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RESUMO

Plinia cauliflora (DC.) Kausel, também nomeada como Plinia peruviana, ¢ popularmente
conhecida como “jabuticaba” e pertence a familia Myrtaceae. A espécie ¢ amplamente
distribuida no Brasil, com potencial terapéutico reconhecido principalmente através das
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, vasodilatadoras e cicatrizantes. Contudo, a
literatura cientifica concentra-se majoritariamente na investiga¢ao dos frutos, havendo escassez
de dados relacionados as atividades biologicas de outros 6rgaos da espécie menos exploradas e
subutilizadas, como folhas e ramos. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos farmacoldgicos e toxicologicos dos extratos etandlico das folhas (EEF) e
ramos (EER) de P. cauliflora, bem como de seus complexos supramoleculares com [3-
ciclodextrina (EEF/BCD e EER/BCD), com foco em seu potencial terapéutico, especialmente
quanto as atividades anti-inflamatéria e vasodilatadora, por meio das vias tdpica e oral,
respectivamente. A formagao dos complexos foi confirmada por técnicas espectroscopicas por
RMN e Raman. A biodisponibilidade dos fendlicos foi examinada por digestao simulada in vitro
pelo protocolo INFOGEST. Ensaios de toxicidade aguda e subcronica foram avaliados em
camundongos Swiss e a viabilidade celular in vitro em linhagens de macrofagos (J774A.1) e
fibroblastos (L929) pelo método de MTT. A atividade anti-inflamatéria foi analisada pela
mensuracdo da producdo de o6xido nitrico (NO), corpusculos lipidicos (CLs) e mediadores
inflamatorios relacionados a sua biossintese (TGF-B e PGE»), além de interleucinas pro-
inflamatoérias (IL-18, IL-6, IL-12, TNF-a). Os efeitos vasodilatadores foram investigados por
meio de ensaios de relaxamento vascular ex vivo em anéis de aorta de ratos Wistar. Através da
atividade vasodilatadora, todas as amostras exibiram efeito maximo (Emax) superior a 80%,
possivelmente mediada pela via do NO. Neste trabalho, foram também desenvolvidas
formulagdes topicas contendo os extratos e seus complexos inseridos em base Lanette®, as quais
foram submetidas as caracterizacdo fisico-quimica e reoldgica por espectroscopia FTIR,
analises térmicas (TGA/DTA) e ensaios viscoelasticos. As caracterizagdes fisico-quimicas
demonstraram interagdes entre os componentes do extrato com a ciclodextrina. Na formulagao,
foi também possivel identificar interacdes entre os componentes do extrato ou do complexo
com a base Lanette®. Estudos junto ao modelo de digestio in vitro demonstraram que a
complexacdo de EER com BCD conferiu maior estabilidade géstrica aos fendlicos, além de
favorecer sua absor¢do intestinal. Os testes toxicoldgicos in vivo indicaram auséncia de efeitos
adversos significativos para EER e EER/BCD (DLso > 1000 mg/Kg) e parametros bioquimicos
e hematologicos sugestivos de adaptagdes fisioldgicas, sem toxicidade hepatica ou renal
significativa, sendo EER/BCD superior ao extrato. Para o ensaio de viabilidade celular in vitro,
EEF/BCD atenuou a citotoxicidade do EEF em concentracdes elevadas para ambas linhagens
celular. A atividade anti-inflamatdria foi expressiva, com destaque para EEF/BCD que reduziu
73,1% de NO, 67% de CLs, 88% de TGF-B e 52% de PGE:, e se mostrou eficaz diante das
citocinas IL-1pB, IL-6, IL-12, TNF-o. As formulagdes topicas a base de Lanette® mostraram
caracteristicas macroscopicas satisfatorias e adequagdo para aplicagdo dermatologica. Com
base nos resultados obtidos, conclui-se que os extratos de P. cauliflora, isolados ou
complexados com BCD, apresentam propriedades farmacoldgicas promissoras para o uso de
condi¢des inflamatérias e cardiovasculares. A complexacdo com PCD mostrou-se uma
estratégia eficiente para otimizacdo da estabilidade, biodisponibilidade e eficacia dos fenolicos.
Estudos adicionais sdo recomendados para validar os achados em modelos in vivo e clinicos,
bem como para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos nas atividades observadas.

Palavras-chave: Plinia cauliflora. B-ciclodextrina. Anti-inflamatorio. Vasodilatador.
Complexos supramoleculares.



ABSTRACT

Plinia cauliflora (DC.) Kausel, also known as Plinia peruviana, is commonly referred to as
jabuticaba and is a member of the Myrtaceae family. The species is widely distributed in Brazil,
and its therapeutic potential is recognized mainly through its antioxidant, anti-inflammatory,
vasodilating and healing properties. However, the scientific literature has focused primarily on
the study of the fruits, with limited data available on the biological activities of the less studied
and underutilized parts of the plant, such as the leaves and branches. In this context, the present
study aimed to evaluate the pharmacological and toxicological effects of the ethanolic extracts
of the leaves (EEL) and branches (EEB) of P. cauliflora, as well as their supramolecular
complexes with B-cyclodextrin (EEL/BCD and EEB/BCD). The study focused on their
therapeutic potential, particularly in terms of anti-inflammatory and vasodilatory activities, via
topical and oral administration, respectively. The formation of the complexes was confirmed
by spectroscopic techniques including nuclear magnetic resonance (NMR) and Raman
spectroscopy. The bioavailability of the phenolic compounds was evaluated by simulated in
vitro digestion according to the INFOGEST protocol. Acute and subchronic toxicity assays
were performed in Swiss mice, and in vitro cell viability was evaluated in macrophage
(J774A.1) and fibroblast (L929) cell lines using the MTT assay. The anti-inflammatory activity
was assessed by measuring nitric oxide (NO) production, lipid droplets (LDs) formation, and
inflammatory mediators related to their biosynthesis (TGF- and PGE,), in addition to pro-
inflammatory interleukins (IL-1p, IL-6, IL-12, and TNF-a). The vasodilatory effects were
assessed by ex vivo vascular relaxation assays using Wistar rat aortic rings. It was observed that
all samples exhibited a maximal vasodilator effect (Emax) greater than 80%, possibly mediated
by the NO pathway. Topical formulations were developed using the extracts and their
complexes, which were incorporated into a Lanette® base. These formulations were then
subjected to physicochemical and rheological characterization by FTIR spectroscopy, thermal
analysis (TGA/DTA) and viscoelastic tests. The physicochemical characterizations confirmed
interactions between the extract components and BCD. The formulations also identified the
presence of interactions between the extract or complex components and the Lanette® base.
Studies using the in vitro digestion model demonstrated that complexation of EEB with CD
resulted in enhanced gastric stability of the phenolic compounds and improved their intestinal
absorption. In vivo toxicological studies showed no significant adverse effects for EEB and
EEB/BCD (LDso > 1000 mg/Kg), and biochemical and haematological parameters suggested
physiological adaptations without relevant hepatic or renal toxicity, with EEB/BCD showing
superior safety compared to the free extract. In the in vitro cell viability assay, EEL/BCD
reduced the toxicity of EEL at higher concentrations in both cell lines. The anti-inflammatory
activity was particularly noteworthy, especially for EEL/BCD, which reduced NO by 73.1%,
LDs by 67%, TGF-B by 88%, and PGE: by 52%. The study also demonstrated effective
modulation of the cytokines IL-1B, IL-6, IL-12 and TNF-a. The Lanette® based formulations
demonstrated satisfactory properties for dermatological application. P. cauliflora extracts,
whether isolated or complexed with BCD, exhibit pharmacological properties for managing
inflammatory and cardiovascular conditions. Complexation with BCD enhances phenolic
compounds' stability, bioavailability, and efficacy. Further studies are recommended to validate
these findings in models and to elucidate the mechanisms underlying the observed activities.

Keywords: Plinia cauliflora. B-Ciclodextrin. Anti-inflammatory. Vasodilator. Supramolecular
complexes.
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BCD: Beta-ciclodextrina

CD(s): Ciclodextrina(s)

CEUA: Comissio de Etica no Uso de Animais

cGMP: Guanilato ciclase soltivel/monofosfato ciclico de guanosina
CN: Controle Negativo

COz: Didxido de carbono (gas carbdnico)

COX: Enzima ciclooxigenase

DCV: Doengas cardiovasculares

DLso: Dose letal mediana

DMSO: Dimetilsulféxido

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

ECA: Enzima conversora de angiotensina

EDREF: Fator de relaxamento derivado do endotélio

EEF: Extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora

EEF/BCD: Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora complexado com B-ciclodextrina
EER: Extrato etanodlico dos ramos de Plinia cauliflora

EER/BCD: Extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora complexado com B-ciclodextrina
EFC: Extrato de fumaca de cigarro

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Emax: Efeito méximo

EROs: Espécies reativas de oxigénio

FTIR: Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

vCD: Gama-ciclodextrina



GGT: Gama glutamil transpeptidase

GTP: Guanosina trifosfato

H>0,: Peroxido de hidrogénio

HP-BCD: 2-Hidroxipropil-beta-ciclodextrina
HPLC-QTOF-MS: Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas com tempo de voo.

