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RESUMO

A preocupacao com a saude e com o bem-estar, aliada aos baixos indices de reacdes
adversas e de toxicidade tem como efeito um aumento na procura e consumo de
fitoterapicos. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo o de realizar a
caracterizagdo quimica e a avaliagdo das atividades biolégicas in silico de
medicamentos fitoterapicos a base de Aesculus hippocastanum L. (Castanha da
india), Mikania glomerata S. (Guaco) e Rhodiola résea L. (Raiz do Artico). A
caracterizagao quimica foi realizada através da determinagéo de compostos fendélicos
bioativos pelo CLAE DAD. A analise no CLAE DAD foi realizada a fim de se definir os
perfis caracteristicos da composicdo quimica de cada amostra. As amostras
apresentaram perfis de compostos fendlicos bioativos encontrados diferentes,
retratando as diferengcas entre os metabdlitos encontrados em cada fitoterapico.
Foram encontrados para o Aesculus hippocastanum L. (&cido elégico, acido ferulico,
acido p-cumarico, acido siringico, acido t- cinamico, acido vanilico, quercetina e
canferol), para o Mikania glomerata S. (acido clorogénico, acido cafeico, quercetina e
canferol) e para o Rhodiola rosea L. ( acido clorogénico,catequina acido p-cumarico e
canferol). Os tempos de retengdo variaram entre 9,763 e 15,724 e todos 0s picos
foram encontrados dentro dos parametros dos marcadores pré-estabelecidos. A
predicdo de atividades in silico foi feita através dos métodos de Triagem Virtual Inversa
(TVI), utilizando o servidor ChemProt 2. 0.. A partir da predicdo de atividades in silico
foram determinados varios alvos potenciais para cada substancia analisada,
reforcando a importancia desses estudos. Foi realizada ainda andlises de toxicidade
dos compostos fendlicos encontrados através do servidor GUSAR. As analises de
toxicidade aguda demonstraram baixa toxicidade das substancias analisadas, tendo

a catequina o canferol os valores mais baixos de toxicidade dentre os compostos



analisados. Foi efetuada ainda a anélise da composicao mineral utilizando o MIP OES.
Em relacdo a composicdo mineral destes fitoterapicos, a maior concentracdo
encontrada foi a de fésforo (281,07 + 0,12 ug g*) no Rhodiola rosea L. e a menor
concentracgéo foi de ferro (8,683+4,485 ug g*) quantificado na Mikania glomerata S.
Desta maneira nota-se que os fitoterapicos constituem uma fonte diversificada de
compostos com atividades quimicas e biolégicas variadas, pelo qual ao se
conhecerem melhor suas funcionalidades e proteinas alvos podem-se melhorar a sua

atuacdo no organismo e explorar toda a sua funcionalidade biolégica.

Palavras-chave: Cromatografia. Andlise composicional. Triagem Virtual Inversa.



Chemical characterization and biological activities in silico of herbal medicines
based on Aesculus hippocastanum L., Mikania glomerata S. and Rhodiola résea
L.

AUTHOR: Tayanne Andrade dos Santos

ADVISOR: Prof. Dr Erik Galvao Paranhos da Silva

ABSTRACT

The concern with health and well-being, combined with the lack of time to maintain a
healthy diet has the effect of increasing the demand and consumption of herbal
medicines. Thus, the present work aimed to perform the chemical characterization and
the evaluation of the biological activities in silico of herbal medicines based on
Aesculus hippocastanum L., Mikania glomerata S. and Rhodiola résea L.. Chemical
characterization was carried out through the determination of bioactive phenolic
compounds by HPLC-DAD (High Performance Liquid Chromatography - Diodearray
Detector). The analysis in the HPLC-DAD was carried out in order to define the
characteristic profiles of the chemical composition of each sample. The samples
presented profiles of different bioactive phenolic compounds found, portraying the
differences between the metabolites found in each herbal medicine. Eellagic acid,
ferulic acid, p-cumaric acid, syringic acid, cinnamic acid, vanylic acid, quercetin and
canferol were found for Aesculus hippocastanum L.; for Mikania glomerata S.,
chlorogenic acid, caffeic acid, quercetin and canferol were found, and for Rhodiola
rosea L., chlorogenic acid, catechin p-cumaric acid and canferol were found.
The retention times varied between 9.763 and 15.724 and all peaks were found within
the parameters of the pre-established markers. The prediction of activities in silico was
made using the Inverse Virtual Screening (IVS) methods, using the ChemProt 2.0
server. Based on the prediction of in silico activities, several potential targets were
determined for each substance analyzed, reinforcing the importance of these studies.
Toxicity analyzes of the phenolic compounds found through the GUSAR server were
also carried out. Acute toxicity analyzes showed low toxicity of the analyzed
substances, with catechin and canferol having the lowest toxicity values among the

analyzed compounds. The mineral composition analysis was also performed using the



MIP OES. Regarding the mineral composition of these herbal medicines, the highest
concentration found was phosphorus (281.07 £ 0.12 pg g-1) in Rhodiola rosea L. and
the lowest concentration was iron (8.683 = 4.85 ug g-1) quantified in Mikania glomerata
S.. Thus, it is noted that phytotherapics constitute a diversified source of compounds
with varied chemical and biological activities, and by better knowing their functionalities
and target proteins, it's possible to improve their performance in the organism and

explore all of their biological functionality.

Keywords: Chromatography. Compositional analysis. Inverse Virtual Screening.
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1 INTRODUCAO
As plantas medicinais vém sendo utilizadas desde a antiguidade para fins
terapéuticos. Ao longo dos anos o uso e comercializacao de fitoterapicos tem ganhado
mais destaque devido ao seu baixo custo e toxicidade, deste modo as politicas
publicas em relagdo ao controle de qualidade e a obtencdo de critérios como

seguranca, eficacia e qualidade tém se intensificado (1).

A busca por estes produtos, vinculada com a necessidade de controle de
qualidade mais rigorosos, expandiu as descobertas de algumas propriedades dos
componentes produzidos pelas plantas através de seu metabolismo secundario.
Dentre os metabdlitos secundarios podemos citar os compostos fendlicos, cujos
estudos tém ganhado grande destaque. Os compostos fendlicos sdo amplamente
distribuidos no reuno vegetal, formado por um grupo de metabdlitos secundarios eles
possuem propriedades que vao desde atividades anti-inflamatérias, antivirais e
antibacterianas, até atividades antitumorais, além de possuirem propriedades
antioxidantes (2) (3).

A classificacdo dos compostos fendlicos pode ser realizada através da
diferenciacdo do numero de carbono constituinte com a estrutura da base fendlica,
desta forma eles podem ser distinguidos como acidos fendlicos, cumarinas,
flavonoides e taninos, amplamente distribuidos no reino vegetal, conferindo distintas

propriedades terapéuticas (4).

Os fitoterapicos, Aesculus hippocastanum L, Mikania glomerata S. e Rhodiola
rosea L. sdo conhecidos e utilizados no Brasil, sendo popularmente chamados de
“castanha da india”, “guaco” e “raiz do Artico”. S&o utilizados primariamente para o
tratamento da insuficiéncia venosa, doenca no trato respiratorio e demanda fisica e/ou

mental excessiva (5) (6) (7).

Atualmente o monitoramento da qualidade das formas farmacéuticas orais tem
ganhado grande repercussdo e embora haja grandes quantidades de testes de
gualidade para drogas sintéticas a sua utilizacdo produtos em naturais ainda nao é
amplamente realizado. Dentre os métodos de analise que podem ser utilizados para
a determinacao de compostos fendélicos tem ganhado grande destaque o CLAE-DAD,

principalmente por possuir alta resolucéo, seletividade e rapidez de analise (8) (9).
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Os fitoterapicos em sua grande maioria sdo consumidos na forma oral, desta
forma o estudo de sua composi¢céo mineral tem ganhado destaque, visto a importancia
de garantir o seu valor nutricional e seus efeitos benéficos a saude (10) (11).

Desta forma, este estudo teve como objetivo caracterizar quimicamente o0s
fitoterapicos Aesculus hippocastanum L., Mikania glomerata S. e Rhodiola résea L. a
partir da determinagdo dos seus metabolitos secundarios, utilizando o CLAE DAD.
Com posse destes dados utilizou-se a Triagem Virtual Inversa para a predicao in silico
de alvos bioldgicos. A predicdo in silico também foi utilizada para determinar os
valores de letalidade média (DLso) dos compostos fendélicos encontrados. Foram
avaliados também a composicdo mineral destes medicamentos empregando o MIP
OES.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fitoterapicos

A fitoterapia resulta do estudo de extratos naturais que podem ser utilizados para
o tratamento ou prevencao de enfermidades, auxiliando assim o atendimento médico.
O objeto do estudo da fitoterapia sdo os fitoterdpicos, medicamentos extraidos
exclusivamente de plantas medicinais. A preparacdo de medicamentos a base de
plantas foi e vem sendo utilizadas por milhares de anos, constituindo-se a partir de
uma unica erva ou uma combinacédo de plantas, com o intuito de potencializar e/ou

melhorar seu fim terapéutico (12) (13).

Os fitoterapicos foram oficialmente reconhecidos para fins de tratamento em
1958 pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), recomendando além do seu uso,
estudos referentes aos mesmos, a fim de se ter controle de qualidade nos
medicamentos fitoterapicos vendidos (12).

Segundo dados da OMS, 80% da populacédo de paises em desenvolvimento
utilizam para a atencao priméria praticas tradicionais, e desse total, 85% fazem uso
de plantas medicinais. Deste modo ao longo dos anos varios paises implementaram
em seus orgcamentos programas de incentivo de estudo das plantas medicinais (14)
(15) (16).

Existe um crescimento consideravel no uso de fitoterdpicos pela populacao
brasileira. No Brasil 20% da populacdo consome 63% de medicamentos alopaticos,
sendo que o restante busca fontes alternativas de origem natural, especialmente as
plantas. Os motivos referentes a esse aumento estdo relacionados aos avancos
ocorridos na area cientifica o que possibilita o0 desenvolvimento de novos fitoterapicos
e ao aumento da procura por terapias alternativas e menos agressivas para a atengao
primaria (14) (17).

No Brasil o governo federal aprovou em 2006 a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos cujo objetivo primordial € o de “garantir a populagéo
brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional”. Tal Politica Nacional parte de uma concordancia

das politicas publicas nas areas da saude, meio ambiente, econbmica e do
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desenvolvimento social visando promover melhorias na qualidade de vida da

populacéo brasileira (18) .

A partir do aumento do consumo e comercializacao de fitoterapicos no Brasil se
fez necessario a criacdo de normas reguladoras a fim de registrar os medicamentos
fitoterapicos produzidos e consumidos no pais. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) descreve na RDC N° 26 de 13 de maio de 2014 as categorias dos
medicamentos fitoterapicos e estabelece requisitos minimos para o registro destes

medicamentos (19).

2.2 Controle de qualidade de plantas medicinais

A partir do alto consumo de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil e no
mundo se fez necessario a criacdo de normas e resolucdes a fim de se atestar a
identidade, qualidade, eficacia e seguranca dos fitoterapicos vendidos. Para isso no
Brasil a ANVISA estabeleceu o Padrao de Identidade e Qualidade (P1Q) (19).

O PIQ determina um conjunto de atributos que podem ser quantitativas e/ou
gualitativas, definindo um teor de qualidade minimo de determinado produto. Esse
teor minimo se faz necessério para que possam ser avaliados e validados a eficacia
e seguranca de plantas medicinais e fitoterapicos. Tais parametros que ndo séo
validados através do uso tradicional, sdo comprovados através de ensaios clinicos,
toxicologicos e farmacolégicos, in vitro e in vivo, a fim de demonstrar fatores como

atividade terapéutica, efeitos adversos e toxicidade em seres humanos (20) (21).

A qualidade dos fitoterapicos deve ser realizada como citado anteriormente via
parametros evidenciaveis e bases cientificas. Em procedimentos de andlise de
gualidade se preconiza o uso de métodos fisico-quimicos e bioldgicos a fim de
determinar a eficAcia e seguranca destes materiais. Fica evidenciado que
determinados parametros podem sofrer alguma variacdo em decorréncia da
procedéncia do material como variacdo composicional, pureza, caracteristicas

fenotipicas e atividade farmacologica (22) (23).

Vale ressaltar que o controle de qualidade de medicamentos de origem vegetal
vai muito além da anélise da matéria-prima pronta em si, mas compreende o controle
de varidveis desde a colheita até a pds-comercializagdo(farmacovigilancia), a partir do
monitoramento continuo de todas as etapas. Deste modo agéncias reguladoras

determinam que a qualidade de amostra a base de extratos vegetais deve ser avaliada
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como um todo. Nesta vertente a metabolémica tem ganhado grande destague no
mapeamento quimico de fitocomplexos, cuja prioridade é a identificacdo de
metabdlitos secundarios que caracteriza distingdes entre amostras obtidas em
condi¢des distintas. Esse perfil metabolico pode ser utilizado como referéncia no
controle de qualidade de fitoterapicos (12) (24) (13).

