacao a inibi¢ao da inflamacao,
as amostras apresentaram efeito significativamente antiquimiotaxico, porém a
miquelianina nao inibiu a neuro-inflamacgao, in vivo, no modelo zebrafish, nas doses
testadas. Portanto, o género Cuphea apresentou importancia como agente anti-
hipertensivo, corroborando com o uso popular, contudo novos ensaios com diferentes

concentragdes devem ser realizados em modelos experimentais, in vivo.

Palavras-chave: Cuphea, compostos fendlicos, fitoquimica, enzima conversora de
angiotensina, miquelianina, ultrassom, otimizagao de extratos, validagédo por UPLC,

anti-inflamatorio, zebrafish.



ABSTRACT

Cuphea genus (Lythraceae) comprises approximately 108 identified species in Brazil.
Several studies have shown that Cuphea spp. have the potential to act mainly as
antimicrobial, anti-inflammatory, diuretic, anti-hypertensive and antitumor.
Phytochemical investigations indicated the majority presence of polyphenolic
compounds. Present work aimed to investigate the chemical composition of four
Cuphea species found in Rio Grande do Sul, to assess the angiotensin-converting
enzyme (ACE) inhibition, in vitro, besides optimize the extractive method and validate
method for the quantification of the miquelianin in C. glutinosa. Lastly to evaluate the
anti-inflammatory activity, in vitro, with the antichemotactic activity of the Cuphea
species, and investigate the anti-inflammatory potential of the miquelianin, in vivo, in
zebrafish model. The chemical analyses of the compounds were performed by
UHPLC-MS using ESI-Q-TOF. The ACE inhibition assays were determined based on
the method described by Tabatabei with some modifications, at concentration of 100
ng/mL and values were determined by triplicate experiments. The optimum conditions
for the extraction of miquelianin from leaves of C. glutinosa were determined using a
fractional factorial design (FFD) and a central composite design (CCD). An UPLC-PDA
was validated method, following the guidelines current. The anti-inflammatory activity,
in vitro, was assessed by ability of C. calophylla, C. carthagenensis, C. glutinosa, C.
racemosa, and isolated compounds: miquelianin, myricitrin, besides the positive
control indomethacin (at concentrations from 0.1 to 10 pg/mL) to inhibit leukocyte
migration was assessed by the Boyden method. For anti-inflammatory activity, in vivo,
inflammatory inducer (LPS) was injected in zebrafish intraperitoneally and after six
hours, the control groups (PBS-negative and dexamethasone-positive) and
miquelianin samples were injected at concentrations of 2.5, 7.5 and 15 mg/kg. The
groups were kept in separate aquariums and after 24 hours, the animals were
euthanized, dissected and the brains were freezed (at -80°C). Using brain
homogenate, the neuroinflammatory modulation was evaluated (IL-18 and TNF-a
ELISA kits). The results showed twenty-six polyphenolic compounds, mostly derived
from quercetin, myricetin and kaempferol. Of these compounds, ten are described in
the genus for the first time. The inhibition of ACE activity presented as main results:
miquelianin 32.41%, C. glutinosa (31.66%), C. carthagenensis (26.12%) and C.

calophylla (23.81%). The results indicated C. glutinosa as the most promising species.



Therefore, the species had the obtaining of the your optimized extract, with the
following parameters: plant:solvent 1:60 (w/v), percentage solvent 38% ethanol, 60 min
time, five extractions and particle size < 180 uym. The method showed excellent
selectivity, linearity, precision (repeatability and intermediate precision were below
2.18 and 1.40%, respectively) and accuracy (mean recovery 90.6%). The average
content of miquelianin in the C. glutinosa was 1.03%. The ability of the hydroalcoholic
extracts of Cuphea species, miquelianin and myricitrin to inhibit leukocyte migration,
exerted statistically significant in relation to the negative control (p <0.05). Percentage
inhibition varied from 23.5 to 100% for the samples, whereas indomethacin (positive
control) inhibited 81.17%, at the concentrations of 10 uyg/mL. In the concentration of 10
pug/mL all samples showed a significantly higher antichemotactic effect (p <0.001), with
inhibition percentages of 61.2, 62.3, 70.0, 76.0, 100 and 100% for C. carthagenensis,
C. racemosa, C. glutinosa, myricitrin, C. calophylla and miquelianin, respectively. In
response to neuroinflammation model the miquelianin presented similar behavior to
the control group (PBS), showing no significant difference in the tested concentrations.
Briefly, the achieved results suggest that the ACE inhibitor potential may be increased
by the miquelianin presence, besides the interactions between the different
phytoconstituent present in the crude extract. Moreover, was observed that the
optimization of the extractive method in the leaves of C. glutinosa increased the
concentration of miquelianin in the crude extract and the method was validated
according to the current legislation. Regarding the inhibition of inflammation, the
samples showed a significantly antichemotactic effect, however the miquelianin, did
not inhibit the neuroinflammation in zebrafish model, at the doses tested. Therefore,
the Cuphea genus presented importance as antihypertensive agent, corroborating with
popular usage, and new assays with different concentrations should be performed in