IDso: Dose inibitoria de 50%

IL-1B: Interleucina-1-beta

IL-6: Interleucina-6

IL-8: Interleucina-8

[L-12: Interleucina-12

LDL: Lipoproteina de baixa densidade
L-NAME: N-nitro-L-arginina metil éster

LAM: Leito arterial mesentérico

LPS: Lipopolissacarideo

MAPKSs: Mitogen-Activated Protein Kinases (MAP Quinase)
MMP-1: Metaloproteinase de matriz 1

NE: Norepinefrina

NF-«B: Fator nuclear kappa B

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintase

02: Oxigénio

O>: Anion superéxido

P.A.: Padrao analitico

PGE:: Prostaglandina E2

PKG: Proteina quinase G

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear

SAECs: Small Airway Epithelial Cells (células epiteliais das vias aéreas inferiores)
sGC: Guanilato ciclase soluvel

SUS: Sistema Unico de Saude

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral alfa

TGF-B: Fator de crescimento transformador beta

TGA: Termogravimetria
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Ad: Variacdo nos valores de deslocamento quimico.
%: Porcentagem.

Da: Daltons.

log Ko/a: Coeficiente de particao.
cm: Centimetro

cm: Centimetro inverso ou niimero de onda (espectroscopia)
°C: Graus Celsius.

pg: Micrograma.

pL: Microlitro.

pm: Micrdémetro.

pM: Micromolar.

g: Gramas

g/L: Grama por litro

h: Horas

Kg: Quilograma

M: Molar

mbar: Milibar (unidade de pressao atmosférica)
mg/Kg: Miligrama por quilograma.
mg/mL: Miligrama por mililitro.
MHz: Megahertz

min: Minutos

mL/min: Mililitro por minuto.
mm: Milimetro

mmHg: Milimetros de merctrio.
mW: Megawatt

nm: NanOmetro.

nmol: Nanomole

pmol: Picomol

ppm: Partes por milhdo

U/mL: Unidades por mililitro

U/L: Unidades por litro.
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1. INTRODUCAO

Plantas medicinais ricas em fenolicos tém sido historicamente empregadas para fins
terapéuticos, exibindo propriedades anti-inflamatdrias eficazes no tratamento de diversas
afeccoes cutaneas (Costa et al., 2022; Mellou et al., 2019). As espécies vegetais sempre
desempenharam um papel relevante na historia da medicina. A utilizacdo de plantas com
propositos terapéuticos constitui uma das praticas medicinais mais antigas da humanidade, e
muitos medicamentos contemporaneos tém sua origem direta ou indireta em produtos naturais
(Hoffmann et al., 2024). Estima-se que aproximadamente 40% dos farmacos atualmente
disponiveis na clinica sejam derivados de metabolitos secundarios de origem vegetal ou de suas
estruturas quimicas fundamentais (Calixto, 2019; Nguyen-Vo et al., 2020). A biodiversidade
brasileira, em particular, representa um vasto potencial para a descoberta de novos agentes
terapéuticos, e as espécies da familia Myrtaceae, como a Plinia cauliflora, tétm despertado
crescente interesse cientifico devido as suas propriedades farmacologicas e ao seu uso
tradicional (Paula et al., 2024).

A Plinia cauliflora (DC.) Kausel, também nomeada como Plinia peruviana e
popularmente conhecida como “jabuticaba”, ¢ uma espécie frutifera nativa da Mata Atlantica,
amplamente distribuida no territorio brasileiro. Seus frutos sdo consumidos in natura e também
utilizados na elaboracdo de diversos produtos alimenticios, como sucos, geleias, licores e
vinhos, representando um importante recurso econdmico e nutricional (Wang et al., 2014).
Adicionalmente a sua relevancia alimenticia, diferentes partes da planta, incluindo cascas,
sementes ¢ bagaco, t€ém sido tradicionalmente empregadas na medicina popular no tratamento
de disttrbios inflamatorios e gastrointestinais. Essa aplicagdo se deve a presenca de substancias
bioativas relevantes, que conferem a espécie um importante potencial terapéutico (Galvao et
al.,2021; Inada et al., 2020).

Esse potencial tem motivado uma série de investigacdes cientificas, que evidenciam
diversas propriedades farmacologicas atribuidas a espécie, incluindo atividades antioxidante
(De Souza et al., 2017; Paula et al., 2021), anti-inflamatoria (Zhao et al., 2019; Paula et al.,
2021), cardioprotetora (Gasparotto Junior et al., 2011), hipolipemiantes (Araujo et al., 2014),
antiproliferativa (Wang et al., 2014) e antimutagénica (Leite-Legatti et al., 2012). Tais
evidéncias reforcam o potencial da P. cauliflora como candidata promissora para o
desenvolvimento de fitoterapicos. Contudo, um dos principais desafios relacionados a aplicacao

de extratos vegetais em formulagdes farmacéuticas reside na baixa solubilidade em meio aquoso
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e na instabilidade de muitas substincias bioativas, fatores que podem comprometer sua
biodisponibilidade e, consequentemente, sua eficacia terapéutica (Moya-Ortega et al., 2012;
Wang, et al., 2014).

Nesse contexto, sistemas de liberacdo com base em ciclodextrinas, especialmente a [3-
ciclodextrina (BCD), tém sido amplamente estudados como estratégia para melhorar a
solubilidade, estabilidade e desempenho terap€utico de substancias bioativas (Loftsson e
Duchéne, 2007; Zhu et al., 2016). A ciclodextrina ¢ um oligossacarideo ciclico com estrutura
em forma de cone truncado, capaz de formar complexos de inclusdo com moléculas
hidrofobicas por meio de interagdes nao covalentes. A formagao desses complexos pode resultar
em maior estabilidade fisico-quimica, protecdo contra degradagdo e melhora na liberagao e
absorcao dos principios ativos (Uekama et al., 1998; Brewster e Loftsson, 2007).

Alguns exemplos ja documentados de formulagdes contendo CDs incluem o uso de a-
ciclodextrina (a¢CD) com miconazol e B-ciclodextrina (BCD) com clorafenicol, betametasona,
indometacina, nimesulida (Maxsulid®) e piroxicam (Cicladol®), com o propésito de melhorar a
liberagdo e/ou permeacgdo dos farmacos. Adicionalmente, a complexagdo de extratos vegetais
com BCD tem se mostrado eficaz na potencializagdo da atividade farmacoldgica e na ampliagao
da aplicabilidade terapéutica dos mesmos (Moya-Ortega et al., 2012). Estudos recentes indicam
que metabolitos secundarios derivados de extratos vegetais complexados com BCD apresentam
maior estabilidade térmica, protecdo contra oxidagdo e aumento da atividade bioldgica, como
os alcaloides (Rocks ef al., 2012), os fenolicos (Zhao et al., 2010; Li et al., 2011; Folch-Cano
etal.,2013; Zhou et al., 2013), os flavonoides (Kalogeropoulos ef al., 2009; Lanna ef al., 2016),
bem como matrizes mais complexas, como 6leos essenciais (Kfoury et al., 2018; Rakmai et al.,
2018).

Fitoterapicos podem ser administrados por diferentes vias, sendo as formas oral e topica
as mais frequentemente utilizadas, a depender da formulag@o e do objetivo terapéutico (Brasil,
2021). No Brasil, encontram-se disponiveis no mercado diversos produtos de uso topico, como
o Acheflan® (Cordia verbenacea) e formulagdes a base de Arnica montana, Copaifera
langsdorffii, Calendula officinalis e Symphytum officinale (Brasil, 2021). Nesse cenario,
substancias fenolicas tém se destacado como candidatas promissoras para formulacdes topicas
no tratamento de doencas inflamatorias cutaneas, devido a sua eficdcia terapéutica e a
toxicidade reduzida (Arshad et al., 2016; Arshad et al., 2019).

Os cremes, caracterizados como emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A), sdo amplamente

utilizados para administragdo topica devido a sua capacidade de proporcionar uma sensagao
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agradavel na pele, favorecer a espalhabilidade dos ativos e manter a estabilidade da formulacao
por longos periodos, especialmente quando associados a agentes estabilizantes que controlam
a cinética de instabilidade das emulsdes (Al-Bawab et al., 2006). A exemplo dessa forma
farmacéutica, a base Lanette® é uma emulsdo amplamente empregada na farmacotécnica como
veiculo em formulagdes dermatoldgicas e cosméticas. Sua versatilidade e compatibilidade com
substancias bioativas de origem vegetal, como extratos e Oleos essenciais, conferem-lhe
vantagens em relacdo a outras bases, tornando-a uma das primeiras opgdes para o
desenvolvimento de formulagdes topicas (Monteiro et al., 2022). Estudos demonstram que ela
¢ capaz de estabilizar e proteger essas substancias, que frequentemente sdo sensiveis a oxidagao
ou degradag¢do, garantindo a manutengao de suas propriedades terapéuticas (Rocha de Carvalho
et al., 2019). Além disso, sua estrutura facilita a liberagao controlada dos ativos, melhorando
sua absorc¢ao cutanea e, consequentemente, sua eficacia (Kauer et al., 2020; Mota et al., 2018).
A via oral também se destaca como rota importante para administragdo de fitoterapicos,
sobretudo aqueles com efeitos cardiovasculares (Varum et al., 2008). Polifendis presentes em
plantas medicinais apresentam efeitos vasodilatadores e cardioprotetores, atuando na
manutencdo da funcdo endotelial, reducdo da pressao arterial, diminuicdo da agregacao
plaquetaria e combate a oxidagdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Stoclet et al.,
2004; Pérez-Vizcaino e Duarte, 2010). Contudo, a eficacia de substancias bioativas
administrados por via oral depende da superacao de barreiras como a baixa solubilidade e o
metabolismo de primeira passagem (Chaud et al., 2010; Celestino ef al., 2012). A formagao de
complexos supramoleculares com BCD representa, portanto, uma estratégia eficaz para
melhorar a biodisponibilidade oral dessas substancias (Szente e Szejtli, 2004; Moya-Ortega et
al., 2012).