2.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao substancias que apresentam um ou mais grupos
aromaticos, nos quais estao contidos substituintes hidroxilados e/ou seus derivados
funcionais. Recentemente tem sido objeto de grande interesse terapéutico e cientifico,
visto que diversos estudos apontam importantes atividades biolégicas vinculadas a
eles. Dentre 0s quais podemos citar propriedades antimicrobiana, antitumoral, anti-

inflamataria, cicatrizante, vasodilatadora e antialérgico (25) (26) (27) (28) (29).

Compostos fendlicos

Figura 1. Esqueletos de base a partir dos quais os compostos fendlicos de origem vegetal sdo
derivados (30)

O modo como os compostos fendlicos séo classificados ainda ndo esta bem
elucidado, e uma possivel classificacdo pode ser realizada a partir da diferenciacdo
do nimero de atomos de carbonos constituintes conjuntamente com a estrutura do
esqueleto da base fendlica, distinguindo fendis simples de polifendis, como mostra a
Figura 1 (30).

A classificagcdo dos fenois simples advém dos grupos funcionais que eles
apresentam, podendo ser distinguidos como &cidos hidroxibenzoicos e

hidroxicinamicos. Os acidos hidroxibenzoicos, a maior familia de acidos fendlicos,
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possui um esqueleto de sete carbonos (Ce-C1) e se derivam a partir do acido benzaico.
Entre os pertencentes a esta familia podemos citar o acido galico, vanilico, siringico e
o clorogénico. Ja os hidroxicindmicos possuem nove atomos de carbono(Ce-C3) com
ligacdo dupla na cadeia lateral, podendo ter configuracdes cis ou trans. Fazem parte
desta familia o acido ferdlico, cafeico, e p-cumarico, presentes principalmente em
frutas, bebidas, café e cereais. A Figura 2 mostra a estrutura basica do acido benzéico
e cinamico (4) (31).

A) B)
H.z H] HE Fh

Rz COOH Ra CH=CH=COOH

R4 R4

Figura 2. Estrutura basica dos acidos fenélicos. A) acido benzéico e B) acido cinamico (2)

Ao acido cindmico e seus derivados séo reportados inumeros efeitos
terapéuticos como efeito antioxidante (28), anti-inflamatoério (25) e cicatrizante (32).
Estudos recentes ainda apontam que o acido trans-cinamico aumenta a capacidade
de células de exercer a fagocitose e que o acido p-cumarico possui a capacidade de

eliminar radicais livre, tendo sido demonstrado também atividade anti-Ulcera (33).

Os flavondides compdem o maior grupo de compostos polifendlicos de origem
vegetal, sendo formados por 15 carbonos (Cs - C3- Cs). Sua estrutura basica € formada
por dois anéis aroméaticos (A e B) unidos por uma ponte de 3 carbonos (Figura 3) (1).
A classificacdo dos flavondides ocorre através da diferenciacdo dos niveis de
oxidacao e no padrao de substituicdo do anel C, dentre eles podemos citar os flavonois
(quercetina, canferol, miricetina e catequina), flavonas (luteolina e flavona) e
flavanonas (flavanona, naringina e hesperetina). Em compostos individuais, dentro de
um mesmo grupo, a diferenciacdo ocorre pela distingdo de substituicdo dos anéis A e
B (25) (34) (35) (36).

Figura 3. Estrutura basica dos flavonoides (2)
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As atividades biolégicas dos flavondides séo bastantes diversificadas devido
entre outros fatores a complexidade de sua estrutura quimica, bem como da
disparidade de suas moléculas. Dentre as atividades biol6gicas descritas dos
flavondides temos sua protecdo para doencas cardiacas e o céancer e atividade
antioxidante, que esta diretamente relacionada com sua aptiddo de doar atomos

(hidrogénio, elétrons ou quelatos de calcio) e eliminar radicais livres (1) (33).

Os taninos sdo compostos fendlicos que geram grande interesse biologico e
econdbmico, possuem habilidades de formar complexos insoliveis com gelatinas,
proteinas e alcaloides. Sao classificados de acordo com estrutura quimica e se
dividem em dois grupos: hidrolisdveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis sao
ésteres de acidos elagicos glicolisados e acidos galicos (Figura 4), formados a partir
do chiquimato, no qual os grupos hidroxila do acucar séo esterificados com acidos
fendlicos. A atividades farmacoldgica dos taninos vado desde acdo bactericida,
fungicida e antiviral até propriedades antidiarréica e hemostatica essas Ultimas
atribuidas a sua capacidade de complexacdo com polissacarideos, ions metalicos e
proteinas (37) (38).

COOH
HO OH

OH
Acido gaélico Acido elagico

Figura 4. Estrutura do acido galico e do acido elagico

Entre as diversas técnicas de separacdo utilizadas para determinacdo de
compostos fendlicos em fitoterapicos podemos citar: CLAE (39), UPLC (40), ESI-MS
(2), CLAE-EM (1) e UV-VIS (41).

Dentre as técnicas acima citadas a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) tem sido reconhecida como a técnica mais versatil, sendo ela em muito dos
casos suficiente, deixando deste modo de ser usado procedimentos mais complexos

de preparacéo de amostra (39) (42).
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2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de

diodos (CLAE DAD)

A utilizacdo do CLAE em analises analiticas de compostos fendlicos bioativos
tem se destacado como uma das técnicas mais importantes de analise, visto a sua
rapidez e eficiéncia. Esta técnica possui varias vantagens como a facilidade em
operar, ser automatizado, possuir alta resolucéo, alta seletividade e sensibilidade,
velocidade, além da possibilidade de acoplamento a diversos detectores (8) (42) (43)
(44).

A técnica de CLAE é estabelecida como um método de bases fisico-quimicas
no qual ocorre a separagcdo de componentes de uma mistura, realizada a partir da
distribuicdo entre duas fases, sendo que uma fase permanece estacionaria enquanto
a outra se move através dela. A representacdo esquematica de um equipamento &
mostrado abaixo (Figura 5), € composto basicamente por um reservatorio de
solventes, valvulas de controle de entrada, saida, mistura, injecdo e descarte, uma

bomba de alta presséo, coluna cromatografica, detector e registro de dados (45) .

Fonte de

hélio regulada I

Walvula de controle

de saida
\ p

deveand )
Amortecedor seartq
de pulsos r_
Reservatorios h Valvula de WValvula de
de solvente Filtro ' controle drenagem
Sparger go Bomba de entrada
cntrada
LN J
l Seringa de preparac¢io inicial
Walvula de mistura proporcional
Para o detector — Y[ —
Coluna Regulador de Filtro

Transdutor

_ contrapressio
de pressdo

Wialvula de injecdo
Figura 5. Componentes basicos de um Cromatédgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (45)

Os instrumentos modernos de CLAE, sdo equipados com um oOu mais
reservatérios de gas contendo 500 mL, sendo de extrema importancia tomar medidas
para remover 0s gases e particulas dissolvidas. O sistema de bombeamento de alta
pressao utilizado no equipamento tem a funcéo de transmitir um fluxo reprodutivel e
constante da fase mével para a coluna, devendo apresentar resisténcia a corrosao de

uma grande variedade de solventes. Dentre principais exigéncias de um sistema de
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bombeamento temos: operar a pressdes de até 6.000 psi(lb in 2); a saida deve ser
livre de pulsagdo; intervalo de vazao entre 0,1 a 10 mLmine reprodutibilidade de
vazédo de 0,5% ou melhor. O sistema de injecdo mais empregado na introducdo de
amostra € baseado em um sistema com alca de amostragem capaz de fornecer

tamanhos de amostra entre 1 e 100uL ou mais (45) (46) (47).

Os detectores mais amplamente utilizados no CLAE sdo os baseados na
absorcao de radiacdo UV/VIS, sendo, portanto, seletivos em moléculas que possuem
cromoforos. Os detectores de fotodiodos (DAD — do inglés, diode array detector)
bastante utilizados em instrumentos mais modernos de andlise oferecem um largo
espectro UV favorecendo sensibilidade e a confiabilidade a técnica. A técnica CLAE
DAD possui vantagens dentre as quais estd a de separar individualmente os
compostos, acarretando ndo sé em dados de concentracdo dos compostos fendlicos,
mas também em suas quantificagcdes. Em relacéo as desvantagens podemos citar a
coeluicdo de varios destes compostos e altos limites de quantificacdo e deteccdo o
gue em determinados casos prejudicam a analise de alguns desses compostos
fendlicos. Apesar de sua limitacdo o DAD se mostra uma das técnicas mais
promissoras em analises de plantas devido a sua absor¢cdo no UV(200-400) o qual
ocorre devido a presenca de uma ou mais substancias com uma ou mais ligagdes

duplas ou elétrons desemparelhados (9) (48) (49) (50).

As colunas utilizadas no CLAE s&o geralmente de aco inoxidavel com
comprimento de 5 a 25 cm e diametro interno de 3 a 5 mm. As colunas sao
empacotadas a partir de suportes de alta resolucéo e séo reaproveitadas, ndo sendo
necessaria sua regeneracdo, o que diminui a quantidade de residuos no meio
ambiente (45) (49) (51).

2.5 Aesculus Hippocastanum L.

O Aesculus Hippocastanum L. ou “castanha da india” como é popularmente
conhecida € nativa da Zona Temperada do Norte, mais especificamente dos Balcas,
regido do Caucaso (Figura 6). Atualmente por sua facil adaptacao é cultivada ao redor
do mundo em parques, jardins e em torno de grandes avenidas metropolitanas. A
castanha da india € uma droga vegetal formada por sementes maduras e dessecadas
(52) (53).
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Figura 6. Folhas e frutos do Aesculus hippocastanum L.

A utilizac&o deste fitoterapico na terapéutica vem ocorrendo desde o século 18
como antifebril, um século depois ja havia relatos de sua atividade antiedematogénica.
Recentemente estudos apontam a grande eficiéncia dessa planta no tratamento de
insuficiéncia venosa cronica, edemas pos-operatorio, acado vascular e anti-inflamatoria
(7) (54).

2.5.1 Fitoquimica

A parte utilizada da planta para fins medicinais sdo as sementes, podendo
também em alguns casos serem utilizados as folhas e frutos em concentracdes
menores. A composi¢cdo quimica desta planta € bastante variada sendo encontrado
saponinas (principalmente a escina e prosapogenina), flavonoides (principalmente
guercetina e canferol), taninos, 6leos, dentre outros. Nas folhas, brotos e tegumento
das sementes ainda podem ser detectados epicatequinas, e tracos de
proantocianidinas Az. As sementes do Aesculus Hippocastanaceae L. contém ainda
gomas, proteinas (globulinas, L- triptofano, L-lisina e hipocastaninas), purinas
(guanina, adenosina e adenina), acucares e gorduras (acidos oleico, linoleico,

palmitico e esteérico) antioxidantes cumatinas esculina e fraxina (55) (56) (57) (58).

Os flavonéides também presentes nas sementes do Aesculus
Hippocastanaceae L. tem como principal funcédo a protecéo contra agentes oxidantes.
Nesse fitoterapico se encontram em sua maioria da forma de agliconas, flavondéides
gue ndo possuem acglUcar em sua estrutura, sendo mais abundantes a quercetina e
canferol (54).

Outro grupo encontrado € o tanino substancias fendlicas encontradas em
partes do vegetal. A funcéo deste grupo fendlico € a de conceder resisténcia ao ataque

de insetos e fungos e retardar a decomposicéo de tecidos. Na castanha da india o
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tanino € representado pela proantocianidinas, oligdmeros ou polimeros formados a

partir da condensacao oxidativa de flavondides (59).

Além desses compostos citados, também sdo encontrados nas sementes
porcoes de 6leos (até 7%) que sao formados por acidos graxos e glicerol. O principal
acido graxo encontrado é o 4cido palmitico, acido saturado formado por cadeia longa
de carbonos. Sdo encontrados também o acido laurico, oleico, estearico e
araquidénico (60).

2.6 Mikania glomerata S.

A Mikania glomerata Sprengel, conhecida popularmente por “guaco”, pertence a
familia Asteraceae. Nativa da flora brasileira, tem ocorréncia espontanea nos estados
de Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Espirito
Santo, fora do pais ela se encontra em todos os continentes, exceto na Antartida
(Figura 6). A familia da Asteraceae compreende a uma das maiores familias de
angiospermas (25.000 espécies) pertencentes a 1.600 géneros, representando no
total 10% da flora mundial (61) (62) (63) (64).

Figura 7. Distribuicdo da familia Asteraceae pelo mundo [33]

A Mikania glomerata S. é uma planta de porte subarbustivo, considerada uma
trepadeira volavel, com ramos estriados, glabros e cilindricos. Seu caule é cilindrico
lenhoso, com coloracdo que vai do castanho até o verde claro. As folhas séo
pecioladas, agudas aviando entre 10 e 15 cm de comprimento, possuindo margens
inteiras e sinuosas com bases arredondadas. Tem como habitat as margens dos rios,
orlas de matas, terrenos de aluvido, além de boa adaptacdo ao cultivo doméstico
(Figura 8) (65) (66) (67).
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Figura 8. Folhas e frutos da Mikania glomerata S.