experimental models, in vivo.

Keywords: Cuphea, phenolic compounds, phytochemistry, angiotensin-converting
enzyme, miquelianin, ultrasound-assisted, extract optimization, UPLC-validation, anti-

inflammatory, zebrafish.
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A utilizacdo de produtos naturais como alternativa terapéutica foi descrita ao
longo da histéria como forma de pogdes, remédios e medicamentos tradicionais com
muitos desses produtos naturais bioativos ainda n&o identificados (Dias, Urban,
Roessner, 2012; Atanasov et al., 2015). Os produtos naturais foram a fonte mais
promissora de obtencio de possiveis farmacos e retratam uma diversidade estrutural
unica em comparacao com os padroes quimicos, apresentando potencialidade para a
descoberta de novos compostos. (Dias, Urban, Roessner, 2012; Bauer, Bronstrup,
2014; Atanasov et al., 2015; Rodrigues et al., 2016). Além disso, estima-se que cerca
de 30% dos medicamentos disponiveis sdo derivados de fontes naturais (Dutra et al.,
2016).

Presume-se que apenas uma pequena parcela da biodiversidade mundial (5—
10%), tenha sido explorada para a bioatividade até o momento (Braga et al., 2013). O
Brasil, contempla a maior biodiversidade do planeta, com numeros que ultrapassam
55.000 espécies, correspondendo a 22% das espécies existentes no mundo (Carvalho
et al.,, 2014). As plantas medicinais e seus derivados representam os principais
recursos terapéuticos para a medicina tradicional e complementar, utilizadas ha anos
pela populagao brasileira nas praticas populares, medicina tradicional e programas
publicos de fitoterapia (Gongalves, Gongalves, Buffon, 2017).

Segundo Booi, Punt e Hoen (2003), a familia Lythraceae contempla em torno
de 22 géneros, com destaque para Cuphea, além deste ter uma ampla distribuicdo
geografica e abundante, presente principalmente na regido das Ameéricas. Ha relatos
de que o género contempla aproximadamente 260 espécies de plantas herbaceas
perenes e pequenos arbustos (Graham et al., 2016). As espécies ocorrem em todo o
continente americano, sendo frequentemente encontradas em terrenos degradados
(Graham, Freudenstein, Luker, 2006; Zago et al., 2009). No Brasil sdo listadas 104
espécies, 3 subespécies e 10 variedades nativas e, 13 espécies distribuidas no Rio
Grande do Sul (Cavalcanti, Graham, 2015).

O género Cuphea apresenta componentes quimicos pertencentes as classes
de flavonoides, terpenos, taninos e acidos graxos (Gonzalez et al., 1994; Santos,
Salatino, Salatino, 1995; Chen et al., 1999; Krepsky et al., 2012). Entre os flavonoides,
prevalentemente ocorrem derivados de quercetina (Santos et al., 2018). Lusa e Biasi
(2011) relatam para as partes floridas de C. carthagenensis a presenca de taninos
condensados, proantocianidinas, esteroides e flavonoides, em suas partes aéreas

triterpenos, esteroides, acidos graxos, carboidratos e quercetina-S-sulfato. Para a
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espécie C. wrightii triterpenos e flavonoides glicosideos (Lusa, Biasi, 2011). Na
espécie C. hyssopifolia, diterpenos e flavonoides foram isolados a partir de extrato
metandlico e fragbes de acetato de etila (Serna et al., 2011). Além de relatos da
presenca de taninos hidrolisaveis, incluindo elagitaninos (Chen et al., 1999; Braga et
al., 2000; Krepsky et al., 2010).