Nos ultimos anos, 0 nosso grupo de pesquisa tem investigado o potencial farmacologico
da P. cauliflora. Demonstrou-se previamente as atividades antioxidante e anti-inflamatoria dos
extratos etanolico das folhas (EEF) e ramos (EER) de P. cauliflora, bem como de seus
complexos supramoleculares com BCD (Paula er al., 2021; 2023; patente BR 10 2020
0183249). Esses resultados, corroborados por dados fitoquimicos que confirmam a presenga de
fenolicos, com énfase nos flavonoides e taninos, foram compilados em uma revisao recente que
destaca a importancia do aproveitamento integral da espécie e os avancgos cientificos quanto as
suas propriedades farmacologicas (Paula et al., 2024) (Anexo).

Diante do exposto, o presente trabalho visa aprofundar a avaliagdo dos efeitos

farmacologicos do (EEF) e de seu complexo com BCD (EEF/BCD) para aplicacao topica, por



21

meio do desenvolvimento de formulagdes em creme base Lanette®, com foco na sua atividade
anti-inflamatoria cutanea. Paralelamente, objetiva-se investigar o EER e seu complexo
(EER/BCD) para possivel aplicacdo oral como fitoterapico vasodilatador no tratamento de

doengas cardiovasculares.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente se¢do tem como objetivo apresentar os principais fundamentos tedricos e
avangos cientificos relacionados ao escopo deste trabalho. Inicialmente, sdo abordados aspectos
botanicos, etnofarmacologicos e fitoquimicos de Plinia cauliflora (DC.) Kausel, destacando
sua origem, distribuicdo e o conhecimento tradicional associado a espécie. Em seguida, sao
discutidas as evidéncias disponiveis na literatura quanto as atividades biologicas atribuidas a
seus extratos, com énfase nas agdes antioxidante, anti-inflamatoria ¢ vasodilatadora.

Na sequéncia, sdo exploradas as propriedades fisico-quimicas e aplicabilidades das
ciclodextrinas, especialmente no contexto da formacdo de complexos supramoleculares com
substancias bioativas de origem vegetal, visando a melhoria da estabilidade, solubilidade e
biodisponibilidade dessas substancias. Por fim, discute-se a importancia das formulagdes
fitoterapicas, com destaque para as vias de administracao oral e topica, considerando os desafios
tecnologicos e terapéuticos envolvidos no desenvolvimento de produtos farmacéuticos a base

de extratos vegetais.

2.1 Plinia cauliflora (DC.) KAUSEL

Plinia cauliflora (DC.) Kausel ¢ popularmente conhecida como “jabuticaba” ou
“jabuticabeira” (Flora do Brasil, 2025). A arvore frutifera (Figura 1) do bioma da Mata Atlantica
pertence a familia Myrtaceae, que compreende o total de 109 géneros vegetais, ¢ tem como
sindnimos Plinia peruviana (Poir.) Govaerts, Plinia cauliflora (Mart.) Kausel, Eugenia
cauliflora (Mart.) DC.; Eugenia jaboticaba (Vell.) Kiaersk.; Myrcia jaboticaba (Vell.) Baill.;
Mpyrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg; Myrciaria jaboticaba (Vell.) O. Berg; Myrtus cauliflora
Mart.; Myrtus jaboticaba Vell.; e Plinia jaboticaba (Vell.) Kausel (Flora do Brasil, 2025; The
Plant List, 2025). Trata-se de uma arvore de médio porte, que pode alcangar entre 10 e 12 metros
de altura, com tronco liso, de coloragdo que varia do marrom claro ao bege acinzentado,
frequentemente descamante e ramificado desde a base (Lorenzi et al., 2006). Seus ramos sdo
cilindricos, delgados e glabros; as folhas simples, opostas, de consisténcia coriacea, com
formato eliptico a oblongado, medindo entre 2 a 4 cm de comprimento e 0,6 a 2 cm de largura
(Jesus et al., 2004). Uma das caracteristicas mais marcantes da espécie ¢ sua floracdo cauliflora,

na qual as flores se desenvolvem diretamente no tronco e em ramos lenhosos mais antigos.
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Essas flores sdo pequenas, brancas, hermafroditas e compostas por numerosos estames,

conferindo a planta uma aparéncia peculiar durante o florescimento (Lorenzi et al., 2006).

Figura 1. Habito de Plinia cauliflora (DC.) Kausel cultivada na cidade de Belo Horizonte, nas
coordenadas 19°52°30,8” S; 43°58°31 7’ O e 820 metros de altitude.

Fonte: Paula et al., 2024.

Os frutos (Figura 2) de P. cauliflora sdo bagas globosas, de coloragdo arroxeada a negra
quando maduras, medindo entre 1 e 4 cm de didmetro e contendo de um a quatro sementes
(Jesus et al., 2004). Apresentam polpa suculenta, de coloracdo branca ou rosada, com sabor
adocicado e aroma caracteristico o que conferiu a jabuticabeira a nomeacao coloquial de
“Arvore de uvas brasileiras” (Wang ef al., 2014). A frutificagdo pode ocorrer varias vezes ao
ano, dependendo das condi¢des ambientais, especialmente em regides com alta umidade e
sombra parcial (Citadin et al., 2010). A espécie ocorre predominantemente nas regides Sudeste
do Brasil, especialmente nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de Janeiro, preferindo
solos argilosos, bem drenados e ricos em matéria organica (Citadin et al., 2010; Gasparotto
Junior et al., 2019). Além de sua importidncia como planta frutifera, P. cauliflora possui

destaque na medicina tradicional brasileira.
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Figura 2. Plinia cauliflora (DC.) Kausel cultivada na cidade de Belo Horizonte. Detalhe dos

frutos maduros e imaturos.
L T TP r A

Fonte: Autoria propria.

Diversas partes da jabuticabeira sdo tradicionalmente utilizadas na medicina popular
brasileira no tratamento de uma ampla variedade de enfermidades (Paula et al. 2024). As cascas
dos frutos sdo comumente empregadas na forma de infusdes no manejo de disturbios
gastrointestinais, como diarreias e disenterias, além de serem indicadas para o alivio de
inflamagdes cronicas das amigdalas. Os frutos, por sua vez, sdo utilizados popularmente no
tratamento de hemoptises e afecgdes respiratdrias, incluindo tosse e asma (Wang et al., 2014;
Gasparotto et al., 2019). J4 as folhas e os ramos, embora comumente descartados para fins
alimenticios, sdo amplamente valorizados no uso etnomedicinal, sobretudo em comunidades
tradicionais. O uso popular dessas partes vegetais para o tratamento de disenteria e diarreia é
particularmente difundido na regido nordeste do Brasil (Agra et al., 2008). Além disso,
preparagdes caseiras como infusdes e decocc¢des sdo tradicionalmente utilizadas para o manejo
de afeccdes cutdneas, bronquite e asma, sendo atribuidas a essas estruturas propriedades
adstringentes e antioxidantes (Gasparotto Junior et al., 2019; Souza-Moreira et al., 2013).

Conforme relatos da literatura, P. cauliflora apresenta inumeras atividades biologicas.
Dentre elas, destacam-se as propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral (Duarte
et al., 2021; Paula et al., 2021), antiparasitaria (De Aratjo et al., 2014), leishmanicida,
antidiarreica (Brito, 2019), antiobesidade (Moura et al., 2021) e fotoprotetora (Cefali et al.,
2021). A grande diversidade de atividades bioldgicas da P. cauliflora esta associada, em geral,
a presenga de fenolicos na planta (Paula et al., 2024). As antocianinas, presentes nas cascas dos
frutos, sdo representantes fendlicos que atuam como fortes agentes antioxidantes e anti-

inflamatorios (Galvao et al., 2021). Além disso, descreve-se que a jabuticabeira ¢ rica em
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flavonoides, procianidinas, &acidos fendlicos e taninos, os quais demonstraram agdes
antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antialérgica e antitumoral (Reynertson et al.,

2008; Paula et al., 2021).

2.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE Plinia cauliflora

Investigacdes etnofarmacologicas possibilitaram a descoberta das propriedades
terapéuticas do fruto, casca, tronco e semente de P. cauliflora, atualmente utilizadas no
desenvolvimento de fitoterapicos, nutracéuticos e cosméticos (Neri-Numa et al., 2018; Inada et
al., 2020). Muitas atividades bioldgicas dessa espécie foram atribuidas aos suas substancias
fenolicas (Paula et al., 2024). Tais substancias se destacam por quelar radicais oxidativos,
podendo neutralizar espécies reativas através da doagdo de elétrons ou protons e/ou sequestrar
os catalisadores para formagao de radicais livres, além de inibir a expressao de interleucina oito
(IL-8) e metaloproteinase de matriz 1 (MMP-1) (Lenquiste et al., 2015; Zhao et al., 2019).