Para fins medicinais o guaco hoje é largamente utilizado como broncodilatador
e expectorante em tratamentos de enfermidades no aparelho respiratorio, tais como,
asma, bronquite, sinusite e tosse (63). Sdo proferidas também a este fitoterapico
acOes anti-inflamatdria (68), antialérgica (69), antibacteriana (68), antifingica (70) e

antiespasmadica (71).

2.6.1 Fitoquimica

A cumarina(1-2-benzopirona) (Figura 7) de acordo com a ANVISA é o marcador
guimico da Mikania glomerata S., por ser este o constituinte principal. Ao contrario da
maioria das cumarinas cuja biossintese € através do acido 4-cumarico, a formacao da
cumarina ocorre através do acido 2-cumarico. O inicio da biossintese ocorre com o
cinamato via 2-hidroxilase se transformando em trans-2-coumarato. Ocorre entao uma
segunda transformacdo em [(3-D-glucosyl-2-coumarato via glucosiltransferase, o
glicosideo é entdo isomerizado ao acido cis-coumarinico-g-D-glucoside e este em
seguida, sofre uma hidrélise enzimatica perdendo a glicose, se transformando no

acido cumarinico que se lactoniza (64) (72) (73) (74).

~

O O

Figura 9. Estrutura quimica da cumarina.

Além da cumarina, composto majoritario da Mikania glomerata S. também sao
encontrados o0s sesquiterpenos e diterpenos, estigmasterol, acido clorogénico,

flavondides, guacosideos , resinas, taninos e saponinas (75) (76) .

Outros componentes também sdo encontrados, conhecidos como metabdlitos

secundarios, dentre eles podemos citar o acido palmitico, fitol, friedelina e
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estigmasterol. Oleos essenciais também s&o relatados principalmente o B-cubebeno
e espatulenol (15) (77) (78).

2.7 Rhodiola Rosea L.

Rhodiola rosea L, conhecida popularmente por “roreroot” ou “raiz do Artico” é
uma planta medicinal usada largamente na Europa e Asia. Pertencente a familia
Crassulaceae, subfamilia sedoideae e género Rhodiola, cresce em solo arenoso seco
em altas altitudes, sua planta pode atingir alturas de 70 centimetros, produzindo flores
amarelas que ao serem cortadas exalam cheiro de rosas. Seu uso data 0os povos
indigenas antigos da Sibéria na qual sua utilizacédo era devido a suas propriedades
adaptogenas, ou seja, sua capacidade de realizar o estimulo do sistema imunoldgico(
Figura 10) (79) (80) (81).

Figura 10. Folhas e frutos do Rhodiola Rosea L.

O largo uso deste fitoterapico ocorre devido as suas propriedades estimulantes
sobre o sistema nervoso central, sendo, portanto, utilizado no tratamento de fadiga,
depressao, dores de cabeca, stress, ansiedade e estimulante fisico e mental. Estudos
ainda apontam seus efeitos sobre funcdes cognitivas, efeitos endocrinos, anti-

inflamatérios, antiarritmicos, antimutagénicos e antitumorais (5) (82) (83).

2.7.1 Fitoquimica

Analises fitoquimicas das raizes do Rhodiola rosea L. despontam a presenca de
diversos compostos tais como taninos, acidos fendlicos (clorogénico, gélico e
hidroxicinamico), flavonoides (gossipetina, canferol e herbacetina), glicosideos
feniletandides(salidrosideo), glicosideos fenilpropanoides(rosin, rosavin e rosarin),
monoterpenos ( rosiridol e rosaridina) , triterpenos ( B-sitosterol) , catequinas, além de
acidos organicos e outros glicosideos. As catequinas exibem propriedades
antioxidantes e podem proteger o organismo contra os efeitos maléficos dos radicais

livres e formas reativas do oxigénio. Os marcadores genéticos da espécie sdo o
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rosiridol e a rosaridina descrito em varios estudo como marcadores essenciais nessa
espécie (79) (84) (85) (86).

2.8 Espectrometria de emissdo atdbmica com plasma induzido por

microondas (MIP OES)

Técnicas de espectrometria de emissdo atbmica tém sido largamente utilizada
no campo cientifico, principalmente quando se deseja realizar determinacdes
multielementares. Esta técnica analitica se baseia na decomposicdo de uma
substancia em atomos ou ions que pode ser feita através de uma chama, forno ou
plasma. E utilizada na espectroscopia atdmica fendmenos que envolvem os elétrons
de valéncia, no qual os elementos podem ser determinados através da emissao,

absorcao ultravioleta ou radiacao visivel (45) (87).

A partir da modernizacao dos equipamentos e da busca de métodos cada vez
mais sensiveis e precisos, foram surgindo ao longo dos anos diversos métodos de
atomizacdo, dentre eles podemos citar a Espectroscopia de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado, (ICP-OES), a Espectroscopia de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), a Espectroscopia de absorcéo atémica (FAAS) e a
Espectroscopia de emissao atdmica com plasma induzido por microondas (MIP OES).
As diferencas basicas entre estas técnicas estdo na temperatura de atomizacéo e no

tipo de espectroscopia realizada (45).

Uma das técnicas que tem ganhado grande atencdo nas Ultimas décadas é a
Espectroscopia de emissao atbmica com plasma induzido por microondas (MIP OES).
Seu uso esta sendo altamente difundido pincipalmente devido ao seu menor custo
agregado, baixos limites de deteccdo e por realizar andlises multielementares. A
principal diferenca desta técnica para as demais é a utilizacdo do gas nitrogénio em
vez do argonio o que reduz significativamente o custo operacional (11) (88).

As propriedades do plasma de nitrogénio se diferenciam das do plasma de
argbnio, deste modo elas devem ser consideradas ao projetar-se a andlise. Dos
atributos mais importantes desta diferenca temos a temperatura, que é mais baixa, e
diferencas significativas na propriedade redox. A temperatura operacional do plasma
de nitrogénio € em torno de 7.000 ° C, o que pode provocar a hao ionizagao de alguns
dos elementos analisados, ndo sendo, portanto, a melhor opcéo as linhas de ions para
a andlise. No entanto, este ndo é necessariamente um problema, visto que boa parte

dos elementos possuem linhas de atomos livres de interferentes e com intensidade
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aceitavel para realizarem afericbes em faixas altas (ug L) e/ou baixas (ng L) (11)
(89) (90).

O MIP OES, assim como as demais técnicas de espectroscopia atbmica possui
por objetivo a identificacdo e quantificacdo de concentracdes em diferentes tipos de
materiais, se distinguindo das demais como ja citado pelo uso do géas nitrogénio. Este
instrumento analitico, no qual se consegue analisar multiplos elementos de maneira
eficaz e rapida, utiliza um conjunto de excitagdo por micro-ondas a fim de criar um
campo magneético axial concentrado em torno de uma tocha convencional. Nesta
técnica a intensidade de cada linha emitida sera diretamente proporcional com a
concentracéo do elemento em particular (11).

2.9.1 Aplicacdo do MIP OES na aplicacao de fitoterapicos

2.9 Triagem Virtual Inversa

A Triagem Virtual Inversa (TVI), consiste em banco de dados de estruturas
proteicas que possuem alguma relevancia farmacolégica, a partir do qual se baseia in
silico, receptores farmacologicos que possuem atuacdo para determinado ligante de
interesse. A utilizacdo da TVI se baseia na procura de substancias que tenham uma
maior probabilidade de se ligarem a alvo especifico, se utilizando de servidores nos
guais possuem grandes variedades de moléculas em suas bibliotecas. A identificacédo
de alvos provaveis permite que possamos realizar uma previsao da bioatividade da
molécula consultada. O objetivo, portanto, da TVI é o de identificar os alvos que sé&o
mais provaveis a partir da molécula consultada (91).

Existem varios servidores que podem ser utilizados para a determinacdo da
bioatividade de moléculas a fim de que possa ser previsto alvos proteicos com base
no banco de dados. As provaveis bioatividades de uma determinada molécula se

baseia em critérios de afinidade molecular, semelhanca estrutural ou fingerprints (92).

2.9.1 Método de similaridade

Métodos simples para a previsdo de alvos sao aqueles que se baseiam na
semelhanca quimica e no conhecimento da bioatividade de diversas moléculas. Os
alvos utilizando este método séo preditos atraves da identificacdo de proteinas com
ligantes conhecidos, os quais possuem semelhanca com a molécula estudada.
Quando se trata de moléculas pequenas no qual se utiliza 0 método de similaridade

elas sao representadas como fingerprint quimico, no qual consiste em formas nas
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guais a estrutura molecular pode ser codificada. A comparacao do fingerprint de uma
molécula com outra é feita através do coeficiente de tanimoto (CT) que quanto mais
proximo de 1, mais semelhantes sdo os dois compostos comparados, sendo
consideradas semelhantes quando apresenta coeficiente de tanimoto (CT) maior que
0,85.Diversos servidores possuem essa capacidade de descrever a bioatividade de

milhares de moléculas, dentre os quais citamos 0 ChEMBL e o ChemProt 2.0 (91).

O ChemProt 2.0 € um servidor que parte do pressuposto de que compostos de
possuem estruturas parecidas tém também bioatividades semelhantes, codificando a
estrutura quimica através do seus diferentes fingerprint. Nele as proteinas que

possuem mais de cinco ligantes conhecidos séo consideradas (91) (93).

2.9.2 Predicao de toxicidade aguda das moléculas

O servidor GUSAR Antitarget/Toxicity Prediction usa como base de dados o
Banco de Dados de Toxicidade SYMYX MDL (SYMYX MDL Toxicity Database
including RTECS). Neste banco existe cerca de 10.000 estruturas quimicas com seus
respectivos dados de toxicidade aguda em ratos. Os valores de classes sao dispostos
entre 1 e 5 para cada via de administracdo, no qual o valor 1 representa a via mais
toxica e a 5 a menos téxica. Quando os valores séo tidos acima de 5 é dito que a

molécula n&o é téxica pela via analisada (94).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Caracterizar quimicamente e avaliar as atividades biolégicas in silico de
medicamentos fitoterapicos a base de Aesculus hippocastanum L., Mikania glomerata
S. e Rhodiola résea L..

3.2 Objetivos especificos
Determinar e classificar a presenca do acido clorogénico; acido cafeico; acido elagico;
acido ferulico; &cido galico;acido p-cumarico; &cido siringico; acido T- cinamico; &cido
vanilico; catequina; quercetina e canferol nos fitoterapicos Aesculus hippocastanum

L., Mikania glomerata S. e Rhodiola résea L.

Determinar as concentracfes de minerais em amostras de Aesculus hippocastanum

L., Mikania glomerata S. e Rhodiola résea L.

Avaliar e predizer in silico novos alvos biologicos para os constituintes quimicos
identificados no Aesculus hippocastanum L., Mikania glomerata S. e Rhodiola résea
L.

Realizar uma predicéo in silico de valores de letalidade média (DLso) dos compostos

fendlicos encontrados.

32



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

Neste estudo foram coletados de farmécias diferentes de Vitéria da Conquista
trés amostras para estudo, o Fisioton (Rhodiola résea L.) do laboratério Aché, lote
(1901603), Varivax (Aesculus hippocastanum L.) do laboratério Natulab, lote (41228)
e 0 Xarope de Guaco (Mikania glomerata S.) também do laboratério Natulab, lote
(22715).

4.2 Reagentes e padrdes

4.2.1 CLAE DAD

Os solventes foram adquiridos da empresa Sigma Chemical Company (St.
Louis, EUA), sendo utilizados os acidos ferulico, galico, cafeico, clorogénico,
transcinamico, elagico, p-cumarico e siringico; quercetina; (+) catequina, canferol, (t)
-6-hidroxi-2, 5, 7, acido 8-tetrametilcromeno 2-carboxico (Trolox) (= 99%), todos os

solventes (qualidade para CLAE).

O metanol grau CLAE, tungstato de sédio, vanilina e acido fosfomolibdico da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Acido acético glacial grau de CLAE de JTBaker (Phillipsburg,
EUA). Carbonato de sodio e cloreto de aluminio de Exodo Cientifica (S&o Paulo,
Brasil). Persulfato de potassio, hidroxido de potassio, etanol, metanol, cloroférmio,
acetato de etila, dietilamina, éter etilico, tolueno, &cido formico, acido sulfdrico, acido
cloridrico e acido fosférico da Synth (S&o Paulo, Brasil). Agua ultrapura do sistema de

purificacdo Gehaka Master P&D (Sao Paulo, Brasil).