Cuphea sp. é conhecido popularmente no Brasil como “sete-sangrias”, muito
usada nos estados da regido sul brasileira. Estas espécies tém chamado atengao da
comunidade cientifica para o uso popular no tratamento da pressao arterial,
aterosclerose e disturbios circulatérios (Barboza et al., 2016). Dentre as diversas
plantas utilizadas para fins terapéuticos, as espécies do género Cuphea sédo usadas
popularmente principalmente como anti-hipertensivo, diurético, cardioprotetor,
antimicrobiano, gastroprotetor e anti-inflamatério (Goleniowski et al., 2006; Bolson et
al, 2015; Madureira, Pereira, Pintado, 2015; Yazbek, et al., 2019).

Estudos populacionais indicam que a hipertensao, um importante fator de risco
para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, atinge 31,3 milhdes de
brasileiros com idade superior a 18 anos, o correspondente a 21,4% da populacéo,
proporcao esta que se eleva com o avango da idade média populacional (Oliveira,
2014). Outro levantamento mostra que cerca de 50% da populagao do Rio Grande do
Sul possui pelo menos uma doenga crénica nao transmissivel (DCNT), sendo que a
hipertensdo acomete 2,1 milhdes de gauchos acima de 18 anos, correspondendo a
cerca de 24,9% da populacédo (Oliveira, 2014).

A hipertensao pode ser tratada com varios tipos de medicamentos, incluindo
diuréticos, bloqueadores [(-adrenoreceptores, inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA), bloqueadores dos canais de calcio, bloqueadores dos receptores
adrenérgicos R, vasodilatadores e agentes de acgéo central (Perez, Musini, 2008). Os
inibidores da ECA bloqueiam a formacgao de angiotensina Il, que normalmente faz com
gue 0s vasos sanguineos se estreitem, aumentando assim a pressao sanguinea. Para
pacientes com hipertensdo grave ou moderada, é necessario usar farmacos para
reduzir a pressao arterial a uma faixa saudavel (Chen et al., 2009). Nesse contexto,
as plantas medicinais seriam uteis como agentes terapéuticos complementares.

Na avaliagéo da atividade anti-hipertensiva desse género, apenas a espécie C.
carthagenensis (concentragdes de 0,33 mg/mL) apresentou 50% da taxa de inibigdo
da ECA (Braga et al., 2000). Porém, em outro estudo Braga e colaboradores (2007),

analisaram quarenta e quatro plantas utilizadas no Brasil como anti-hipertensivas e/ou
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diuréticas. Nesse estudo, as partes aéreas de C. carthagenensis foram avaliadas em
uma concentracao de 0,1 mg/mL, e foi incapaz de inibir a ECA, apresentando apenas
9,6 + 8,5% de inibigcao.

Em investigacdo de extratos e fracbes de Cuphea carthagenensis, Schuldt e
colaboradores (2000) observaram que a fracdo obtida com butanol induziu o
relaxamento da aorta toracica de rato por dois mecanismos: um componente de acao
dependente do endotélio, que claramente depende da via oxido nitrico/guanosina
monofosfato ciclica (cGMP) e pode ser atribuido pelo menos em parte as propriedades
de eliminacgao de radicais livres, e um componente de acado independente do endotélio
que se torna evidente em doses mais altas (= 100 ug/ml). Corroborando com este
estudo Krepsky e colaboradores (2012) avaliaram o conteudo fendlico total e atividade
vasodilatadora in vitro de C. carthagenensis indicando que ha a participagado de
flavonoides, proantocianidinas e taninos no efeito vasorrelaxante apontando efeitos
sinérgicos entre esses constituintes no extrato etandlico.

Recentemente uma fragao soluvel em etanol de C. carthagenensis foi avaliada
quanto a possiveis efeitos cardioprotetores utilizando ratas hipertensas
ovariectomizadas. A fracao foi administrada por via oral nas doses de 30, 100 e 300
mg/kg, diariamente, por 28 dias e enalapril (15 mg/kg) foi utilizado como farmaco anti-
hipertensivo padrdo. Durante as duas primeiras semanas, 0s animais comecaram a
mostrar sinais de diminuicdo da excrec¢ao urinaria. No entanto, de uma maneira
diferente do que com o enalapril, a fracdo de C. carthagenensis induziu uma
importante resposta protetora cardiorrenal, preservando a funcao renal e prevenindo
a elevacao da pressao arterial e da frequéncia cardiaca em ratos ovariectomizados
hipertensos. Além disso, o tratamento prolongado recuperou a reatividade vascular
mesentérica em todas as doses utilizadas (Schaedler, et al., 2018).