Além de sua reconhecida atividade antioxidante, os fenolicos, particularmente os
flavonoides, tém demonstrado efeitos cardioprotetores relevantes, incluindo propriedades anti-
hipertensivas descritas na literatura. Evidéncias experimentais indicam que o consumo regular
de flavonoides pode contribuir para a redugdo da pressao arterial, efeito associado a capacidade
desses metabolitos secundarios de inibir, in vitro, a enzima conversora de angiotensina (ECA).
Esse mecanismo de acdo, aliado as propriedades antioxidantes expressivas, refor¢a o potencial
terapéutico dos flavonoides na prevencao e no manejo de doengas cardiovasculares (Gasparotto

Junior et al., 2011).

2.2.1 Atividade antioxidante

O estresse oxidativo consiste em um desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), também conhecidas como radicais livres, e a capacidade do sistema
antioxidante biologico de neutraliza-las de forma eficaz. Essa incapacidade de neutralizacao
leva a um acimulo de radicais livres, os quais, em niveis elevados, desencadeiam danos a
componentes celulares essenciais, como lipidios, proteinas e DNA. Essa superproducdo de
radicais livres, frequentemente originada de um desequilibrio no metabolismo energético
celular, é reconhecidamente prejudicial a saude, conforme demonstrado por Plaza e

colaboradores (2016). A literatura cientifica tem consistentemente associado o estresse
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oxidativo a uma variedade de condic¢des patoldgicas de impacto significativo na saude publica.
Entre essas condi¢des, destacam-se a diabetes mellitus tipo 2, uma desordem metabdlica
caracterizada pela hiperglicemia e frequentemente acompanhada de resisténcia a insulina
(Ghosh e Konishi, 2007; Matsuzawa-Nagata et al., 2008) e doengas cardiovasculares e
hipertensdo arterial (Harrison e Gongora, 2009), as quais representam importantes causas de
morbidade e mortalidade em escala global (Brasil, 2023; WHO, 2024). Diante do aumento
preocupante na incidéncia dessas doencas cronicas em todo o mundo, a pesquisa € o
desenvolvimento de novos agentes antioxidantes que possam auxiliar na modulagdo do estresse
oxidativo tornaram-se uma area de grande relevancia e foco na investigagao cientifica (Plaza et
al., 2016).
Diversos estudos apontam a atividade antioxidante de P. cauliflora, dentre os quais
destaca-se as pesquisas realizadas por Plaza et al. (2016), Cefali et al. (2021) e Paula et al.,
(2021), que analisaram a atividade antioxidante de diferentes estruturas vegetais da jabuticaba.
Plaza et al. (2016) e Cefali et al. (2021) avaliaram a capacidade antioxidante dos extratos
aquoso e etandlico das cascas, respectivamente, utilizando os métodos in vitro de sequestro dos
radicais  livres DPPH  (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)). Ambos os estudos demonstraram que os extratos
apresentam elevado potencial antioxidante, com eficiéncia superior a 90% na neutralizagao dos
radicais testados. Adicionalmente, Plaza et al. (2016) realizaram a caracterizagao quimica das
cascas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), identificando elagitaninos e
galotaninos como os principais metabolitos responsaveis pela atividade antioxidante observada.
Cefali ef al. (2021) investigaram a atividade antioxidante das cascas dos frutos de
jabuticaba por meio de ensaios in vitro utilizando os radicais DPPH e ABTS. Os extratos
demonstraram elevada capacidade de neutralizacdo de radicais livres, com eficiéncia superior
a 90% em ambos os testes. Com base nesses resultados, os autores destacaram o potencial do
extrato como ingrediente ativo em formulagdes cosméticas, especialmente voltadas a prevencao
do envelhecimento cutaneo precoce induzido pelo estresse oxidativo.

Paula et al. (2021) mostraram a atividade antioxidante dos extratos etanolico obtidos
das folhas e ramos de P. cauliflora, evidenciando um desempenho promissor frente as diferentes
vias de oxida¢do avaliadas. A agdo bioldgica observada foi atribuida, principalmente, a presenca
de fenolicos, como flavonoides, taninos e acidos fenolicos, abundantes nessas estruturas
vegetais. Os autores destacam a necessidade de estudos adicionais para o desenvolvimento de

formulagdes farmacéuticas baseadas nesses extratos. O trabalho também ressalta a relevancia
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da investigacdo de partes subutilizadas da planta, como folhas e ramos, promovendo seu

reaproveitamento e contribuindo para o avango da bioeconomia nacional.

2.2.2 Atividade anti-inflamatoria

A resposta inflamatoria constitui um mecanismo fisioldgico essencial, ativado em
decorréncia de lesdes teciduais ou da exposi¢cdo do organismo a patdogenos € agentes nocivos.
Esse processo envolve predominantemente a ativacao das respostas imune inata e adaptativa,
que atuam de forma coordenada para restaurar a homeostase tecidual (Rang et al., 2012). A
inflamacdo ¢ caracterizada pela produgdo e liberagdo de diversos mediadores quimicos, como
as citocinas, quimiocinas e eicosanoides, os quais desempenham papel central na modulagao da
resposta inflamatodria. Esses mediadores sdao responsaveis pelas manifestagcdes clinicas tipicas
do processo inflamatério, incluindo dor, vermelhidao, edema, elevacao da temperatura local e,
em alguns casos, febre sistémica (Rang et al., 2012; Xiao et al., 2021).

Embora a inflamagao desempenhe um papel fundamental na defesa do organismo e na
reparagao tecidual, sua ativagao exacerbada ou prolongada pode resultar em danos celulares e
disfuncdes organicas. Nesses casos, torna-se imprescindivel o uso de agentes farmacologicos
com ac¢ao anti-inflamatoria, com o objetivo de modular a resposta inflamatoria, prevenir lesdes
adicionais aos tecidos e atenuar os sintomas clinicos, promovendo alivio ao paciente e
favorecendo a recuperagao funcional (Azab et al., 2016).

Segundo evidéncias presentes na literatura cientifica, P. cauliflora apresenta potencial
promissor para o desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatérios de origem vegetal (Azab
etal.,2016; Paula et al., 2021). Estudos conduzidos por Paula et al. (2021, 2023) demonstraram
significativa atividade anti-inflamatoria dos extratos etanolico obtidos das folhas e ramos da
jabuticabeira, tanto em modelos in vitro quanto in vivo. No ensaio in vitro, utilizando
macrofagos da linhagem J774A.1, observou-se uma inibi¢cao superior a 95% na producao de
oxido nitrico (NO) em sobrenadante celular, na concentragdo de 125 pg/mL para ambos os
extratos testados. No modelo in vivo, baseado na indugdo de edema auricular em camundongos
Swiss por aplicacdo de 6leo de croton, os extratos promoveram uma redugdo inflamatoria
superior a 80% apds seis horas de tratamento, apresentando eficdcia comparavel a
dexametasona, utilizada como controle positivo (p < 0,05).

Diversas espécies de jabuticabeira tém sido objeto de estudos devido a presencga de

compostos fenolicos com potenciais atividades anti-inflamatoria e antioxidante. Entre os
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principais bioativos encontrados nos frutos, destacam-se a jabuticabina, a delfinidina-3-O-
glicosideo e a cianidina-3-0O-glicosideo, que demonstraram capacidade de suprimir a producao
de interleucina-8 (IL-8) induzida por extrato de fumaca de cigarro (EFC) em células epiteliais
das vias aéreas inferiores (Small Airway Epithelial Cells, SAECs), conforme evidenciado por
Reynertson et al. (2006). Além disso, o acido elagico, outro composto abundante na jabuticaba,
mostrou-se eficaz na inibicdo da expressdo da metaloproteinase de matriz 1 (MMP-1) e de IL-
8 em ensaios in vitro (Dastmalchi et al., 2012). Mais recentemente, Zhao et al. (2019) isolaram,
a partir do tronco da jabuticabeira, um derivado do acido elégico, o acido 3,3’-dimetilelagico-
4-O-sulfato, que apresentou significativa atividade anti-inflamatoria em SAECs expostas a
EFC. Estudos mais recentes corroboram esses achados, sugerindo que os extratos e substancias
isoladas da jabuticaba modulam a produg¢ado de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-8 ¢
TNF-a, além de atuarem na regulacao de vias de sinaliza¢ao inflamatorias, como fator nuclear

kappa B (NF-kB) e MAP Quinase (MAPKs) (Inada ef al., 2021).

2.2.3 Atividade vasodilatadora

O endotélio vascular, composto por uma monocamada de células endoteliais que recobre
internamente os vasos sanguineos, exerce papel fundamental na regulacao do tonus vascular e
da hemostasia. Dentre os principais mediadores produzidos por essas células destaca-se o 6xido
nitrico (NO), um gés sinalizador de curta meia-vida com potente acdo vasodilatadora e
antitrombotica. O NO atua por meio da ativagdo da enzima guanilato ciclase solavel (sGC)
presente nas células do musculo liso vascular e nas plaquetas, promovendo a conversdao do
guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclico (¢cGMP). O aumento dos niveis
intracelulares de cGMP ativa a proteina quinase G (PKG), que, por sua vez, promove a
desfosforilagdo da cadeia leve da miosina, resultando no relaxamento do musculo liso e,
consequentemente, na vasodilata¢do (Forstermann e Sessa, 2012; Lundberg e Weitzberg, 2022).
Além disso, o NO inibe a agregacao plaquetaria e a proliferagdo de células musculares lisas,
sendo considerado o principal fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF), liberado em
resposta a estimulos fisico-quimicos como o cisalhamento do fluxo sanguineo e agentes
vasoativos (Cyr et al., 2020).