4.2.2 MIP OES

Todas as solucdes foram preparadas com reagentes de grau analitico e 4gua
ultrapura. Os experimentos foram realizados utilizando HNOs (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) e HCI (Cromoline Quimica Fina, SP, Brasil). As solu¢fes padrdo
foram preparadas a partir de solugées estoque de 1000 mg L de Al, As, Ba, Co, Cr,
Cs, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Sr (Agillent, United States). As solugdes
foram preparadas a partir de solucdes estoque de referéncia a partir de taxas e
diluicbes adequadas necessarias para preparar a solucdo de referéncia de
multielementos. As concentracGes finais variaram de 0,1 a 5,0 mgL! para

micronutrientes e 5,0 a 150,0 mgL™* para macronutrientes.
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4221 Materiais

Todos material de laboratério foi descontaminado em solucdo de HNO3 a
10% (vw') banho por 24 horas e enxaguados com Aagua de alta pureza.
Posteriormente, todos foram secos sob condicbes de ar limpo a temperatura

ambiente, lacrado com papel flme e armazenados para posterior uso.

4.3 Preparacédo do extrato para anélise no CLAE DAD

Os medicamentos fitoterapicos Aesculus hippocastanum L. e Rhodiola résea L.
passaram por um processo de retirada do revestimento na qual os comprimidos
ficaram imersos em 30 mL de &cido cloridrico concentrado 37% por respectivamente
8 e 10 minutos. Apds esse tempo os comprimidos foram retirados da imersdo e
deixados a temperatura ambiente por 7 horas até serem macerados para posterior

pesagem (3).

Amostras de 0,5 g de Aesculus hippocastanum L., Mikania glomerata S. e
Rhodiola rosea L. foram pesadas em triplicata e adicionadas a elas 30 mL de metanol
e 100 uL de acido cloridrico concentrado. Os extratos foram dispostos em uma
incubadora com agitacdo por 30 min a 300 rpm, apds esse momento estes extratos
foram filtrados e concentrados em um rotaevaporador RV 10 a 40° C e 40 mbar. O
material derivado foi solubilizado em 1,5 mL de metanol e filtrado em filtro seringa de
PTFE (0,45 pm) antes da andlise via CLAE DAD (3).

4.4 Instrumentos e condicdes cromatograficas

A analise cromatogréfica foi realizada em um Shimadzu (Shimadzu Scientific
Instruments, Japédo) sistema de cromatografia liquida, que consiste de uma bomba
guaternaria de alta presséo (LC-20AD, Shimadzu); vacuo desgaseificador; injector de
alta presséo valvula manual (20 pg injecgao circular) e um sistema de detecgao de
arranjo de fotodiodos (PDA) (SPD-20A, Shimadzu). Equipado com uma coluna
“Licrhorspher @” RP 18 (Agilent), 5 y m, 4,6 x 250 mm, controlado por software LC-
System.

A separacdo por cromatografia foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Santos et al. , 2017 (95), em uma Lichrospher ® Coluna RP 18 (5 ym, 4,6
x 250 mm) da Agilent (Alemanha), a 40°C com solventes analiticos, constituindo uma
mistura binaria de eluicédo constituida por metanol (grau CLAE), com (A) 1,0% de acido
acético (vw') e (B) (metanol). A andlise cromatografica foi realizada por 40 minutos a
uma vazao constante de 1,0mL.min~'. O programa de gradiente foi o seguinte: 0-10
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min, 100% A; 10 a 20min, 70% A; 20-30 min, 10% A; 30 a 37 min, 70% A e 37 a 40
min, 100% A.

4.5 Método de digestéo

A digestdo em bloco digestor (DB) ocorreu em um bloco digestor da marca
Tecnal modelo TE 007 MP. Foram utilizadas aproximadamente 200 mg de cada
amostra e em cada tubo foram adicionados 1mL de 30% (vv - ') H202 e 3,0 mL de
99,5% (vv- 1) HNOsz (3). Todos as experiéncias foram realizadas em triplicata. O
programa de aquecimento foi realizado em quatro etapas sucessivas, os intervalos de
tempo empregados foram (10 min, 20 min, 30 min e 2 h, no qual a cada intervalo se
aumentava a temperatura em 30°C. A temperatura maxima atingida foi de 120°C e o
processo levou 3 horas. Ao finalizar o processo de digestdo e subsequente
resfriamento as amostras foram diluidas com agua até o volume de 50,0mL para
deteccdo de macroelementos e microelementos. Para cada amostra foi preparado um
branco e todas foram feitas em triplicada para posterior analise no MIP OES. Os
elementos analisados foram: Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na,
Ni, P,Pb, Sb, Se, Sn, Sr, V e Zn.

A Tabela 1 apresenta as condi¢cdes operacionais de andlise dos macros e

micronutrientes pelo MIP OES.

Tabela 1. Condi¢Bes operacionais do MIP OES

CONDICOES DE ANALISE

Replicatas 3
Pump speed rpm 15
Sample introdution Manual
Uptake time (s) 15
Rinse time (s) 0
Stabilization time(s) 5
Number of pixels 3
Frequéncia do micro-ondas (mhz) 2450
Poténcia do micro-ondas (mhz) 1.0
Nebulizador Meihar
Cémera de nebulizagéo Duplo passo ciclénica
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4.6 Triagem Virtual Inversa

4.6.1 ldentificacdo dos alvos moleculares

A Triagem Virtual Inversa foi utilizada a fim de realizar a identificacdo de outros

alvos terapéuticos para as substancias identificadas nos trés fitoterapicos analisados

(Rhodiola résea L., Aesculus hippocastanum L. e Mikania glomerata S.) por meio do

CLAE DAD. A triagem Virtual foi realizada a fim de se obter uma previsdo de possiveis

atividades dessas moléculas, bem como de sua comparacdo com atividades ja

relatadas na literatura. Primeiramente realizou-se a construgcdo das estruturas

moleculares encontradas nas trés amostras estudadas no programa MarvinSketch

versao 20.19, mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Estruturas moleculares das substancias identificadas nos fitoterapicos analisados

FLAVONOIDES

CANFEROL
Nome IUPAC: 3,5,7-trihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-
One
Peso molecular: 286,239
Férmula: CisH1006
Composicao:C (62.94%), H (3.52%),
O (33.54%)

QUERCETINA
Nome IUPAC: 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-
3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-one
Peso molecular: 302,238
Férmula: C1sH1007
Composic¢éo: C (59.61%), H (3.34%),
O (37.05%)

CATEQUINA
Nome IUPAC: (2R,3S)-2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-
chromene-3,5,7-triol
Peso molecular: 290,271
Formula: CisH140s6
Composicéo: C (62.07%), H (4.86%),
0 (33.07%)

ACIDOS HIDROXIBENZOICO
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ACIDO VANILICO
Nome IUPAC: 4-hydroxy-3-
methoxybenzoic acid
Peso molecular: 168,148
Férmula: CgHgO4
Composicéo: C (57.14%), H (4.80%),
O (38.06%)

O——CHa

ACIDO SIRINGICO
Nome IUPAC: 4-hydroxy-3,5-
dimethoxybenzoic acid
Peso molecular: 198,174
Formula: CoH100s
Composicao: C (54.55%), H (5.09%),
O (40.37%)

ACIDO CLOROGENICO
Nome IUPAC: (1S, 3R, 4R, 5R) -3 -
{[(2 E) -3- (3,4-dihidroxifenil) prop-2-
enoil] oxi} -1,4,5-
trihidroxiciclohexanocarboxilico acid
Peso molecular: 354,31
Formula: Cis6H1809
Composicéo: C (54.24%), H (5.12%),
O (40.64%)

ACIDOS HIDROXICINAMICOS

o
=5
o

/

ACIDO FERULICO
Nome IUPAC: (E)-3-(4-hydroxy-3-
methoxy-phenyl)prop-2-enoic acid
Peso molecular: 194,186
Férmula: C10H1004
Composicéo: C (61.85%), H (5.19%),
O (32.96%)

ACIDO T-CINAMICO
Nome IUPAC: (E) -3-phenyl-2-
propenoic acid
Peso molecular: 148,161
Formula: CoHsO2
Composicéo: C (72.96%), H (5.44%),
O (21.60%)
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ACIDO P-CUMARICO
Nome IUPAC:
= (2 E) -3- (4-hydroxyphenyl) prop-2-
enoic acid
Peso molecular: 164,160
R A Formula: CoHsOs
OH Composigao: C (65.85%), H (4.91%),
0 (29.24%)

ACIDO CAFEICO
Nome IUPAC: (E)-3-(3,4-
0 dihydroxyphenyl)-2-propenoic acid
Peso molecular: 180,159
Formula: CoHsO4
HO St Composicédo: C (60.00%), H (4.48%),
aH O (35.52%)

HO

TANINO

ACIDO ELAGICO
Nome IUPAC: 2,3,7,8-tetra-hidroxi-
cromeno [5,4,3-cde] cromeno-5,10-
diona
Peso molecular: 302,194
Foérmula: C14HsOs
Composicéo: C (55.64%), H (2.00%),
O (42.35%)

ACIDO GALICO
Nome IUPAC:
3,4,5-trihydroxybenzoic acid
Peso molecular: 170,120
Férmula: C7HeOs
Composicéao: C (49.42%), H (3.56%),
O (47.02%)

Em seguida foram obtidos os Simplified Molecular-Input Line-Entry System
(SMILES) de todos os compostos a partir do banco de dados ChEMBL. Apos a
obtencdo dos SMILES utilizando o servidor ChemProt 2.0 foram selecionadas as

estruturas, primeiramente considerando o Coeficiente de Tanimoto (CT), no qual
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foram selecionados ligantes entre 1,0 > CT = 0,85. Estruturas acima de 0,85 significam
que foram consideradas estruturas similares a molécula consultada, j& com estruturas
descritas com CT = 1 se considera que a propria molécula de consulta foi testada para
aguele alvo. A fim de selecdo dos alvos neste servidor também foi considerada a
bioatividade de cada molécula. S6 foram selecionados os alvos das espécies

humanas a fim de comparacao e relato destes alvos no organismo humano.

4.6.2 Predicdo datoxicidade aguda das moléculas

A investigacdo dos efeitos toxicos de fitoterapicos sdo de suma importancia,
visto que se é possivel a partir dessas determinacBes elucidar aspectos
farmacoldgicos importantes de seus constituintes, garantindo seguranca e reducéo
dos riscos a saude dos pacientes. Testes de toxicidade sdo realizados com o objetivo
de prever e/ou avaliar os efeitos téxicos que as substancias podem gerar nos sistemas

biolégicos, dimensionando assim a toxicidade desses compostos (96).

O teste serve como base para a determinacédo de doses e protocolos de atendimento
acerca da toxicidade aguda e cronica fornecendo dados que servem de parametros
para a determinacédo da dose letal média, ou dose letal 50%, conhecida como DLso
(97).

O servidor GUSAR Antitarget/Toxicity Prediction foi usado para a predicdo da
toxicidade aguda dos compostos fendlicos encontrados em cada fitoterapico
estudado, se baseando na predicdo in silico da dose letal média (DLso — mg/kg). Os
dados foram dispostos em 4 tipos de administracdo (oral (VO), intravenosa (IV),
intraperitoneal (IP) e subcutanea (SC). Os valores de toxicidade na faixa agudam
obtidos foram separados em classes no qual 1 representa alta toxicidade, 5 baixa

toxicidade e em valores maiores que 5 a molécula foi considerada nao toxica.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 CLAE DAD

5.1.1 Desempenho analitico

Os parametros utilizados para as determinacdes de acidos fendlicos e
flavondides sdo apresentados na Tabela 3. As curvas analiticas descritas foram
geradas por injecBes em triplicata contendo todos os analitos em concentracdes de
0,1 a 2,5 ug.L™*. O limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram estimados
utilizando as recomendacfes aceitas pela IUPAC (Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada), tendo como base dois tipos de erros, o tipo | ( falsos positivos) no
qual se aceita uma “hipétese alternativa” (analito presente) e o tipo Il (falsos

negativos), aceitando a “hipétese nula” (analito ausente) (98) (99).

Tabela 3. Parametros para determinacéo de acidos fendlicos e flavonéides por CLAE DAD

Fendlicos Equacéo de Coeficiente de Valor LD LQ
regressao correlacao experimental F mgL-?t mgL-?t
(y=ax +b)
Acido Elagico y = 17803x - 2862,7 0,99401 331,11 0,275 0,832
Acido siringico y = 66621x - 1175.1 0,9997 5794 0,066 0,199
Acido gélico y = 54239x - 22464 0,9968 464,36 0,254 0,77
Catequina y =12726x - 417,86 09994 3722 0,082 0,248
Acido ferulico y = 54238x + 1847.9 0,9998 8142 0,055 0,168
Acido t- y = 149100x - 634,34 0,9997 6592 0,062 0,187
cinamico
Acido p- y = 162544x + 812.95 0,9997 6692 0,061 0,185
cumarico
Acido y = 54804x - 809.04 0,9996 3957 0,071 0,216
clorogénico
Acido cafeico y = 106892x - 655.21 0,9997 5873 0,065 0,198
Quercetina y = 36322x - 3352 0,9983 1176 0,146 0,442
Acido vanilico y = 89113x - 1553.1 0,9993 2771 0,095 0,288
canferol y = 32537x - 1657.3 0,9986 1399 0,134 0,405

Y é a area integrada do pico (mAU) e x é a concentracdo dos analitos (mgL1); LD= limite de deteccdo e LQ =
limite de quantificagdo

Os valores de LD e LQ variaram entre 0,055 e 0,275 (mg L™) e 0,168 € 0,77(mg
L 1) respectivamente, indicando que a metodologia proposta é apropriada para a
deteccdo e quantificacdo dos 13 compostos fendlicos relatados nas amostras
estudadas. Os valores do coeficiente de correlacdo (R?) foram superiores a 0,99,
indicando que ha uma boa relacdo linear entre as varidveis. O coeficiente de
correlagdo tem sido utilizado usualmente para se mensurar a direcdo e o grau da
relacdo linear entre duas varidveis quantitativas, no entanto vale destacar que a
IUPAC desencoraja o uso do coeficiente de correlacdo como indicador de linearidade
na relacéo entre concentracéo e o sinal analitico, sugerindo para testar a linearidade

o F experimental (98) (99). Com base nos dados descritos na Tabela 1 foi observado
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gue os valores de F foram os superiores ao F critico tabelado (7,71) para valores de
p de 0,05 (nivel de confianca 95%), indicando que h& uma relacdo entre o sinal e a

concentracéo para todos os analitos.