Outro fato relevante é o amplo uso relacionado a efeitos anti-inflamatorios de
espécies do género Cuphea. Atehortua e colaboradores (2018) testaram efeitos
antiinflamatorios e citoprotetores de extratos hidroalcodlicos de C. calophylla, T. kingii
e P. spiralis os quais inibiram os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), 6xido
nitrico (NO) e malondialdeido (MDA). C. calophylla, na concentragdo de 10 pg/mL,
reduziu em 26,20% os niveis de EROs e 16,55% de malondialdeido. Quanto a inibi¢ao
da atividade da lipoxigenase, C. calophylla, na concentragédo de 50 ug/mL, inibiu 79,00
% e em relac&o a inibigdo da ciclo-oxigenase (COX), para COX-1 a inibicdo foi de
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48,40 % e de 63,80 % para COX-2, sendo o mais potente dos extratos quanto a
inibicdo da COX-2 (Atehortua et al., 2018).

A obtencido de compostos pode ser feita de diversas maneiras e cada método
possui variaveis de processo que podem influenciar na extracdo de determinados
compostos ou grupo de compostos de interesse, principalmente quando se procura
associar a atividades bioldgicas. Por isso, é importante estabelecer as condi¢des
experimentais que possibilitem uma extragdo seletiva e com boa recuperacdo dos
compostos de interesse (Oliveira, 2014). Para isso, o uso de delineamento
experimental para avaliar e otimizar processos de extracido possibilita a obtencéo de
informacdes de maximo aproveitamento, com menor numero de experimentos,
minimizando assim os custos e maximizando as respostas desejadas.

A metodologia de superficie de resposta (RSM) é uma técnica estatistica util
para a constru¢cado de um modelo empirico, empregando as variaveis mais importantes
e seus efeitos (Erbay, Icier, 2009; Yang et al., 2009). Contudo, além do delineamento
experimental, o desenvolvimento e a validacdo de um método analitico sdo parte
importante do controle de qualidade do material da planta, para garantir a eficacia e a
seguranga dos resultados (Landim, Feitoza, Costa, 2013). A validagdo de um
procedimento bioanalitico demonstra sua adequacao a finalidade pretendida, com
recomendagdoes de ensaios bioanaliticos para quantificagdo de medicamentos
quimicos e bioldégicos e sua aplicagao no estudo de analise de amostras (ICH-M10,
2019).

Considerando o potencial pouco explorado de espécies pertencentes ao
género Cuphea e, a importancia do género como fonte de compostos biologicamente
ativos, este trabalho teve como objetivo geral o estudo quimico de quatro espécies de
Cuphea encontradas no Estado do Rio Grande do Sul, determinar as atividades anti-
hipertensiva e anti-inflamatoria das espécies, bem como otimizar o método extrativo e

validar da metodologia analitica da espécie mais abundante e promissora.



2 OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL

Estudar extratos obtidos das folhas de espécies de Cuphea, coletadas no Rio Grande
do Sul, com relatos de atividade anti-hipertensiva, capazes de inibir a atividade da
enzima conversora de angiotensina, identificar os compostos ativos, otimizar o método

extrativo e validar a metodologia da espécie com maior relevancia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Revisar a literatura quanto ao perfil quimico e farmacoldgico do género Cuphea;

= Avaliar a atividade anti-hipertensiva de extratos de folhas de espécies de
Cuphea e compostos isolados pelo ensaio de inibicdo da ECA,;

» |dentificar através de metodologia por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
acoplada a detector de massas, os compostos encontrados nos extratos
relacionados a atividade;

= Otimizar o método de extracdo da espécie mais abundante por cromatografia
a liquido de alta eficiéncia (CLAE);

» Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia a liquido de ultra
eficiéncia (CLUE), para padronizar a espécies mais abundante e promissora;

» Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato das folhas de espécies de
Cuphea e compostos isolados pelo ensaio antiquimiotaxico;

= Avaliar a atividade anti-inflamatéria da miquelianina em modelo zebrafish.