Entretanto, em determinadas condigdes patologicas do sistema cardiovascular, observa-
se um aumento significativo na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o

anion superoxido (0O27) e o perdxido de hidrogénio (H202), o que resulta na reducdo da
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biodisponibilidade de substidncias vasodilatadoras sintetizadas pelo endotélio. Esse
desequilibrio redox compromete a fun¢ao endotelial e contribui para a progressao de diversas
doencas cardiovasculares. Nesse contexto, substancias com atividade antioxidante despontam
como alternativas promissoras para a prevengao e o tratamento dessas enfermidades, uma vez
que podem atenuar os efeitos deletérios do estresse oxidativo por meio da neutralizacdo ou
redugdo da concentragdo de EROs (Larrosa et al., 2010).

A regulagdo do tonus vascular desempenha papel fundamental no controle da pressao
arterial, sendo crucial para a manutengdo da homeostase cardiovascular. Nesse contexto,
diversos estudos t€ém demonstrado que substancias bioativas derivados de plantas medicinais,
como os polifenois, apresentam efeitos hipotensores e vasodilatadores, contribuindo
significativamente para a prevenc¢do e o tratamento de doengas cardiovasculares (Igbal et al.,
2023; Trindade et al., 2022). Os polifendis, amplamente distribuidos em frutas, vegetais e outras
fontes vegetais, exercem suas agdes benéficas por meio de multiplos mecanismos, incluindo a
modulagdo da fun¢do endotelial, a redugcdo do estresse oxidativo e a melhoria da
biodisponibilidade do NO, um potente vasodilatador enddgeno. Além disso, evidéncias
sugerem que a ingestao regular de alimentos ricos em polifenois esta associada a uma menor
incidéncia de eventos cardiovasculares, como hipertensdo arterial, aterosclerose e insuficiéncia
cardiaca (Butnariu ef al., 2023; Nyulas et al., 2024).

As doengas cardiovasculares (DCV) estdo intrinsecamente associadas ao estresse
oxidativo. Diante disso, ha um crescente interesse na investigacdo de antioxidantes naturais
derivados de metabolitos secundarios de plantas medicinais, que tém demonstrado potencial na
neutralizacdo das EROs e na prevengdo de processos patologicos relacionados ao estresse
oxidativo. Estudos recentes destacam substancias como flavonoides, carotenoides e acidos
fenolicos, presentes em diversas espécies vegetais, pelos seus efeitos cardioprotetores e
capacidade de modular vias antioxidantes enddgenas (Alum, 2025).

Estudos anteriores demonstraram que P. cauliflora apresenta elevado potencial
antioxidante, o qual € majoritariamente atribuido a elevada concentragdo de fendlicos presentes
em suas estruturas vegetais (Paula et al., 2021 e 2023). Esse efeito antioxidante esta relacionado
a presenca de multiplos grupos hidroxila nessas substancias, conferindo-lhes alta capacidade de
doagdo de atomos de hidrogénio e de estabilizagcdo de elétrons desemparelhados, caracteristicas
fundamentais para a neutralizag@o de espécies reativas de oxigénio (Barbosa et al., 2010). Tais
propriedades posicionam P. cauliflora como uma fonte promissora para investigacdes

cientificas voltadas ao desenvolvimento de terapias destinadas ao manejo de condigdes
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inflamatorias e enfermidades cardiovasculares. Adicionalmente, evidéncias recentes indicam
uma correlagdo entre os metabdlitos secundarios dessa espécie e a redugdo da pressao arterial,
por meio da inibi¢do da ECA, conforme observado em modelos experimentais in vitro
(Gasparotto Junior et al., 2011). Esses achados ndo apenas refor¢gam o potencial antioxidante
da planta, como também evidenciam sua agdo cardioprotetora, justificando sua relevancia em

pesquisas voltadas a saude cardiovascular.

2.3 CICLODEXTRINAS E SEUS COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES COM OS
EXTRATOS VEGETAIS

A ciéncia supramolecular, quando aplicada no contexto da nanotecnologia, resulta na
formacdo de estruturas supramoleculares nanométricas. Tais sistemas exibem uma notéavel
versatilidade, abordando tanto a estrutura de hospede -hospedeiro quanto a sua interagdo com
o meio, intensificando o campo de aplicacdo de materiais (Tomiotto-Pollissier et al., 2017). A
maioria dos sistemas supramoleculares contém, pelo menos, algum tipo de molécula anfifilica.
Entende-se que substancias anfifilicas possuem pelo menos duas caracteristicas distintas: uma
hidrofilica, formada por grupos polares ou idnicos; e uma hidrofobica, tipicamente constituida
por cadeias hidrocarbonicas (Denadai, 2005). Esse tipo de sistema confere a habilidade de
estabelecer diversos tipos de interagdes intermoleculares devido a caracteristica anfifilica das
moléculas.

Ciclodextrinas (CDs) sao importantes exemplos desses tipos de sistemas
supramoleculares. Sao moléculas capazes de formar estruturas conhecidas como compostos de
inclusdo, geralmente aumentando a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de principios
ativos, além de atuares como sistemas de liberag¢ao sustentada de farmacos e correlatos (Moya-
Ortega et al., 2012).

As CDs sao oligossacarideos ciclicos biodegradaveis, originados da degradacao
enzimatica do amido. Elas englobam multiplas unidades de a-D-glicose, sendo as variantes
mais frequentes aquelas com 6, 7 ou 8 unidades de glicose, identificadas como a, e vy
ciclodextrinas, respectivamente (Figura 3). Elas sdo consideradas ndo toxicas quando
administradas por via oral em doses baixas a moderadas (Loftsson et al., 2004; Saltstio et al.,

2011).
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Figura 3. Ilustragdo das a, B e y-ciclodextrinas.
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Fonte: Ciclodextrina (2023) em Wikipedia.

Elas apresentam uma estrutura quase rigida, resultado da limitagao da flexibilidade das
ligagcdes Ci1-O1-C4, 0 que lhes confere uma conformacao caracteristica ndo completamente
cilindrica, mas semelhante a um cone truncado oco (ou troncocdnico). Nessa arquitetura
molecular, os grupos hidroxila primarios e secundarios estao voltados para a superficie externa,
conferindo carater hidrofilico a parte externa da molécula. Em contraste, a cavidade interna
permanece hidrofobica, favorecendo a formagdo de complexos de inclusdo com substancias
apolares ou pouco soluveis em agua (Loftsson ef al., 2004; Lanna et al., 2016).

O tamanho da cavidade das CDs e da molécula hospede influencia diretamente a
formagdo e a estabilidade dos complexos de inclusdo (Figura 4). Com base em suas dimensdes
estruturais, a oCD ¢ mais adequada para formar complexos com substincias de baixo peso
molecular ou com cadeias laterais alifaticas. A BCD, por sua vez, apresenta afinidade por
moléculas aromaticas e heterociclicas, enquanto a YCD ¢ capaz de acomodar moléculas
maiores, como macrociclos e esteroides (Del Valle, 2004; Rao e Geckeler, 2011). Vale ressaltar
que, em alguns casos, as interagcdes podem ocorrer na superficie externa da ciclodextrina, sem
necessariamente resultar na formagdo de um complexo de inclusdo verdadeiro (Challa et al.,
2005).

Em relacdo ao seu tamanho, as CDs sdo oligossacarideos ciclicos de natureza hidrofilica
consideravelmente volumosas, com massa molecular relativamente elevada (entre 1000 e 2000
Da), o que restringe sua permeacao direta pela barreira cutdnea. No contexto da via topica, essas
moléculas podem exercer diversos papéis na melhoria da absor¢do de farmacos por meio de
mecanismos diversos, tais como o aumento da solubilidade em um veiculo ou, frequentemente,

atuando como transportadores (Cal, 2008; Ferreira et al., 2023).
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Figura 4. Representacdo esquematica das estruturas das ciclodextrinas a, B e y, com seus
respectivos didmetros de cavidade interna.
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Fonte: Biosynth, 2025.

Sua relevancia cientifica e tecnoldgica decorre da notavel capacidade de formar
complexos supramoleculares estaveis com moléculas bioativas presentes em extratos vegetais,
0s quais representam matrizes de composicao quimica complexa. Substancias fenoélicas, por
exemplo, frequentemente contém multiplos grupos hidroxila aromaticos em suas estruturas,
geralmente hidrofobicas, o que compromete sua solubilidade em meios fisiologicos e,
consequentemente, limita sua aplicacdo farmacéutica (Pralhad; Rajendrakumar, 2004; Wang,
Zhang, Deng et al., 2014).

Nesse contexto, as CDs apresentam-se como uma alternativa promissora para
encapsular esses metabolitos em concentracdes adequadas, permitindo sua liberacdo gradual ao
longo do tratamento e direcionando-os de maneira eficiente para alvos bioldgicos especificos
(Lanna et al., 2016). Além disso, a complexagdo com ciclodextrinas contribui
significativamente para o aumento da estabilidade das substancias ativas em meio fisioldgico,

favorecendo sua viabilidade em formulac¢des farmacéuticas (Figura 5).