5.1.2 Analises CLAE DAD

As amostras de Rhodiola rosea L., Aesculus hippocastanum L. e Mikania
glomerata S., foram analisadas utilizando o HPLC-DAD, sendo utilizados padrdes de
12 fendlicos bioativos a fim se realizar a extracdo. Estes bioativos fendlicos foram:
acido clorogénico; acido cafeico; acido elagico; acido ferualico; acido galico; acido p-
cumarico; acido siringico; acido t- cinamico; acido vanilico; catequina; quercetina e
canferol. A Tabela 4 descreve o tempo de retencéo (Tr) e o comprimento de onda (nm)
dos marcadores quimicos analisados. A identificacdo e analises qualitativas foram

realizadas através da comparacao com espectros padrdo em cada tempo de retencao.

Tabela 4. Marcadores quimicos analisados em diferentes comprimentos de onda

SUBSTANCIAS ANALISADAS

FENOLICO BIOATIVO Abreviatura Nm Tr
Acido vanilico AV 260 11,247
Acido elagico AE 260 12,7
Acido siringico AS 272 11,558

Acido gélico AG 280 6,539
Catequina CQ 280 9,921
Acido ferdlico AF 280 12,692
Acido t-cindmico AT 280 14,987
Acido p-cumarico APC 310 12,397
Acido clorogénico AC 330 10,538
Acido cafeico ACF 330 11,202
Quercetina QC 360 14,789
Canferol CA 360 15,687

As concentracbes obtidas dos compostos fenodlicos para cada fitoterapico
estudado séo apresentadas na Tabela 5. Nas amostras analisadas foram detectados
ao menos 4 fendlicos bioativos. Por se tratar de amostras diferentes obtivemos

concentracdes e compostos fendlicos distintos entre os fitoterapicos analisados.

5.1.2.1 Aesculus hippocastanum L.
Para o Aesculus hippocastanum L. foram encontrados 8 compostos fendlicos,
acido elagico, acido siringico, acido p-cumarico, acido t-cinamico, &acido ferulico
guercetina, canferol, acido vanilico. As maiores concentra¢des encontradas foram dos

flavondides quercetina, canferol com 980,43 + 0,02 e 603,24 0,023 mg kg *
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respectivamente. A presenca destes flavondides foi descrita em diversos trabalhos

(58) (100), tendo relacéo direta com a funcéo farmacolégica deste fitoterapico.

Tabela 5. Concentracéo de bioativos fenolicos em comprimidos de Rhodiola rosea .(RR), Aesculus

hippocastanum L.(AH), e Mikania glomerata S. (MG) em mg kg *

Amostras  AC ACF AE AF AG APC AS AT AV (®-cQ QC CA
MG 054+ 031z - - - - - - - - 1,98 £0,48 0,34 0,02
0,003 0,01
RR 66,49 * - - - - 79,97 + - - - 1954,36 + - 161,61 +5,90
1,28 0,11 15,27
AH - - 99,65+ 47,69 - 179+ 5538+ 8578+ 39,94+ - 980,43 + 603,24+
5,35 7,22 0,08 9,11 0,02 3,61 0,02 0,023

acido clorogénico (AC); acido cafeico (ACF); &cido elagico(AE); acido ferdlico (AF); acido gélico (AG); acido p-
cumarico (APC/0; acido siringico (AS); acido t- cinamico (AT); acido vanilico (AV); catequina (CQ); quercetina (QC)
e canferol (CA) (média + DP, n=3)

Como ja descrito o Aesculus hippocastanum L. € amplamente utilizado para o
tratamento de sintomas da insuficiéncia venosa, que € definida como uma
anormalidade no funcionamento do sistema venoso do paciente causado por uma
inadequacao valvular, que pode ou néo estar associado a obstrucéo do fluxo venoso
(54). As manifestacdes clinicas sentidas pelo paciente com insuficiéncia venosa sao
principalmente dor, queimacéo, peso nas pernas, inchaco e formigamentos (101).
Estas manifestacdes estdo, ndo somente, mas também relacionadas com a resposta
inflamatéria que ocorre no local da lesdo através dos macrofagos e neutroéfilos. A
atividade anti-inflamatdria da quercetina e do canferol podem ser atribuidas a inibicédo
das enzimas fosfolipase Azx (PLA2), lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase, inibicdo de
formacdo de leucotrienos e inibicdo da producdo de Oxido nitrico, através da

modulacdo da enzima Inos (Enzima Oxido nitrico sintase induzivel) (102).

OH
HO 02
H
Gl 7
3 OH

OH O

a) Canferol b) Quercetina

Figura 11. Estruturas quimicas do Kaempferol e da Quercetina (104)

A atividade supracitada esta relacionada com as estruturas quimicas destes
dois compostos, no qual € possivel aferir que a presenca de um grupamento hidroxila

na posicao 3’ e 4’ do anel B na quercetina (Figura 10b), formando um sistema orto di-
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hidroxilado, € responsavel por inibir a formacéo de leucotrienos B4(LTB4). Ao observar
a estrutura do canferol (Figura 10a) percebe-se que ele ndo possui 0 grupamento
hidroxila na posi¢ao 3’ do anel B, tendo 60% menos atividade anti-inflamatéria que a
guercetina. A dupla ligacéo vista no anel C nos carbonos 2 e 3 conferem também
atividade anti-inflamatoria a esses flavondides, visto que em comparacdo com outros

gue ndo a possuem ocorre a perda de aptidao dessa atividade (103) (104).

Aos flavondides também competem atividades antioxidantes sendo
consequéncia de suas propriedades de oxido-reducédo o qual podem desempenhar
valioso papel de absorcdo e neutralizacdo de radicais livres (105) (106). Esta
capacidade antioxidante leva a regulacdo de lipidios, melhoramento da funcao
endotelial, inibicdo da agregacgdo plaguetaria, melhorando assim a defesa antioxidante

das células prevenindo a apoptose (107).

Quando se trata de doencas venosas como discorrido acima ocorre uma
inadequacao valvular o que leva a ulceracfes venosas e a formacdo de varizes. O
mecanismo patogénico dessas varizes ainda é desconhecido, no entando supfe-se
gue o0 estresse oxidativo seja o principal responsavel por estas alteracdes
venosas.Quando h& a diminuigdo do potencial antioxidante e a ocorréncia de espécies
reativas de oxigénio ocorre a perda de elasticidade da veia e disfuncdo do endotélio
vascular. Estas ocorréncias estdo associadas a mudancas na estrutura vascular e

inflamacdes associadas a citocinas pro-inflamatérias (107) (108).

A insuficiéncia venosa portanto leva a um estase de sangue e
conseguentemente a uma hipoxia gerando uma cadeia metabolica que ao final levara
a uma liberacdo excessiva de radicais superoxido e outras expeécies reativas de
oxigénio (109). Os &cidos fendlicos além de outras fun¢gbes possuem a capacidade de
reagir aos radicais livres, a partir da formacao de radicais estaveis. Esta formacéo de
radicais estaveis ocorre devido a sua estrutura quimica que apresenta ao menos um
anel aromatico com grupos de hidroxilas (110). A analise do Aesculus hippocastanum
L constatou a presenca de 6 acidos fendlicos, sendo eles o acido elagico( 99,65 + 5,35
mg kg Y, acido siringico (55,38 + 9,11 mg kg 1), acido p-cumarico(17,9 + 0,08 mg kg
1), &cido t-cinamico(85,78 + 0,02 mg kg 1), acido ferulico(47,69 + 5,35 mg kg 1) e o
acido vanilico(39,94 + 3,61mg kg 2).

Dentre os hidroxicindmicos neste fitoterapico encontramos o acido p-cumarico
e o &cido ferulico. Estes compostos possuem atividades antioxidantes mais ativos do
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gue os hidroxibenzoicos, tais como o acido siringico, acido elagico e o acido vanilico.
Essa maior atividade oxidante se deve a dupla ligacdo que compde os derivados do
acido cindmico, cuja participacao estabiliza o radical por ressonancia de deslocamento
do elétron desemparelhado, caracteristica essa que os hidroxibenzdicos nao exibem.
Ao acido ferudlico ainda citamos a existéncia na posi¢cdo orto, com o grupo metoxila,
de um grupo hidroxila, doador de elétrons, fator este que aumenta a estabilidade do
radical fenoxil, aumentando a eficiéncia deste antioxidante (111) (112) (106).

Os cromatogramas encontrados na amostra AE estdo dispostos na Figura 9,
no qual sdo apresentados todos os compostos fendlicos identificados em diferentes
comprimentos de onda com seus respectivos tempos de retencédo. Para este
fitoterapico foram identificados 8 fendlicos bioativos, acido elagico (Tr = 12,678), acido
siringico (Tr = 11,421), acido p-cumarico (Tr = 12,742), acido t-cinamico (Tr = 14,810),
acido ferualico (Tr = 12,884), quercetina (Tr = 14,811), canferol (Tr = 15,706), acido
vanilico (Tr = 11,421). Os comprimentos de onda analisados foram adquiridos entre
260 e 360 nm. Os fendlicos relatados foram encontrados dentro dos tempos médios

de retencédo dos marcadores quimicos descritos na Tabela 3.

Sa (2018) (3) e Santos (2017) (95) em seus estudos utilizaram o CLAE DAD
para determinacdo de compostos fendlicos bioativos utilizando o CLAE DAD, na
determinacao respectivamente em capsulas de Goji berries e Psidium guajava L.
obtendo tempos de retengéao que foram de AV ( 12,4 min.) , AE (11,348 - 13,4 min.),
AS (11,72 min.), AF (9,857- 12,9 min.) , AT (15,28 min.), APC (11,48 min.), QC (13,43
min.) e KF ( 15,74 min.) (95) (3). Os dois autores utilizaram as percentagem no
programa gradiente (100,70,10, 70, 100%) e os mesmos solventes, acido acético e
metanol, o que diferenciou os dois foi 0 tempo no programa do gradiente, no qual Sa
(2018) (3) usou aumentos de (5,5,5,3,e 3 min.) (95) totalizando 40 minutos. O maior
tempo de andlise pode aumentar a eficiéncia de uma separacao, além de influenciar

nos valores no tempo de retencéo.
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Figura 12. Cromatogramas de substéncias fendlicas encontradas no fitoterapico Aesculus
hippocastanum L. em diferentes comprimentos de onda (nm): 260,272,280,310,330 e 360 e seus
respectivos tempos de retencao.

A presenca destes compostos fendlicos encontrados neste fitoterapico foram
descritos também em diversos outros trabalhos AV (113) , AS (113), AF (113) , AT (
15,28 min.), APC (36), QC (100) (113) (114) e KF (100) (113) (114). Dentre os
fendlicos bioativos estudados a quercetina e o canferol foram os mais relatados, visto
gue possuem concentracoes altas neste fitoterapico, como descrito na Tabela 3. Ao
AT e AF, nédo foram encontrados estudos que abordavam sua determinacéo neste
fitoterapico.

5.1.2.2 Mikania glomerata S.

Para Mikania glomerata S. foram detectados 4 compostos fendlicos acido
clorogénico (0,54 + 0,003 mg kg 1), acido cafeico (0,31 + 0,01 mg kg 1), quercetina
(1,98 + 0,48 mg kg 1) e canferol (0,34 + 0,02 mg kg ). O acido clorogénico o qual foi
a 2° maior concentracdo encontrada no MG é produzido em plantas através de uma
ligacdo éster entre o grupo 5-hidroxila do acido quinico e o grupo carboxila do acido

cafeico. Ao acido cafeico e acido clorogénico foram relatados em varios estudos como
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atenuantes do risco de doencas crbnicas e inflamatérias (68) (115). Ao acido
clorogénico sua atividade anti-inflamatéria também é relacionado a sua acao
antioxidante (116) (117). Ao notar que a indicag&o principal do MG é para o tratamento
de doencas que acometem as vias aéreas e que essas doencas causam inflamacdes
nos brénquios causados por estimulos irritantes se percebe a atuacdo do acido

clorogénico e do acido cafeico no tratamento dessas doencas (63).