3 CAPIiTULO1
REVISAO DO TEMA — MANUSCRITO 1
Cuphea genus - A comprehensive review on its chemical composition and

preclinical studies
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O texto do capitulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 33-82, foi suprimido por referir-se ao
manuscrito submetido ao periédico Journal of Natural Products. Trata-se de uma
revisdo aprofundada sobre o género Cuphea, revisando pela primeira vez os
compostos fendlicos presentes no género, métodos fitoquimicos e estudos pré-

clinicos descritos na literatura.
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4 CAPITULO 2
MANUSCRITO 2
Polyphenols composition from leaves of Cuphea spp. and inhibitor potential,
in vitro, of angiotensin i-converting enzyme (ACE)
Artigo publicado no periédico Journal of Ethnopharmacology
DOI: 10.1016/j.jep.2020.112781
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O texto do capitulo 2, trata-se do artigo cientifico recentemente publicado no periédico
Journal of Ethnopharmacology, conforme referéncia abaixo, que no texto completo da

tese defendida ocupa o intervalo entre as paginas 87-93.

Santos, Mari C.; Toson, Natally S.B.; Pimentel, Maria C.B.; Bordignon, Sérgio A.L.;
Mendez, Andreas S.L.; Henriques, Amélia T. Polyphenols composition from leaves of
Cuphea spp. and inhibitor potential, in vitro, of angiotensin I-converting enzyme (ACE).
Journal of Ethnopharmacology, v. 255, 2020. doi: 10.1016/j.jep.2020.112781
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5 CAPIiTULO 3
MANUSCRITO 3
Ultrasound-assisted extraction optimization and validation of ultra-
performance liquid chromatographic method for the quantification of
miquelianin in Cuphea glutinosa leaves
Artigo publicado no periodico Talanta
DOI: 10.1016/j.talanta.2020.120988
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O texto do capitulo 3, trata-se do artigo cientifico recentemente publicado no periédico
Talanta, conforme referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa

o intervalo entre as paginas 99-107.

Santos, Mari C.; Mariana Koetz; Mendez, Andreas S.L.; Henriques, Amélia T.
Ultrasound-assisted extraction optimization and validation of ultra-performance liquid
chromatographic method for the quantification of miquelianin in Cuphea glutinosa
leaves. Talanta, v. 216, 2020. doi: 10.1016/j.talanta.2020.120988
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6 CAPITULO 4
Atividade antiquimiotaxica in vitro de Cuphea spp. e atividade anti-

inflamatoéria em modelo experimental Zebrafish
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O texto do capitulo 4, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de
paginas entre 113-119, foi suprimido por tratar-se de parte do manuscrito que sera
escrito para publicagdo em periodico cientifico. Refere-se a investigagao de espécies
de Cuphea nativas do Rio Grande do Sul e compostos isolados, quanto a atividade
antiquimiotaxica, in vitro, pelo método da camara de Boyden e potencial anti-

inflamatdrio da miquelianina, in vivo, em modelo zebrafish.
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7 DISCUSSAO GERAL
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Dentre os principais recursos terapéuticos da medicina tradicional e
complementar, podem ser destacadas as plantas medicinais e seus derivados,
utilizadas tanto nas praticas populares, quanto na medicina tradicional e nos
programas publicos de fitoterapia no Sistema Unico de Saude (SUS). Segundo a
Organizagao Mundial da Saude (OMS), até 2006, cerca de 85% da populagédo mundial
utilizava plantas para tratamento de saude, embora a medicina moderna esteja bem
desenvolvida na maior parte do mundo (Gongalves, Gongalves e Buffon, 2017).

A rica biodiversidade brasileira é acompanhada pela aceitagdo conjunta das
plantas medicinais e do conhecimento tradicional da populacdo brasileira.
Consequentemente, o Brasil vem alterando seus padrdes legais de fitoterapicos, com
base na harmonizacdo com as exigéncias praticadas internacionalmente e as
caracteristicas do mercado brasileiro, facilitando o acesso seguro e o uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos a populacao brasileira (Carvalho et al., 2014). As
plantas medicinais anti-hipertensivas tradicionalmente utilizadas, mediante a sua acao
anti-hipertensiva pela inibigdo da ECA, que através de diferentes mecanismos inibe o
aumento do volume circulante e da pressao arterial. Para que qualquer medicagao
seja bem sucedida, uma compreensao clara da eficacia, segurancga a longo prazo,
vias de uso, dosagem e modo de agao sao essenciais (Rawat, Singh, Kumar, 2016).