Figura 5. Representacdao esquematica da formagdo de complexo de inclusdo entre uma
molécula de ciclodextrina e um flavonoide.

Fonte: Autoria propria.
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A aplicacdo de CDs no campo farmacéutico encontra-se amplamente consolidada na
industria atual, sendo impulsionada, em grande parte, por sua reconhecida auséncia de
toxicidade em humanos. Tal caracteristica tem fomentado investigacdes voltadas a sua
utilizagdo como aditivo em formula¢des medicinais e nutricionais, abrindo perspectivas
promissoras para a melhoria da estabilidade, solubilidade, biodisponibilidade e controle da
liberagdo de substancias bioativas (Abbas et al., 2015; Neves, Hashemi e Prentice, 2015).

Somente as moléculas de farmaco dissolvidas sdo capazes de permear as membranas
biologicas lipofilicas, como a mucosa gastrointestinal e a pele. Portanto, devem ser liberadas
dos complexos supramoleculares com CDs para serem absorvidas. Quando um farmaco
hidrofobico entra em contato com a pele, ele se distribui ao longo da superficie da membrana
(pele, mucosa ou coérnea), enquanto as CDs permanecem no veiculo devido a sua baixa
afinidade com estrato coérneo. Dessa forma, elas dificilmente sdo absorvidas pela pele,
resultando na absor¢do apenas da fracdo livre do farmaco por difusdo passiva, uma vez que a
alta concentragdo e atividade do farmaco no exterior da membrana aquosa ou no veiculo
hidrofilico impulsiona a sua permeacao cutanea. Isso estabelece um equilibrio dindmico entre
a forma complexada do farmaco e sua fracao dissolvida em solugdo (Cal, 2008; Loftsson et al.,
2015).

Diversas formulagdes ilustram esse potencial, tais como: aCD complexada com
Miconazol e artemisinina; BCD com nimesulida e Piroxicam; HP-BCD com Celecoxibe;
tadalafila complexada com BCD, HP-BCD e DMBCD; e yCD com Coenzima Q10. Esses
sistemas demonstraram avangos importantes na solubilizagdo, estabilidade e liberacao dos
farmacos, bem como em sua permeagado cutanea (Salustio et al., 2011).

Ja na administrago oral de farmacos, que dependem fortemente do grau de solubilidade
e a absorcdo gastrointestinal, as CDs desempenham um papel um tanto estratégico, pois elas
sdo capazes de aumentar a solubilidade aquosa de farmacos pouco soliveis sem comprometer
sua capacidade de permeacgdo através das membranas bioldgicas (Loftsson e Brewster, 2012).

De acordo com o sistema Biopharmaceutics Classification System (BCS), as CDs sao
particularmente eficazes na melhora da absorcao oral de farmacos classificados como Classe
I, os quais apresentam baixa solubilidade em 4gua, mas boa permeabilidade. No entanto, seu
efeito ¢ limitado em farmacos da Classe III, que ja sdo soliveis em agua, mas tém baixa
permeabilidade. Em certos casos, as CDs podem até prejudicar a absor¢do de farmacos da
Classe I, que possuem propriedades ideais de solubilidade e permeabilidade (Loftsson e

Brewster, 2012).
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Os derivados de CDs com aplicacdo farmacéutica oral incluem os derivados
hidroxipropilados da e yCDs, a BCD metilada de forma aleatéria, a BCD com sulfobutiléter e
as chamadas ciclodextrinas ramificadas, como a glucosil-BCD. Enquanto a yCD pode ser
hidrolisada pelas amilases salivares e pancreaticas humanas, as o ¢ BCDs naturais ndo possuem
essa capacidade. No entanto, ambas podem ser fermentadas pela microbiota intestinal. Devido
ao seu alto peso molecular e natureza hidrofilica, além de possuirem diversos doadores e
aceptores de hidrogénio, as CDs ndo sdo absorvidas no trato gastrointestinal em sua forma
intacta. Elas sdo consideradas nao toxicas quando administradas por via oral em doses baixas a
moderadas (Loftsson et al., 2004; Salustio et al., 2011).

No setor farmacéutico, as ciclodextrinas podem ser usadas para reduzir ou evitar a
irritacdo gastrointestinal e ocular, diminuir ou eliminar odores ou sabores desagradaveis dos
farmacos, evitar interagdes droga-droga ou droga-aditivo ou converter 6leos e medicamentos
liquidos em po6s microcristalinos ou amorfos (Loftsson et al., 2004). O mecanismo de agdo que
descreve, simplificadamente, a funcdo das ciclodextrinas na administragdo oral de
medicamentos, principalmente quando o processo de complexagdo ocorre na proporgao
hospedeiro/hdspede de 1:1, baseia-se na constante de estabilidade, em um determinado meio de
complexacdo aquoso, saturado com o farmaco, onde a concentracdo de farmaco livre ¢é
constante e igual a solubilidade intrinseca aparente do farmaco no meio aquoso, ou seja, as
moléculas do fairmaco ligadas a cavidade do CD estdao em equilibrio dindmico com as moléculas
livres do farmaco (Loftsson et al., 2004; Cal, 2008; Loftsson et al., 2016).

O emprego de CDs como sistemas de encapsulamento de substincias bioativas
derivados de plantas tem despertado crescente interesse na literatura cientifica, especialmente
com o objetivo de otimizar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de extratos vegetais
ricos em polifendis, flavonoides e outros metabolitos secundarios (Suvarna et al., 2022). Tais
substancias, apesar de seu reconhecido potencial terapéutico, frequentemente apresentam
limitagdes farmacotécnicas significativas, como baixa solubilidade em meios aquosos, reduzida
biodisponibilidade, instabilidade quimica e dissolucdo inadequada, o que compromete sua
eficécia clinica. Nesse contexto, as CDs surgem como uma estratégia promissora, por atuarem
como carreadores moleculares capazes de formar complexos de inclusdo que conferem maior
protecao e controle de liberacdo dos ativos. Além disso, seu uso € amplamente respaldado por
dados de seguranca e eficacia, sendo reconhecido por agéncias reguladoras internacionais,
como a Food and Drug Administration (FDA) e a European Medicines Agency (EMA)

(Loftsson e Brewster, 2012). Dessa forma, as CDs configuram-se como alternativas vidveis e
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seguras para o desenvolvimento de sistemas inovadores de liberagdo de fitoterapicos,

contribuindo para superar as barreiras associadas a aplicagdo terapéutica de produtos naturais.

2.4 FITOTERAPICOS: FORMULACOES ORAL E TOPICA

Os fitoterapicos sao definidos como medicamentos elaborados exclusivamente a partir
de matérias-primas ativas de origem vegetal, cuja eficacia e seguranga sdo comprovadas por
evidéncias clinicas e a sua qualidade ¢ assegurada por processos produtivos padronizados
(Brasil, 2014). No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos estabelece
diretrizes para a inser¢do desses produtos no ambito do Sistema Unico de Satde (SUS), com o
objetivo de ampliar o acesso da populagdo a terapias seguras, eficazes ¢ baseadas na rica
biodiversidade nacional (Brasil, 2006; Figueredo et al., 2014). A proposta de integragao da
fitoterapia a pratica médica tradicional ndo se configura como substitui¢ao aos medicamentos
alopaticos ja consagrados, mas sim como uma estratégia de diversificagdo das opg¢des
terapéuticas disponiveis aos profissionais de satde. Trata-se de oferecer alternativas
farmacologicas frequentemente mais acessiveis € com perfis terapéuticos complementares, que
possam atender de forma mais abrangente as necessidades clinicas, ampliando o escopo de
cuidados disponiveis a populagdo (Hasenclever et al., 2017).

O mercado brasileiro de fitoterapicos tem demonstrado crescimento expressivo,
impulsionado tanto pela valorizacao de praticas terap€uticas naturais quanto pela extraordinaria
biodiversidade vegetal do pais. Esse cendrio favoravel, no entanto, ainda enfrenta desafios
significativos, como a necessidade de regulamentacdes mais claras, o fortalecimento de
politicas publicas, investimentos continuos em pesquisa e desenvolvimento, além da
capacitacdo de profissionais da satide para assegurar o uso racional, seguro e eficaz desses
medicamentos (Figueredo et al., 2014; Hasenclever et al., 2017). Nesse contexto, o
desenvolvimento de fitoterdpicos a partir da pesquisa cientifica nacional assume um papel
estratégico, ndo apenas na valorizagdo dos recursos naturais brasileiros, mas também na
promocao de alternativas terapéuticas inovadoras e acessiveis. A biodiversidade Uinica do Brasil
oferece um vasto repertdrio de espécies vegetais com potencial medicinal, constituindo uma
fonte promissora de substancias bioativas. A pesquisa nessa area contribui significativamente
para a identificagdo, caracterizagdo e validagdo farmacoldgica dessas substancias,
estabelecendo as bases cientificas necessarias para a formulagdo de fitoterapicos seguros,

eficazes e de qualidade. Além disso, tal abordagem promove o uso sustentavel da
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biodiversidade, alinhando inovacdo tecnologica e conservagdo ambiental (Brasil, 2010;
Hasenclever et al., 2017).