Em relacdo aos flavondides encontrados tivemos a quercetina, representando
0 maior teor de composto fendlico encontrado neste fitoterapico e o canferol. Estes
dois possuindo efeito antiinflamatoério, atuando sobre o musculo liso dos brénquios
causando seu relaxamento (102) (118). A atuacdo destes flavondides como
antiinflamatérios foram descritos quando citados seus efeitos no AH.

Aos flavonodides também foram relatados como ja descrito o efeito antioxidante.
Diversos estudos apontam para o uso de flavondides em doencas respiratérias,
principalmente da quercetina que foi 0 composto de maior concentracédo encontrado
no MG (119) (120). Doencas do trato respiratorio limitam o fluxo de ar, estando
associado a uma resposta inflamatéria crbnica que ao entrar em contato com
substancias nocivas estimulam os macréfagos alveolares dentro das células epiteliais

do pulméao gerando espécies reativas de oxigénio (ROS) (121) (122).

Varios estudos demonstram melhoras significativas nos pacientes em uso de
substancias que contenham quercetina e o canferol, estando elas relacionadas ao
aumento do volume expiratério e a diminuicdo da tosse crénica, catarro e falta de ar.
Estes efeitos estdo, dentre outros motivos, associados ao fato de inibirem a elastase,
enzima liberada pelos neutrofilos durante processos inflamatorios que danificam as
membranas celulares causando desconforto respiratorio, e efisema pulmonar. Além
disso a quercetina possui um efeito protetor nas células regulando as vias de defesa
endogenas, além de agir como atenuante as lesfes de células epiteliais oxidativas na

inflamacao pulmonar (120) (121).
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Figura 13. Cromatogramas de substancias fendélicas encontradas no fitoterapico Mikania glomerata S.
em diferentes comprimentos de onda (nm): 330 e 360 e seus respectivos tempos de retengdo

Os cromatogramas encontrados na amostra MG foram dispostos na Figura 10,
no qual sdo apresentados todos os compostos fendlicos identificados em diferentes
comprimentos de onda com seus respectivos tempos de retencdo. Para este
fitoterapico foram identificados 4 fendlicos bioativos, &cido clorogénico (Tr = 10,703
min.), &cido cafeico (Tr = 11,440 min.), quercetina (Tr = 14,876 min.), canferol (Tr =
15,545 min.) .Os comprimentos de onda analisados foram adquiridos entre 330 e 360
nm. Os fendlicos relatados foram encontrados dentro dos tempos médios de retencéo
dos marcadores quimicos descritos na Tabela 3.

Os tempos de retencdes encontrados para 0 hosso analito foram parecidos com
os encontrados nos trabalhos de S& (2018) e Santos (2017), cujos métodos de
deteccao foram parecidos para o primeiro e semelhantes para o segundo. AC (10,5-
10,6 min. min), ACF (11,26 — 11,3 min), QC (13,43 min) e KF (15,74 min).Para estes
compostos tivemos uma variacdo menor entre os dados encontrados e 0s
referenciados em relacdo aos bioativos fendlicos encontrados no Aesculus

hippocastanum L. (3) (95).
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Diversos estudos retratam a presenca desses compostos fenolicos no MG,
entre eles Melo( 2015) que quantifica acido clorogénico neste medicamento, Ueno (
2018) que descreve a presenca da quercetina, Nipomoga (2010) que relata a
presenca de canferol e Rufatto et al. (2012) que retrata a presenca e funcéo do acido
cafeico (62) (123) (124) (125).
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Figura 14. Cromatogramas de substancias fendlicas encontradas no fitoterdpico Mikania glomerata S.

com comprimento de onda de 310 nm.

A Mikania glomerata S. como a maioria dos trabalhos apontam, apresenta
como marcador quimico principal a cumarina. Esta substancia é uma alfa-lactona do
acido cumarico responsavel por algumas das atividades terapéuticas deste
fitoterapico. Como foi possivel observar na Tabela 3 ndo houve a detecc¢éo do acido
p-cumarico percursor da cumarina na MG, estando sua concentragao abaixo do limite
de deteccdo e quantificacdo que séo respectivamente de 0,061 e 0,187 mg kg . Se
observamos a Figura 11 que representa o cromatograma no comprimento de onda de
310 nm, existe um pico discreto no tempo de retencao entre 11,7 e 12,4 cuja retencao
€ justamente a que deveria aparecer o0 acido p-cumarico, segundo comparacao com
0s tempos de retencdo dos marcadores quimicos em estudo. A ndo presenca do 4cido
p-cumarico neste estudo pode ocorrer dentre outros motivos analiticos, por conta
deste composto apresentar alta volatilidade e baixa estabilidade, provavelmente pode

ter se perdido ou degradado durante a etapa de extracao (62) (6).

5.1.2.3 Rhodiolarosea L.
No fitoterdpico Rhodiola rosea L. foram detectados também 4 compostos
fendlicos acido clorogénico (66,49 + 1,28 mg kg 1), acido p-cumarico (79,97 + 0,11
mg kg 1), catequina (1954,36 + 15,27 mg kg ) e canferol (161,61 + 5,90 mg kg 1).
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Ao canferol e a catequina, compostos de maiores concentracfes encontradas
no RR, séo proferidos os efeitos antiinflamatérios e efeitos protetores na sepse ao
inibirem véarios mediadores pro-inflamatorios, incluindo NO e ciclooxigenase (COX) 2
em macrofagos induzidos por LPS (lipoglicano) molécula responsavel por promover
resposta inflamatoria, febre e vasodilatacdo (126). A estes flavondides também séo
descritas propriedades antioxidantes no qual agem como necréfagos de superéxido,

principalmente contra espécies ROS (127).

Ao acido clorogénico, menor fracdo encontrada, sdo relatados seus efeitos
antioxidantes, visto que conseguem neutralizar a oxidacdo de lipidios emulsificados.
E sabido que o estresse oxidativo gera um desequilibrio na producdo celular de
espécies reativas de oxigénio e que o cérebro consome altas quantidades de oxigénio.
Um ambiente com rico teores de lipidios € considerado altamente suscetivel ao
estresse oxidativo, assim quando se o tem isso, implica em varios transtornos
mentais, incluindo estresse emocional, que gera reducao de agilidade mental, dos
reflexos e da capacidade de realizar atividades (128) (129) (130). O acido clorogénico
portanto age inibindo a oxidacdo diminuindo tais sintomas que sdo algumas das

indicacfes do RR.

O &acido p-cumarico que teve a terceira maior concentracdo encontrada se
apresenta também com caracteristicas antioxidantes, caracteristica essa que origina
do fato dos derivados do &cido cinamico possuirem dupla ligacdo, que auxilia na
estabilizacao do radical por ressonancia do elétron desemparelhado (106).
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Figura 15. Cromatogramas de substancias fendlicas encontradas no Rhodiola rosea L. em diferentes

comprimentos de onda (nm):280,310,330 e 360 e seus respectivos tempos de retengao.

Os cromatogramas encontrados na amostra RR foram dispostos na Figura 12,
no qual sdo apresentados todos os compostos fendlicos identificados em diferentes
comprimentos de onda com seus respectivos tempos de retencdo. Para este
fitoterapico foram identificados 4 fendlicos bioativos, acido clorogénico (Tr = 10,961
min.), catequina (Tr = 9,763 min.), p-cumarico (Tr = 12,307 min.), canferol (Tr = 15,724
min.). Os comprimentos de onda analisados foram adquiridos entre 280 e 360 nm. Os
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fendlicos relatados foram encontrados dentro dos tempos médios de retencédo dos

marcadores quimicos descritos na Tabela 3.

Os tempos de retencdes encontrados para 0 nosso analito foram parecidos com
0os encontrados nos trabalhos de S& (2018) e Santos (2017), cujos métodos de
deteccao foram parecidos para o primeiro e semelhantes para o segundo. AC (10,5-
10,6 min. min), APC (11,48 min), CQ (9,86-9,857 min) e KF (15,74 min). Para estes
compostos tivemos uma variagcdo menor entre os dados encontrados e 0s

referenciados em relac&o aos bioativos fendélicos encontrados no AH e MG (3) (95).

Dentre os 13 compostos fenodlicos estudados, os 4 identificados relatados
acima ja foram descritos por outros pesquisadores como o AC e CQ, encontrado por
Adamczac et al. (2016) e o APC e KF descritos por Sist et al. (2018) (127) (131).
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Figura 16. Sobreposi¢do dos picos dos cromatogramas de substancias fendlicas encontradas no
Aesculus hippocastanum L. e na Mikania glomerata S.
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Figura 17. Os cromatogramas de substancias fenélicas em diferentes comprimentos de onda (nm):260,
272,280; 310,330; 260 e 360 e seus respectivos tempos de retencdo (RTmin)
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Os cromatogramas foram descritos na Figura 13 e 14 o qual retrata as trés
amostras cada qual com uma cor especifica, preto (Aesculus hippocastanum L), rosa
(Mikania glomerata S.) e azul(Rhodiola rosea L.).

Comparando os trés fitoterapicos as maiores concentracdes de fendlicos
bioativos, foram encontrados na Rhodiola rosea L.(catequina) e no Aesculus
hippocastanum L.( quercetina). O Unico composto fendlico que foi detectados nos trés
fitoterdpicos foi o canferol e o acido galico ndo foi detectado em nenhuma das

amostras.

Quando analisamos 0s compostos com maiores concentragdes e comparamos
com a classificacdo dos compostos fendlicos bioativos analisados, verificamos que as
maiores concentracfes foram encontrados nos flavonoides, em seguida tivemos o0s
hidrocicindmicos e por ultimo os hidroxibenzdicos. Os flavondides dentre o grupo de
polifenois séo os que apresentam maiores concentra¢des, o que corrobora os dados

encontrados (1).

Ao compilarmos os cromatogramas e realizarmos a sobreposicao de todos os
comprimentos de onda em uma Unica tabela, alguns picos praticamente nao
apareceram devido a nao distingédo correta dos picos e as suas baixar concentragoes.
As faixas de analises escolhidas se deram tanto por estes compostos fendlicos
bioativos serem detectados nestes comprimentos, e isso foi validado através de
estudos anteriores, quanto ao fato de que em faixas entre 200 até 220 ocorre muita
interferéncia de absorcdo do eluente, dependendo é claro do tipo de solvente ou
reagente da fase movel, o que gera uma ocultacdo das diferencas espectrais entre

duas ou mais substancias.
5.2 Quantificagcdo de minerais

5.2.1 Desempenho analitico

A avaliacdo da exatiddo do método analitico ocorreu a partir da comparacao
dos valores encontrados com os valores do material de referéncia certificado da
Agéncia de Agropecuaria de Referéncia CRM - Agro E100la (Mandaru). Os
resultados obtidos evidenciaram boa exatiddo no procedimento da digestdo e
determinacao dos elementos Cd, Cr, Fe, P e Zn a partir da utilizacdo do MIP OES. A

partir dos resultados descritos na Tabela 6 é possivel demonstrar que ndo houve
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diferencas significativas entre os valores certificados e encontrados. O nivel de

confianca foi de 95%.

Tabela 6.Comparacdo das concentracdes dos valores encontrados com os valores do material de
referéncia certificado.

Certificacdo do CRM

Elementos Valor certificado com intervalo Valor encontrado
mg/kg mg/kg
Zn 8,3a1l15 9,61
Cd 14,8 a 25 24,65
Fe 78 a 104 88
Cr 1,64 a 4,96 43
P 0,46 a 0,84 0,63 g/kg

Foram determinadas as concentragcdes de 18 elementos. Dentre 0s macro
elementos foram determinados o P, S, Mg e Na e entre os microelementos Zn, Cd, Sr,
Fe, Ba, Cu, Ni, As, Co, Pb, Mo, Mn, Cr e Al. Dentre os quais 5 ( S, Sr, Ba, Ni e No)
nao puderam ser certificados, pois ndo eram determinados no CRM-Agro utilizado e
8 (A, Pb, Ca, Mg, Na, Cu, K e Mn) nao validados por ndo de apresentarem no intervalo
de confianca estabelecido pelo material certificado.