O interesse reemergente em produtos naturais como fontes de descoberta de
farmacos inovadores, pode se beneficiar das abordagens modernas da quimica e
bioinformatica. Embora as técnicas avancadas de sintese quimica em produtos
naturais tenham se tornado pratica comum, ha um crescente interesse em métodos
de projeto molecular computacional aplicados a fragmentos derivados de produtos
naturais. Desta forma, os produtos naturais, embora frequentemente contenham
grupos funcionais potencialmente reativos ou indesejaveis e fragmentos de
subestrutura, podem, de fato, ser adequados para modulacdo seletiva de alvo
(Rodrigues et al., 2016).

Portanto, uma pesquisa detalhada é necessaria para estabelecer a seguranca
e a eficacia das praticas, bem como das plantas que sdo usadas em sistemas
convencionais de medicina. Independentemente das incertezas prevalentes sobre
seguranga, eficacia e custo-beneficio dos medicamentos complementares, o uso de
plantas da medicina convencional, com evidéncias racionais de eficiéncia e seguranga
certamente tera beneficios de saude, sociais e econbmicos (Rawat, Singh, Kumar,
2016).
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Nesse contexto, € muito importante saber a composicao quimica das espécies
estudadas, bem como a maneira de melhor extrair os compostos de interesse, que
levam aos efeitos farmacoldgicos esperados. O método de extragcdo deve ser o mais
simples possivel, econdmico, de facil reprodugdo em escalas maiores, e de acordo
com o material a ser analisado. No presente trabalho, o uso de ultrassom, como
método extrativo, demonstrou grande aplicabilidade, diminuindo as desvantagens dos
meétodos convencionais em termos de redugao do tempo de processamento, solvente
e energia utilizados. Esta técnica resulta em alta reprodutibilidade e manipulagdes
simplificadas levando a obteng¢ao de um produto final de maneira econémica e com
alta pureza (Pingret, Tixier, Chemat, 2013).

Alguns géneros da familia Lythraceae como Cuphea e Diplusodon apresentam
importantes metabdlitos secundarios, contudo flavonoides mais complexos como C-
glicoflavonas e flavonoéis metoxilados (rhamnetina e isoramnetina) aparecem apenas
em Cuphea (Salatino et al., 2000). A quimica do género Cuphea é amplamente
variavel, apresentando em sua composicao, predominantemente flavonoides, em sua
maioria compostos 3-O-glicosideos e flavonas, além de alguns derivados de
glicosideos e galactose (Santos, Salatino, Salatino, 1995; Krepsky et al., 2012).

Dentre as espécies mais abundantes no estado, destacam-se C.
carthagenensis, C. racemosa e C. glutinosa, sendo a ultima considerada uma espécie
muito comum, encontrada em campos de secos a umidos, pastagens, borda de matas
e margem de estradas. Considerando a ampla extensdo de ocorréncia e abundéancia
no estado do Rio Grande do Sul, as espécies de Cuphea sdo amplamente distribuidas
em diferentes regides do estado (Facco, 2015). Na figura 7.1 € possivel observar o
perfil cromatografico por CLAE das quatro principais espécies encontradas no estado,
bem como o composto majoritario de cada espécies.

O grupo dos flavondis, sao os principais flavonoides pertencentes nas espécies
estudadas. Dentre eles a quercetina e seus derivados estdo na grande maioria
ocorrendo principalmente como glicosideos, além de outros derivados da quercetina
identificados. Seus substituintes ligados alteram a atividade bioquimica e a
biodisponibilidade das moléculas quando comparadas a aglicona. Os O-glicosideos
da quercetina apresentam pelo menos uma ligagao O-glicosidica, sendo amplamente

distribuidos no reino vegetal (Materska, 2008).
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Figura 7.1 Perfis cromatograficos por CLAE e o composto majoritario de cada espécie. (a) C.
calophylla e a estrutura da miricitrina. (b) C. carthagenensis e a estrutura da quercetina-3-
sulfato. (c) C. glutinosa e a estrutura da miquelianina. (d) C. racemosa e a estrutura do
kaempferol-3-glicuronideo

A quercetina € uma molécula versatil com muitas propriedades farmacologicas,
incluindo antioxidante, neurolégica, antiviral, anticancerigena, cardiovascular,
antimicrobiana, anti-inflamatéria, hepatoprotetora, protetora do sistema reprodutor e
agente antiobesidade (Maalik et al., 2014). Em ensaio agudo utilizando quercetina em
adultos normotensos e hipertensos, observou-se redug¢ao da pressao arterial sistolica,
diastdlica e média (Larson et al.,2012).