A forma mais comum de utilizagdo dos fitoterapicos no Brasil ocorre por meio da
administracdo oral em comprimidos, que correspondem a aproximadamente 70% do consumo,
seguidos por chas (38,5%), capsulas (29,1%) e outros formatos, como xaropes, cremes,
pomadas e logdes (IBGE, 2019). Essa predominancia dos comprimidos pode ser atribuida a
uma série de fatores interrelacionados. Em primeiro lugar, trata-se de uma forma farmacéutica
de uso pratico e conveniente, com facil transporte, armazenamento e administragcdo, o que
favorece a adesdo ao tratamento, sobretudo em ambientes urbanos. Além disso, comprimidos e
capsulas possibilitam maior precisao na dosagem e padronizagdo da quantidade de principios
ativos, aspectos fundamentais para garantir a eficacia e a seguranca terapéutica dos fitoterapicos
(Saad et al., 2021). Outro fator determinante ¢ a maior estabilidade fisico-quimica e
microbiologica conferida por essas formas solidas, que prolonga a vida util dos produtos e reduz
a necessidade de conservantes. Culturalmente, ha também uma tendéncia crescente de
associacdo das formas farmacéuticas solidas com maior eficicia e modernidade, o que
influencia positivamente a aceitagao pelo consumidor (Rates, 2001).

Estudos demonstram que, independentemente do perfil sociodemografico dos
consumidores, o uso de fitoterapicos tende a ser predominantemente esporadico, voltado ao
alivio de sintomas leves ou desconfortos passageiros. Notavelmente, a maior parte dos usuarios
ndo recorre a orientagdo médica formal para o consumo desses produtos, o que reforga a
importancia de estratégias de educagdo em saude e regulamentagdo apropriada para garantir o
uso seguro ¢ eficaz dos fitoterapicos (Silva, Lima e Costa, 2024).

No Brasil, ndo ha registros de medicamentos fitoterapicos com indicagdes terapéuticas
aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitidria (ANVISA) para o tratamento de
doencas cardiovasculares, incluindo agdes cardioprotetoras ou anti-hipertensivas. No entanto,
a comunidade cientifica tem envidado esfor¢os expressivos para comprovar o potencial
terapéutico de diversas espécies vegetais no manejo dessas condi¢cdes. Mesquita et al. (2017)
demonstraram o efeito cardioprotetor do extrato das folhas de Ginkgo biloba em modelo
experimental de hipertrofia cardiaca induzida. Em estudo semelhante, Braga er al. (2022)
avaliou o efeito hipotensor da suspensao do extrato de folhas de Psidium guajava L. (goiabeira),
evidenciando sua atividade sobre a pressdo arterial. Da mesma forma, Conceicdo (2011)

observou que o extrato hidroalcodlico de Echinodorus macrophyllus, popularmente conhecido
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como “chapéu-de-couro”, foi capaz de normalizar a pressdo arterial sistdlica em ratos
espontaneamente hipertensos, quando comparados aos animais normotensos.

Produtos a base de Allium sativum (alho) sdo, provavelmente, os fitoterapicos mais
investigados no contexto da saude cardiovascular, e numerosos estudos sugerem que, quando
administrado em doses apropriadas, apresentam efeito consistente na redug¢do da pressao
arterial, sendo também utilizados como agente coadjuvante na prevengdo da aterosclerose
(Andrade et al., 2022; Imaizumi et al., 2023).

Quanto a produtos com base em jabuticaba, Lobo de Andrade et al. (2015) relataram
que o extrato hidroalcodlico do fruto, além de apresentar efeito hipotensor e induzir
relaxamento vascular por via do 6xido nitrico endotelial, age diretamente sobre o musculo liso
vascular e leva ao relaxamento independente do endotélio, evidenciando, portanto, que a mesma
exerce efeitos cardiovasculares através de multiplas vias dependentes e independentes do
endotélio vascular (Lobo de Andrade et al., 2015).

As doengas cardiovasculares permanecem como a principal causa de mortalidade no
Brasil ¢ no mundo (Brasil, 2023; WHO, 2024). Embora existam terapias farmacoldgicas
eficazes, muitos pacientes enfrentam efeitos adversos indesejaveis ou tém acesso limitado a
esses medicamentos, especialmente em contextos de vulnerabilidade socioecondmica. Nesse
cenario, os fitoterapicos com atividade cardioprotetora despontam como alternativas
promissoras. Apesar dos avangos na pesquisa, a maioria desses fitoterapicos ainda nao foi
incorporada ao SUS, e sua oferta permanece restrita. Tal panorama evidencia a necessidade de
mais estudos clinicos robustos ¢ de regulamentagdes que favorecam a integracdo desses
produtos as politicas publicas de saude (Esteves et al., 2020).

No que se refere aos fitoterapicos destinados ao uso topico, o Formuldrio de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira disponibiliza uma variedade de formulagdes oficinais,
com o objetivo de garantir o acesso seguro € o uso racional de plantas medicinais pela
populacdo. Além disso, esse instrumento contribui para a expansdo do desenvolvimento,
producdo e dispensagdo de medicamentos fitoterapicos com qualidade assegurada, tornando-os
cada vez mais acessiveis (Brasil, 2021).

As formulacdes topicas fitoterapicas tém sido amplamente utilizadas no tratamento de
condig¢des inflamatorias cutaneas, como dermatites, eczemas e lesoes de pele. Espécies como
Hamamelis virginiana (hamamélis) demonstram propriedades anti-inflamatdrias relevantes,
auxiliando na cicatrizagdo de feridas e no alivio de irritagdes cutdneas (Améndola et al., 2024).

No entanto, o desenvolvimento de novos fitoterapicos topicos € essencial para a identificagao



38

de substancias bioativas com propriedades terap€uticas aprimoradas, capazes de otimizar a
absor¢do cutanea e/ou reduzir a incidéncia de reagdes adversas. A incorporacdo de novas
tecnologias e métodos de extracao visa elevar a concentracao dos principios ativos, aumentar
sua estabilidade e minimizar os efeitos colaterais, tornando os produtos mais seguros e eficazes.

A descoberta de novos fitoterapicos amplia o leque de opcdes terapéuticas para distintos
perfis de pacientes e necessidades clinicas, a0 mesmo tempo em que promove o uso sustentavel
da biodiversidade nacional. Essa abordagem ndo apenas agrega valor as espécies vegetais
nativas, como também impulsiona o desenvolvimento de cadeias produtivas sustentaveis. No
contexto global, tais iniciativas fortalecem a bioeconomia e contribuem para a conservagao
ambiental (Brasil, 2019; Hasenclever et al., 2017).

Entretanto, o desenvolvimento de novas formulagdes topicas enfrenta diversos desafios,
entre os quais se destacam a padronizagao dos extratos vegetais, a estabilidade das substancias
ativas e a permeabilidade cutanea. A escassez de estudos clinicos de alta qualidade limita ainda
mais a comprovacdo da eficicia e da seguranga desses produtos, dificultando sua inser¢ao no
mercado e sua inclusdo em programas de saude publica. Os tratamentos convencionais para
DCYV e condigdes inflamatorias cutaneas, embora eficazes, podem estar associados a efeitos
adversos relevantes e altos custos, o que pode comprometer a adesao terapéutica, especialmente
entre populacdes mais vulneraveis.

Diante desse contexto, o presente trabalho propde o desenvolvimento de formulagdes
fitoterapicas orais e topicas com o objetivo de oferecer alternativas terapéuticas eficazes,
seguras e acessiveis. A utilizacdo de extratos vegetais padronizados, com atividade
farmacoldgica comprovada, visa minimizar efeitos adversos e favorecer a adesdo ao tratamento.
A incorporagdo de sistemas carreadores, como as ciclodextrinas, busca aprimorar as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas das substancias, viabilizando formulagdes mais
estaveis, seguras € com potencial para aplicagdes inovadoras. Ademais, ao valorizar a
biodiversidade brasileira e fomentar a pesquisa cientifica nacional, esta proposta contribui para
o fortalecimento da industria de fitoterapicos no pais, impulsionando a inovagao no setor de

saude e promovendo o desenvolvimento sustentavel.
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3. DIVISAO DOS CAPITULOS

Este trabalho foi estruturado com foco em duas vias distintas de administragdo: a
atividade antioxidante e anti-inflamatéria por via topica, e a atividade vasodilatadora por via
oral. Com o intuito de dar continuidade as investigagdes anteriores € proporcionar uma melhor
compreensdo da proposta, a tese esta organizada em dois capitulos principais:

Capitulo 1 - Avaliacdo dos potenciais fitoterapicos orais dos extratos e complexos
supramoleculares de ramos de Plinia cauliflora: atividade vasodilatadora, toxicidade e
bioacessibilidade;

Capitulo 2 — Avaliacao da atividade anti-inflamatoria do extrato e complexo supramolecular
obtidos das folhas de Plinia cauliflora e desenvolvimento de formulagdes topicas.