Tabela 7. Caracteristicas analiticas para a determinagdo dos elementos quimicos utilizando a técnica
de MIP OES (Retirar)

Mineral Equacdo de regressdo  Coeficientede  Valor LD LQ
(y=ax +b) correlacéo experimental F mgL™? mgL™?
Cr y =29912x - 1144,3 0,997868941 2341,251805 0,07681  0,2560
Cd y = 11635x - 667,35 0,99844945 3219,663218 0,0262  0,0872
Fe Y= 7068,6x - 257,24 0,999248507 9307,794879 0,1383  0,0417
P y =1016,5x + 171,89 0,972353475 105,5127354 2,809 9,363
Zn y = 6114,6x + 4422 0,959899279 143,6232442 0,1186  0,3952

Y é a intensidade e x € a concentracdo dos analitos (mgL™?); LD= limite de deteccéo e LQ = limite de
guantificacao

As caracteristicas analiticas que foram utilizadas como métodos de validacao
foram as equacGes de regressdo, os coeficientes de regressdo (R?) dos mesmos, o
valor experimental F e os limites de deteccéo (LD) e limites de quantificacdo (LQ),
calculados a partir de 10 medidas do branco analitico, sendo todos estes dados
dispostos na Tabela 5. Os coeficientes de correlagao variaram entre 0,9599 e 0,9979,
e as curvas que apresentaram melhor linearidade foram as de Cd, Cre Fe. OLD e o
LQ variaram respectivamente entre 0,0768-2,809 mgL* e 0,0417 - 9,363 mgL™.
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5.2.2 Determinacdo da concentracdo de macro e microelementos nos

fitoterpicos estudados

Os elementos foram determinados nas amostras de Fisioton (Rhodiola résea
L.), Varivax (Aesculus hippocastanum) e do Xarope de Guaco (Mikania glomerata S.)
utilizando o MIP OES. A Tabela 8 apresenta os valores de concentracdo em pg g-1

dos metais analisados nas amostras.

Tabela 8. Concentracdo de Cr, Fe, P, Zn, Cd, nos fitoterapicos Rhodiola résea L, Aesculus
hippocastanum e Mikania glomerata S.

CONCENTRACAO ug g*

Elementos Fitoterapicos
AH MG RR
Cr 19,87 + 5,646 <LQ 19,99 + 1,312
Fe 71,82 £ 17,22 8,683 +4,485 103,5+ 4,520
P 281,07 £0,12 254,26 £+ 4,55 205,37 + 6,95
Zn 61,46 + 4,902 55,11 +6,489 87,81 +1,795
Cd - - -

Rhodiola résea L(RR), Aesculus hippocastanum (AH) e Mikania glomerata S. (MG)

Os resultados apresentados pela Tabela 8 mostram que, entre 0os metais
essenciais, o que apresentou maiores concentragdes foi o fésforo (281,07 £ 0,12ug g
1) no Aesculus hippocastanum L.. O fésforo também foi identificado no Rhodiola résea
L. e na Mikania glomerata S. com concentracdes de (205,37 + 6,95ug g*) e (254,26 +
4,55ug gt) respectivamente. O fésforo compreende 1% do peso corporal total, sendo
0 sexto elemento mais abundante no corpo humano. Esse elemento desempenha um
papel fundamental no desenvolvimento do esqueleto, metabolismo mineral e variadas
fungbes celulares no qual envolve o metabolismo intermedidrio e mecanismos de
transferéncia energética, tendo como recomendacéao diaria como disposto na Tabela
8, 700.000 pg g*dia (132).

Tabela 9. Recomendacéo diaria recomendada para adultos estabelecido pelo ministério de salde na
RDC n° 269 de 22 de setembro de 2005 e pelo FAO/WHO(1997) (133) (134).

Elementos Recomendacdao diaria
Cr 35 ug g?
Fe 14.000 pg g*
P 700.000 ug g*
Zn 7.000 ug g+
Cd 7pg gt

O ferro, segundo elemento com maior concentra¢do apresentou concentragées
de (103,5 * 4,520ug gt) no Rhodiola résea L., (71,82 + 17,22ug g*) no Aesculus

hippocastanum L. e (8,683 + 4,485ug g*) na Mikania glomerata S..
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A concentracdo diaria de ferro referido na Tabela 8 descreve a recomendacao
diaria segundo a RDC n°® 269 de 22 de setembro de 2005 de 14.000 pg g+,
evidenciando concentragdo muito abaixo do valor diario correspondendo a 0,74% para
o0 RR, 0,51% para o AH e 0,062 % para o MG da quantidade diaria recomendada para

adultos.

As funcbes do ferro no organismo sédo descritas através de suas propriedades
fisico-quimicas, principalmente por participar de reacfes de oxi-reducdo (135). As
funcdes mais referidas ao ferro sdo as de atuar como vetor de oxigénio, servir como
catalisador da oxidacdo, conversdao de [(-caroteno em vitamina A e atuar como

constituinte das diastases oxidantes (136).

O zinco apresentou diferencas discretas entres os fitoterapicos analisados,
apresentando concentracdes de 61,46 ug g* (AH), 55,11 ug g* (MG) e 87,81 ug g*
(RR). A recomendagéo diaria deste microelemento diaria é de 7.000 ug g, estando
todos os medicamentos com teores aceitaveis. O zinco apresenta, dentre outras, uma
funcdo primordial no sistema imune, podendo influenciar nos processos de fagocitose
dos neutrdéfilos e macréfagos, proliferacdo de células T e B, producdo de citocinas,
dentre outros (137). Estudos ainda apontam que sua deficiéncia aumenta o estresse
oxidativo celular, exacerbando eventos pro-inflamatérios e prejudicando os
mecanismos na vasculatura (138). A alta presenca do zinco no RR pode ser
correlacionadas ao fato do zinco auxiliar em melhores funcionalidades cerebrais, o
gue condiz diretamente com sua funcionalidade. O zinco esta presente em grandes
concentragbes no sistema nervoso central, mais especificamente nas vesiculas
sinpticas. Apesar da sua funcdo no cortex ainda ser pouco conhecida, ja se sabe que
este elemento esta envolvido com o desenvolvimento cognitivo, sendo essencial na

migracdo neuronal, neurogénese e sinapses (139) (140).

O cromo foi detectado somente em dois fitoterapicos no Rhodiola résea L.
(19,99 ug g1) e no Aesculus hippocastanum L. (19,87 ug g'), com concentracdes
guase idénticas. A concentracdo diaria de cromo estabelecida é de 35 pg g+,
apresentando os fitoterdpicos concentracdes dentro da faixa de normalidade. O
Cromo € um mineral-traco essencial que nao € produzido pelo organismo, devendo,
portanto, ser ingerida através de alimentos e/ou insumos. Este mineral atua

principalmente no metabolismo de carboidratos, aumentando o estimulo de captacéo
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de aminoacidos e aumentando sua sintese proteica, atuando também sobre a

sanidade e no desempenho em humanos (141) (142).

Quando observamos a composi¢cdo mineral destes fitoterapicos identificamos
gue a maior concentracdo encontrada foi a de fésforo (281,07 + 0,12ug g?)
encontrado no Aesculus hippocastanum L. e a menor concentracdo no ferro
(8,683+4,485 g g*) quantificado na Mikania glomerata S.. Diferencas composicionais
podem estar associadas a origem, tipo de planta, estrutura dos vegetais analisadas e

até do tipo de cultivo e clima em que foi coletado.

Em relacdo a comparagao dos compostos minerais com outros trabalhos houve
uma distincdo sutil, tanto nas concentracdes encontradas quanto em alguns
elementos achados para estes mesmos fitoterapicos. Pojja et al. (2006) descreve em
seu estudo que para o RR foram encontrados, cobre, ferro, calcio, zinco, sédio e
potassio em concentracdes respectivas de (0,57 ppm), (395 ppm), (3761 ppm), (24,62
ppm), (1143 ppm) e (9316,5 ppm). Dos elementos determinados nesse estudo,
tivemos determinacao do zinco e ferro também descritos por Pojja et al. (2006) (140).
Ao observar a Tabela 7 percebemos diferenciacdes nas concentragdes encontradas,
isto se deve tanto a metodologia utilizada de andlise que para esse autor foi 0 AAS,
guanto pelo fato da andlise ser relizada diretamente com a raiz do Rhodiola rosea L.

, enquanto o nosso foi feito através do medicamento fitoterapico previamente tratato.

Andrade et al. (2005) (143) retrata em seu estudo, as concentracdes de cobre,
ferro e zinco em 15 fitoterapicos, descreve concentracfes respectivas de (1,75 + 0,21
mg%), (6,82 + 0,20 mg%) e (3,48 £ 0,37 mg%) para a MG. Nesse estudo foi utilizado
também do AAS, usando 2 gramas de amostras das ervas secas, diferenciando a

técnica bem como o modo em que a amostra se encontra (143).

5.3 Triagem Virtual Inversa

As onze substancias que foram identificadas pelo método HPLD-DAD, acido
clorogénico, acido cafeico, acido elagico, &cido ferulico, &cido p-cumarico, &cido
siringico, acido t- cinamico, acido vanilico, catequina, quercetina e canferol foram

submetidas aos servidores de triagem virtual inversa.

As técnicas nas quais se baseiam no fingerprint se utilizam de métodos simples
a fim de prever alvos, se baseando no conhecimento da bioatividade de moléculas

semelhantes e com sua semelhanca quimica. Estas semelhancas implicam em
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propriedades parecidas, fazendo com que se possa predizer os alvos de determinadas

moléculas a partir da identificacdo de proteinas ligantes conhecidas (91).

Na Tabela 10 é descrito o quantitativo de alvos moleculares encontrados para

cada composto fendlico analisado.

Tabela 10. Quantidade de alvos moleculares no servidor ChemProt 2.0

SERVIDOR

FENOLICO BIOATIVO ChemProt 2.0
ACIDO VANILICO 606
ACIDO CAFEICO 505
ACIDO CLOROGENICO 137
ACIDO ELAGICO 3189
ACIDO FERULICO 480
ACIDO SIRINGICO 1055
ACIDO T-CINAMICO 250
ACIDO P-CUMARICO 299
CATEQUINA 3422
CANFEROL 8486
QUERCETINA 2856

Para a busca dos principais alvos encontrados foram selecionados no servidor
Chemprot 2.0 os alvos que apresentavam CT >0,89 e bioatividade < 3600nM e que
fossem encontrados em humanos. Abaixo, na Tabela 11, sdo apresentados 0s
principais alvos encontrados para cada compostos fendlicos, encontrados a partir da
analise no CLAE DAD.

Tabela 11. Atividades encontradas para os ligantes avaliados

Fendlico bioativo Alvo CT Ki(nM)
(+)-catequina Anidrase carb6nica 7 1 450,00
» Anidrase carbonica 1 0,96 2890
Ac. Vanilico Anidrase carbdnica 2 0,96 2400
o Anidrase carbodnica 1 1 2320
Ac. Elagico Anidrase carbdnica 2 1 2180
o Anidrase carbonica 2 1 3190
Ac. Siringico Anidrase carbdnica 5B mitocondrial 1 3540
. Anidrase carbonica 1 1 2890
Ac. Ferdlico Anidrase carbdnica 2 1 2400
Ac. T-cindmico Anidrase carbdnica 9 0,9 15
Ac. p-cumarico Anidrase carb6nica 7,9 e 12 0,89 1
Ac. Clorogénico - - -
_ Anidrase carbbnica 7,9 e 12 0,86 1
Ac. Cafeico Anidrase carbodnica 2 1 1610
Quercetina Receptor alfa-2C adrenérgico 1 4
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canferol Receptor de adenosina A3 1 3150

A Tabela 11 mostra os resultados obtidos para os onze fendlicos bioativos
encontrados nos trés fitoterdpicos estudados. Observa-se que em alguns compostos
fendlicos alvos iguais foram selecionados para diferentes tipos de acidos, com CT
iguais, como foi o caso do &cido elagico e o &cido feralico com valores iguais a 1. O
acido vanilico apesar de ter os mesmos alvos dos compostos citados anteriormente,

obteve os alvos no Coeficiente Tanino de 0,96.

A anidrase carbobnica (AC) foi encontrada em 9 dos 11 fendlicos estudados,
diferenciando somente o tipo de anidrase carbbnica, que s&o caracterizados por
nameros apos o nome. Os tipos de anidrase sdo distinguidas a partir do local em que
sdo encontradas. As AC 1,2,7 ficam no citoplasma, as AC 9 e 12 estdo associadas a
membrana plasmatica das células e a 5B ndao mitocondriais. Dos 2 compostos que
tinhas alvos diferentes, citamos a quercetina no qual o alvo foi o Receptor alfa-2C
adrenérgico e o canferol cujo alvo foi o Receptor de adenosina A3, os dois com CT =
1.0 &cido clorogénico ndo apresentou nenhum resultado de Ki no ChemProt 2.0, ndo
sendo possivel, portanto determinar segundo esse critério a sua similaridade e

afinidade com os receptores alvos.

A partir dos resultados obtidos, é possivel verificar que h& varias proteinas alvo
em comum, frente a diferentes moléculas consultadas. Tal fato pode ser explicado por
todos serem considerados compostos fenolicos. Suas estruturas possuem ao menos
um ndcleo em comum com a respectiva molécula consultada, o que leva a
apresentarem similaridade e/ou semelhanga ao ser consultado no servidor, sendo
justamente essa semelhanca quimica que faz com que seja possivel a determinacéo

do potencial de atividade sobre os alvos selecionados (91).