No ensaio in vitro realizado os extratos bruto, miquelianina, miricitrina e acido
3-O-feruloilquinico foram testados quando a inibicdo da ECA, e a miquelianina
apresentou os melhores resultados, seguido dos extratos de C. glutinosa, C.
carthagenensis e C. calophylla. A primeira espécie tem como composto majoritario a
miquelianina. Por outro lado, de acordo com Krepsky et al. (2010), o derivado de
quercetina, quercetina-3-sulfato, isolado e identificado da espécie C. carthagenensis,
comumente citada como diurética e hipotensora, ndo apresentou significancia na
atividade vasorelaxante avaliada.

Contudo, o flavonol quercetina é dotado de um efeito cardioprotetor contra o
dano isquémico miocardico, inibe a atividade da enzima conversora da angiotensina,
melhora o relaxamento vascular e diminui o estresse oxidativo e a expressao génica
(Grande et al., 2016). Coerentemente, em extratos de C. carthagenensis foi possivel

observar diminuicdo da pressado arterial em doses a partir de 30mg/kg. Assim,
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acredita-se que, in vivo, a dose adminstrada do extrato e dos compostos ndo tenha
sido suficiente para observar a atividade esperada (Schaedler et al., 2018).

No processo extrativo os parametros envolvidos devem ser cuidadosamente
avaliados. Nesse contexto, desenhos experimentais constituem ferramentas
estatisticas efetivas para o planejamento dos experimentos, pois ha a definicdo dos
fatores que serdo avaliados e uma ou mais respostas sdo medidas (NIST, 2013). A
avaliagdo e otimizacdo dos processos de extragdo possibilita a obtengdo de
informagbes de maximo aproveitamento, através de menos experimentos,
minimizando assim os custos e maximizando as respostas desejadas (Erbay, Icier,
2009; Yang et al., 2009). Por isso, a otimizagdo do processo € de fundamental,
preconizando nao apenas maior rendimento, mas minimizar possiveis interferentes e
degradagao da amostra e/ou compostos.

Através da analise das respostas foi possivel observar as influéncias de acordo
com cada fator individual ou interagindo, considerando-se a importancia na escolha
de cada um dos fatores (Figura 7.2). O solvente a ser escolhido é de suma
importancia, pois conforme os resultados, verificou-se que em maior concentragao de
agua, a area do composto de interesse foi maior. De acordo com Oliveira (2014), o
desafio de encontrar um solvente, ou uma mistura de solventes capaz de extrair de

uma maneira mais seletiva os constituintes de interesse é primordial.
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Figura 7.2 Grafico com as respostas das interagdes dos efeitos analisados para
a otimizacado do método extrativo
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A maior propor¢ao de agua, mais renovagdes e menor granulometria levam a
obtencao de areas maiores na analise cromatografica, em comparagao com os outros
fatores testados. Esses resultados demonstram que a granulometria menor favorece
a extracao, e além disso mais renovacgdes do liquido extrator levam ao esgotamento,
possibilitando extrair o(s) composto(s) de interesse em maior abundancia, tendo em
vista que as areas dos picos majoritarios aumentaram apos a inser¢cao desses
parametros. Corroborando com os resultados, sabe-se que para a extracdo de
flavonoides € comumente usado solventes mais polares (Dias, 2015; Oliveira, 2014;
Torres et al., 2018).

O préprio software estatistico Minitab®17 fornece as condi¢gdes 6timas de
extracdo, que podem ser observadas na Figura 7.3, em vermelho. Apds esta etapa foi
feita a validacdo do método extrativo otimizado, que apresentou uma melhora no

rendimento da miquelianina, apos otimizagéao, em 16,35%.