A similaridade de alvos encontrados é ainda maior quando comparamos dentre
0 grupo dos compostos fendlicos, os acidos fendlicos e os flavondides. Dentre os
acidos fendlicos, podendo citar o acido vanilico, siringico, ferulico, t-cindmico, p-
cumarico e o cafeico, percebemos que todos apresentaram como alvo a anidrase
carbdnica. J& quando observamos os flavondides, cita-se a quercetina e canferol,
percebemos que foram encontrados alvos moleculares distintos quando comparados
aos acidos fendlicos, se devendo isso a sua diferenca estrutural possuindo em vez de

um, dois anéis benzénicos em sua base, acarretando diferencas de ligacdes entre os
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compostos e os alvos moleculares em relacdo aos acidos fendlicos que possuem
apenas um anel benzénico. E claro que pode haver semelhancas de alvo mesmo
dentre diferentes subgrupos dos compostos como podemos citar a catequina, que
mesmo sendo caracterizada como flavondide também apresentou como alvo a

anidrase carbonica.

A anidrase carbbnica 1(AC1l) encontrada nos eritrocitos e no trato
gastrointestinal foi descrito como alvo em 3 acidos fendlicos, o acido vanilico, elagico
e o ferdlico com CT de 0,96 para o primeiro e 1 para os outros 2. As constantes de
inibicdo foram respectivamente de 2890, 2320 e 2890 nM novamente. Suas fungdes
basicas sdo descritas na defesa antirrefluxo, trocas gasosas e transporte de ions.
Como processos biolégicos, a AC1 regula sinais moleculares no quais a interleucina-
12 esta presente (144).

A anidrase carbdnica 2(AC2) foi determinada como alvo para 5 compostos
fendlicos, &cido vanilico, &cido elagico, acido siringico, &cido ferulico e acido cafeico.
O CT variou entre 0,96 e 1, descrevendo boa semelhanca entre 0s compostos
analisados e o seu alvo. Os valores de Ki foram respectivamente 2400nM, 2180 nM,
3190 nM, 2400 e 1610 nM. O AC2 é expresso em quase todas as células e dentre
suas funcbes podemos citar a regulacdo positiva da transmissdo sinaptica,
GABAEérgico pelo qual ocorre aumento, ativacdo ou manutencado dos processos de
comunicacao de um neurénio a outro através do GABA, aumento do pH intracelular,

formacéao de resposta autoimune e formacao de anticorpos (91).

A Anidrase carbbnica 5B (AC5B), mitocondrial foi tida como alvo ao acido
siringico, com CT=1 E Ki de 3540, o mais alto dentre os demais analisados. O local
de expressdo do AC5B é no pancreas, rins, glandulas salivares, medula espinhal,
coracdo, musculo esquelético e mucosa gastrintestinal, sendo atuante em reacdes

biosintéticas e na desintoxicacdo da amoénia (144).

A anidrase carbonica 7 encontrada no sistema nervoso central, foi tida como
alvo em 3 compostos fendlicos, na catequina, no acido p-cumarico e no acido cafeico.
Os valores de CT foram respectivamente 1, 0,89 e 0,86. As constantes de inibicao
foram respectivamente de 450, e 1 nM para os demais. Suas funcdes nos processos
biolégicos estdo na regulacdo positiva do pH celular e da transmissdo sinaptica,

GABAérgico, mesma funcéo do AC2 e na producao de liquor (144).
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A anidrase carbonica 9(AC9) encontrada em parte do sistema nervoso central,
figado, coracao, intestino delgado, célon, rins, bexiga urinaria, musculo esquelético e
cérebro foi tido como alvo em 3 compostos fendlicos, no acido transcinamico, no &cido
p-cumarico e no acido cafeico. Os valores de CT foram respectivamente 0,9, 0,89 e
0,86. As constantes de inibicdo foram respectivamente de 1,5, e 1 nM para os demais.
As funcgbes descritas para o AC9 sdo o de absorcéo de bicarbonato, modulagéo da
transmissao neuronal e regulacéo da transcricdo do promotor da RNA polimerase |l

em resposta a hipéxia.

A anidrase carbonica 12 (AC12) foi encontrada como alvo para o acido p-
cumarico e para o acido cafeico, o primeiro com CT=0,89 e o segundo CT=0,86. A
AC12 é encontrada em diversos locais como o célon, rins, prostata, intestino, linfocitos
ativos, pulmdes, e olhos estando relacionada com a regulacdo do pH e da

homeostase do CO:em diferentes tecidos (145).

O alvo identificado na quercetina foi o receptor alfa-2C adrenérgico com CT =
1 e Ki de 4nM. Dentre os processos biologicos que esse alvo esta envolvido podemos
citar o da regulacdo positiva da vasoconstricdo e de ativacdo plaguetaria. Esta
regulagéo positiva faz com que ocorra um aumento na vasoconstricdo, sendo este o

estopim para a liberagdo de mediadores inflamatorios no organismo (146).

No canferol foi identificado o alvo Receptor de adenosina A3 com CT =1
representando a semelhanca da molécula com o alvo e Ki de 3150 nM. No processo
biolégico o Receptor de adenosina A3 atua na resposta inflamatoéria, no qual se
caracteriza por uma vasodilatacdo local que gera um extravasamento de plasma e
acumulo de macroéfagos e leucocitos (147).

Quando comparamos a atuagcdo dos alvos no organismo com as funcodes
relatadas para os compostos fendlicos estudados, percebemos a importancia destas
ligacdes com os alvos no organismo, podendo a maioria de acordo com a comparacgao
de sua atividade com dados da literatura auxiliar na funcdo farmacoldégica dos
farmacos em questao. Podemos citar o Receptor de adenosina A3 que pode atuar na
resposta inflamatodria do canferol encontrado nos trés fitoterdpicos encontrados. A
anidrase carbdnica 7, proteina alvo da catequina que presente no RR regula a
transmissao sinaptica GABAérgico, que no caso deste fitoterapico auxilia no seu
mecanismo de acdo ao melhorar a capacidade mental dos pacientes. Citando também
o receptor alfa-2C adrenérgico tido como alvo da quercetina foi descrito como
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envolvido na regulacdo da vasoconstricdo e na ativacao plaquetaria o que auxilia na
melhora dos pacientes em uso do AC, no qual possuem insuficiéncia venosa, e em
pacientes em uso de MG no qual sofrem de alguma doenca no trato respiratério que

em sua maioria das vezes gera uma inflamac&o no muasculo liso dos brénquios.

54 GUSAR Antitarget/Toxicity Prediction

A toxicidade aguda foi predita pelo servidor GUSAR Antitarget/Toxicity Prediction
Esta determinacdo in silico foi realizada baseada na predi¢éo de valores de dose letal
média em ratos em 4 vias de administracdo (oral, intravenosa, intraperitoneal e
subcutanea). Os resultados encontrados foram dispostos na Tabela 12, na qual é
descrito a dose considerada letal e a classificagdo de cada compostos fendlicos

estudados nas 4 vias de administracéo.

Tabela 12. Toxicidade aguda em camundongos predita pelo GUSAR

Via de IP v VO SC
administracéo

(+)-Catequina

DLso (mg/kg) 1229 7379 2022 1498
Classificacéo Classe 5 N&o téxico Classe Classe 5
5
Ac. Vanilico
DLso (Mmg/kg) 1731 237,6 1725 1225
Classificacéo Nao toéxico Classe 4 Classe Classe 5
4
Ac. Elagico
DLso (mg/kg) 917,2 152,5 1712 1927
Classificacao Classe 5 Classe 4 Classe Classe 5
4
Ac. Siringico
DLso (mg/kg) 1365 248 1331 1553
Classificacéo Nao toéxico Classe 4 Classe Classe 5
4
Ac. Ferulico
DLso (Mmg/kg) 682,3 224,4 2754 1058
Classificagéo Classe 5 Classe 4 Classe Classe 5
5
Ac. T-cindmico
DLso (mg/kg) 864,7 363,5 2783 333,9
Classificacéo Classe 5 Classe 5 Classe Classe 4
5
Ac. p-cumaérico
DLso (Mmg/kg) 692,3 303,2 2181 578,7
Classificacéo Classe 5 Classe 5 Classe Classe 4
5
Ac. Clorogénico
DLso (Mmg/kg) 1416 229,3 3927 343,2
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Classificacéo Nao toéxico Classe 4 Classe Classe 4

5
Ac. Cafeico
DLso (mg/kg) 890,2 361,4 2386 574,7
Classificacéo Classe 5 Classe 5 Classe Classe 4
5
Quercetina
DLso (Mmg/kg) 920,3 2089 1892 3550
Classificacéo Classe 5 Nao toéxico Classe  Né&o toxico
4
canferol
DLso (mg/kg) 1163 392,6 2183 5938
Classificacao Classe 5 Classe 5 Classe  Nao tbxico
5

oral (VO), intravenosa (1V), intraperitoneal (IP) e subcutanea (SC)

A dose letal mediana (DLso) € descrita como a dose necessaria de uma
substancia necessaria para matar 50% da populacéo teste. Observando os dados,
percebe-se que a predicdo da (+) -catequina e do canferol apresentaram as mais
baixas toxicidades agudas de todos o0s outros compostos analisados, tendo
classificacdo 5 ou auséncia de toxicidade nas 4 vias analisadas. Quando analisamos
0 acido siringico, elagico, e vanilico percebemos que os trés apresentam classe 4 nas
vias intravenosas e via oral. Em um estudo feito por Beserra (2010) no qual foi avaliado
a toxicidade do acido elagico em roedores por via oral, em sua analise com doses de
500 e 1000 mg/kg n&o houve letalidade nessa via de administracao (148).

O acido clorogénico apresenta classe 4 em duas vias, oral e subcutanea. O acido
ferdlico apresentou classe 4 na via IV e a quercetina na VO, todos os restantes se
apresentaram dentro na classe 5. Os acidos cafeico, p-cumarico e cinamico
apresentaram toxicidade aguda baixa em todas as vias analisadas, se apresentando

somente na via subcutanea com Classe de 4, estando as demais vias na Classe 5.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de fitoterapicos no Brasil tem aumentado consideravelmente nos
ultimos anos e com esse aumento existe uma maior necessidade de controle de
gualidade, tanto para as industrias que os produzem quanto para 0s 0Orgaos

regulamentares de vigilancia.

Os tempos de retencdo variaram entre 9,763 e 15,724, sendo a catequina
separada em menor tempo e o canferol em maior tempo. Os compostos fendlicos
encontrados variaram em relacéo a cada fitoterapico analisado, sendo os flavonéides
dentre os metabdlitos secundarios, o0 mais prevalente. Foram encontrados para o
Aesculus hippocastanum L. (acido elagico, acido ferulico, acido p-cumarico, acido
siringico, &cido t- cindmico, acido vanilico, quercetina e canferol), para o Mikania
glomerata S. (&cido clorogénico, acido cafeico, quercetina e canferol) e para o
Rhodiola rosea L. (acido clorogénico, catequina acido p-cumarico e canferol). As
concentracfes dos compostos bioativos analisados variaram de cada fitoterapico
(0,320 e 1.943,36 mg kg 1), demonstrando as diferencas entres os metabdlitos
secundarios, 0 que auxilia em suas caracterizacbes. Ao comparar os tempos de
retencdo de compostos fendlicos encontrados em dois ou mais fitoterapicos
simultaneamente, percebemos que nao houve diferencas significativas,
demonstrando a representatividade da técnica. Os resultados, portanto, indicam que
estes fitoterapicos sdo uma grande fonte de polifenois, mais especificamente de

flavondides, sendo assim séo grandes fontes de espécies antioxidantes.

Em relacdo a composicao mineral destes fitoterapicos, a maior concentracao
encontrada foi a de fésforo (281,07 + 0,12 pg g-1) no Rhodiola rosea L. e a menor
concentracéo foi de ferro (8,683+4,485 g g-1) quantificado na Mikania glomerata S..

A predicao de atividades in silico foi realizada em todos os compostos fendlicos
identificados nos trés fitoterdpicos estudados, 0 que nos permitiu levantar variados
alvos potenciais para cada substancia analisada, reforcando assim, a importancia de

se melhorar o estudo das atividades biol6gicas desses compostos.

Ao realizar andlises de toxicidade aguda dos compostos fendlicos encontrados
verificou-se a baixa toxicidade das substancias analisadas, tendo a (+) -catequina o

canferol os valores mais baixos de toxicidade entre os compostos analisados.
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Nesse sentido, nota-se que os fitoterapicos constituem uma fonte diversificada de
compostos com atividades quimicas e biolégicas variadas, pelo qual ao se conhecer
melhor suas funcionalidades e proteinas alvos, pode-se melhorar a sua atuagéo no

organismo e explorar toda a sua funcionalidade biologica.
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7 PERSPECTIVA

Algumas perspectivas para este trabalho sdo a obtencdo de uma gquantidade
maior de compostos fendlicos isolados para estes fitoterapicos, a fim de se realizar
uma caracterizacao mais aprofundada e detalhada. Também a realizacdo de testes
para a verificacdo das atividade antioxidantes in vitro destes compostos, bem como
avaliacdo de mais proteinas alvos o que contribuiria para a avaliacdo das diversas

funcionalidades dos compostos encontrados em cada fitoterapico.
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