Optimal Renovaca % Solven
D:00597 High 44142 441421
o Cur [4,4142] [37,5710]

Predict Low 1,5858 15,8579

Resposta
Maximum
y = 2480E+06
d = 095914

Figura 7.3 Grafico com a resposta otimizada fornecida pelo software estatistico Minitab®17

Além disso, a validagdo da metodologia analitica por CLUE, foi submetido aos
ensaios, de acordo com as recomendacg¢des da RDC 166/17, a curva analitica
realizada apresentou coeficiente de determinagao (r2) com valor de 0,9999, com
valores de desvio padrao relativo (DPV) menor que 5%. Para verificar o efeito da
matriz, a determinagao foi realizada por meio da comparagao entre os coeficientes
angulares das curvas de calibragdo, construidas com a substancia quimica de
referéncia (SQR) do analito e com amostras fortificada com a SQR do analito. Os

resultados demonstraram que as retas sio paralelas, com valor de p =0,74.
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Os parametros de precisao: repetibilidade e intermediaria, exatidao e robustez
apresentaram DPV de 2,18%, 1,40%, 1,47% e 0,21%, respectivamente. Em resumo,
todos os parametros avaliados: especificidade, linearidade, efeito da matriz, limite de
deteccdo e quantificagcdo, precisdo (repetibilidade e intermediario), exatiddo e
robustez, estavam de acordo com as Diretrizes da ICH e a RDC 166/17.

O tratamento de desordens inflamatérias com plantas medicinais e seus
compostos isolados é recorrente na medicina popular (Liu et al., 2016). Além da
capacidade de eliminagcdo de radicais livres, ha evidéncias de potencial anti-
inflamatorio em espécies do género Cuphea. No presente estudo, C. calophylla, C.
carthagenensis, C. glutinosa, C. racemosa, miquelianina e miricitrina, foram capazes
de inibir a migragao de leucdcitos, principalmente C. calophylla e miquelianina que
inibiram 100% da migrac&o na concentragao de 10 pg/mL. Contudo, nos ensaios in
vivo, em modelo de neuro-inflamacdo em zebrafish, a miquelianina ndo inibiu a
inflamacgao nas concentragdes testadas (2,5, 7,5 e 15 mg/kg peixe).

Em estudo realizado por Chen, Yang e Lee (2000) a espécie C. hyssopifolia,
quatro elagitaninos isolados e um flavonol, inibiram a produg¢ado de NO induzida por
LPS na concentragao de 20 mg/mL. Outrossim, conforme Campana et al. (2015), C.
carthagenensis reduziu significativamente a liberacéo de TNF-a (inibicdo >80%), pelas
células THP-1 estimuladas por LPS.

Em resumo, o presente estudo indica que o género Cuphea, apresenta
potencial inibidor da ECA, foi possivel otimizar o método extrativo nas folhas de C.
glutinosa, que aumentou a concentragao de miquelianina e o método foi validado de
acordo com a legislagdo vigente. No entanto, a inibicdo da inflamagao foi

significativamente apenas para o ensaio antiquimiotaxico.



8 CONCLUSOES
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Uma revisao aprofundada na literatura, indicou 24 espécies do género Cuphea
com relevancia quimica e/ou terapéutica;

Os principais efeitos descritos para o género foram potencial antioxidante,
antimicrobiano e antitumoral;

Foi possivel avaliar o perfil fitoquimico de quatro espécies, C. calophylla, C.
carthagenensis, C. glutinosa e C. racemosa, de diferentes localidades do Rio
Grande do Sul;

Nas analises por UHPLC-MS, foram propostos 26 compostos polifendis,
principalmente acidos fendlicos e flavonoides (na maioria flavondéis);

A miquelianina apresentou maior potencial inibidor da ECA, com inibicao de
32,41% da enzima;

A otimizagdo da extragédo a partir das folhas de C. glutinosa foi definida com
extragdo assistida por ultrassom, nas seguintes condigbes: tamanho de
particula <180 um, planta:solvente 1:60 (m/v), etanol 38% como solvente, cinco
extracdes e tempo de 60 minutos;

O método analitico foi validado por CLUE, demonstrando ser especifico, linear,
preciso, exato e robusto para a analise quantitativa de miquelianina nas folhas
de C. glutinosa,;

O teor médio de miquelianina foi de 1,03% no método validado;

A concentragdo de miquelianina, apos a otimizagao e validacdo do método,
teve um aumento de 29,02%, quando comparado ao método nao otimizado e
validado;

A espécies C. calophylla, C. carthagenensis, C. glutinosa, C. racemosa € 0s
compostos isolados miquelianina e miricitrina apresentaram significativa
inibicdo da migragao de leucdcitos, demonstrando in vitro, relevante potencial
anti-inflamatério.

No ensaio, in vivo, com modelo de neuro-inflamagao em zebrafish, ndo foi
possivel observar diferenga significativa nas concentragbes de miquelianina

testadas.
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