A escolha dos extratos e complexos supramoleculares avaliados nos Capitulos 1 e 2
desta tese foi fundamentada em critérios farmacoldgicos, éticos e de viabilidade experimental,
conforme exposto a seguir. No Capitulo 1, serdo abordados a investigacdo do extrato etanolico
dos ramos de P. cauliflora (EER) e seu complexo supramolecular com B-ciclodextrina
(EER/BCD), com énfase na avaliagao do potencial vasodilatador dessas amostras. Essa escolha
se deve, primeiramente, a atividade vasodilatadora previamente observada para ambos, EER e
EER/BCD, sem diferencas estatisticamente significativas entre eles, o que direcionou o foco da
investigacdo. Além disso, optou-se pela utilizagdo das amostras dos ramos nesta etapa como
estratégia para racionalizar o nimero de grupos experimentais submetidos a avaliacdo
toxicolégica in vivo, em consonancia com as diretrizes do Comité de Etica em Experimentagio
Animal (CEUA), que recomendam o uso ético e responsavel de animais em pesquisa.
Adicionalmente, o uso dessas amostras foi proposto para estudos voltados a investigacao dos
efeitos na hipertensao arterial em ratos, visando a potencial aplicacao terap€utica no tratamento
de doengas cardiovasculares.

Ja no Capitulo 2, foram selecionados o extrato etanolico das folhas (EEF) e seu
correspondente complexo supramolecular com BCD (EEF/BCD) para o aprofundamento da
atividade anti-inflamatoria e o desenvolvimento de formulagdes topicas. A escolha das folhas,
em detrimento dos ramos, se justifica pela superioridade dos resultados obtidos em estudos
anteriores, especialmente no modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton, durante
o mestrado, em que o EEF demonstrou maior resposta anti-inflamatéria. Apesar de ambos os
extratos (EEF e EER) apresentarem atividade farmacologica relevante, conforme evidenciado

nos estudos de Paula ef al. (2021, 2023), as substancias presentes nas folhas revelaram maior
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potencial teraputico no contexto inflamatério. Essa constatacdo orientou a selecdo das
amostras a serem aprofundadas nesta etapa, inclusive no tocante ao desenvolvimento de
formulagdes topicas, considerando a superioridade farmacologica demonstrada pelas amostras
das folhas de P. cauliflora em comparagdo as dos ramos.

Portanto, a divisdo entre os capitulos, bem como a sele¢do dos extratos e complexos
utilizados em cada um, segue uma logica experimental e ética, fundamentada em dados prévios,
no desempenho farmacologico diferencial das amostras e na necessidade de otimizagdo do uso

de recursos biologicos.
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CAPITULO 1 - AVALIACAO DOS POTENCIAIS FITOTERAPICOS ORAIS DOS
EXTRATOS E COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES DE RAMOS DE Plinia
cauliflora: ATIVIDADE VASODILATADORA, TOXICIDADE E
BIOACESSIBILIDADE.

4. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade vasodilatadora ex vivo, a toxicidade
aguda e subcronica in vivo, bem como a bioacessibilidade in vitro do extrato e do complexo
supramolecular obtidos dos ramos de Plinia cauliflora, visando a sua aplicagdo como potenciais

agentes cardioprotetores.

4.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar as interagdes moleculares entre a B-ciclodextrina e as substancias dos extratos
etanolico das folhas e dos ramos de Plinia cauliflora por meio da espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de protons ("H-RMN) e espectroscopia Raman;

e Avaliar a atividade vasodilatadora ex vivo dos extratos e complexos supramoleculares
das folhas e dos ramos de Plinia cauliflora;

e Avaliar os parAmetros clinicos da toxicidade aguda e subcronica do extrato e complexo
supramolecular dos ramos de Plinia cauliflora em camundongos machos Swiss;

e Avaliar os pardmetros hematologico, bioquimico e histopatologico dos camundongos
submetidos ao tratamento da toxicidade subcronica com o extrato € complexo
supramolecular dos ramos de Plinia cauliflora,

e Realizar o estudo da digestdo simulada in vitro e a bioacessibilidade do extrato e

complexo supramolecular dos ramos de Plinia cauliflora.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS (EEF E EER) E COMPLEXOS
SUPRAMOLECULARES (EEF/BCD E EER/BCD)

As folhas e ramos de Plinia cauliflora foram coletadas em outubro de 2021, na cidade
de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais, Brasil, localizada sob coordenadas 19°52°30,8” S;
43°58°31,7” O e 820 metros de altitude. Uma exsicata encontra-se depositada no Herbario
BHCB da UFMG, sob voucher (BHCB) nimero 174029. O exemplar foi identificado como
Plinia cauliflora (DC.) Kausel (Myrtaceae) pelo professor Dr. Alexandre Salino, Curador do
Herbario BHCB (UFMG) em 2014. Autorizagao SISGEN nimero A032F41.

Os extratos etanolico das folhas (EEF) e dos ramos de P. cauliflora (EER) foram
preparados utilizando a metodologia descrita por Paula ef al. (2021). Aproximadamente 2 Kg
de material vegetal, incluindo folhas e ramos, foram desidratados em uma estufa a 45 °C por
48 h. Os ramos foram pulverizados, com uma granulometria de 0,84 mm, através de um moinho
de facas com malha MESH 20, enquanto as folhas foram processadas em um liquidificador
industrial. Em seguida, realizou-se a extracao dos 6rgaos vegetais pulverizados, separadamente,
por maceragao estatica imergindo todo o material no alcool etilico P.A., a temperatura ambiente,
por 15 dias. A troca do solvente foi realizada em dias alternados. Os extratos etanolico brutos
foram obtidos removendo o solvente com um evaporador rotatério da marca BUCHI
Labortechinik AG (modelo V-700), operando sob pressao reduzida e mantendo a temperatura
do banho-maria entre 45 e 55 °C. Os extratos secos (EEF e EER) foram armazenados em frascos
de vidro fechados, sob refrigeracdo a 5 °C, até que as experiéncias fossem realizadas.

Os complexos supramoleculares das folhas (EEF/BCD) e dos ramos (EER/BCD) foram
obtidos seguindo o procedimento delineado por Paula et al. (2023). Procedeu-se por meio da
técnica de co-precipitagdo, seguida de liofilizacdo. Inicialmente, foram pesados 1 g de cada
extrato, individualmente, bem como duas pesagens de 1 g cada de B-ciclodextrina (BCD). A
seguir, BCD foi dissolvida em 50 mL de agua destilada, e os extratos foram dissolvidos,
separadamente, em 50 mL de solvente organico na propor¢ao de 1:4 de diclorometano:metanol
até completa dissolugdo. Posteriormente, verteram-se as solugdes dos extratos, cuidadosamente,
nas solucdes de BCD, sob agitagdo constante. As solugdes dos complexos supramoleculares
foram mantidas sob agitacdo por 24 h, a temperatura ambiente, com protecdo da luz. Em
seguida, retiraram-se os solventes das solu¢des em evaporador rotatorio a 50 °C. As solugdes

aquosas contendo os complexos foram congeladas a -80 °C em placas de Petri de vidro para,
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posteriormente, serem liofilizadas em liofilizador modelo Alpah 1-2 LD Plus (Fabricante
Martin Christ - Alemanha), com capacidade do condensador de 2,0 Kg /24 h e temperatura do
condensador de -55 °C. A regulagem da pressao durante o processo de liofilizagao foi de 1 mbar.
Ao final, ambas amostras foram armazenadas em frascos de vidro com tampas, protegidos da

luz.

5.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) DOS EXTRATOS (EEF E EER) E
COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES (EEF/BCD E EER/BCD)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protons (‘H-RMN) foram obtidos a
25 °C, utilizando um espectrometro Bruker de 500 MHz. As amostras de B-ciclodextrina (BCD),
extratos das folhas (EEF) e dos ramos de Plinia cauliflora (EER) e seus complexos
supramoleculares (EEF/BCD e EER/BCD) foram dissolvidas em dgua deuterada (D-O) (Sigma-
Aldrich). Os deslocamentos quimicos dos sinais foram atribuidos em partes por milhdo (ppm),
sendo referenciados em relagdo ao sinal do solvente, que apresenta um deslocamento quimico

(0) de 4,79 ppm.

5.3 RAMAN DOS EXTRATOS (EEF E EER) E COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES
(EEF/BCD E EER/BCD)

Os espectros Raman da B-ciclodextrina (BCD), extratos das folhas (EEF) e dos ramos
de Plinia cauliflora (EER) e seus complexos supramoleculares (EEF/BCD e EER/BCD) foram
adquiridos, através da média de cinco varreduras, utilizando um espectrometro Raman portatil
(Enwave Optronics, Inc.), com excita¢ao a 532 nm, poténcia do laser de 20 mW sobre a amostra
e tempo de exposicao de 20 segundos. Os espectros Raman com transformada de Fourier (FT-
Raman) foram obtidos com um instrumento Bruker MultiRAM, equipado com um laser
Nd**/YAG, operando a 1064 nm. O espectro final foi gerado a partir de 512 varreduras, com
resolucdo espectral de 4 cm™ e poténcia do laser de 150 mW. Todos os espectros foram
adquiridos ao menos duas vezes para evitar possiveis decomposi¢des fototérmicas, com base

na intensidade e na posi¢ao das bandas observadas.
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5.4 USO DE ANIMAIS EM EXPERIMENTOS

Todos os experimentos envolvendo animais foram conduzidos em conformidade com
as diretrizes éticas estabelecidas para o cuidado e uso de animais em pesquisa, sendo
previamente aprovados pelas respectivas Comissdes de Etica das instituigdes envolvidas.

Os procedimentos realizados com ratos Wistar foram aprovados pela Comissio de Etica
no Cuidado e Uso de Animais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), sob o protocolo n® CEUA/006/2020.

J& os experimentos conduzidos com camundongos Swiss foram submetidos a apreciagao
e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Pro-Reitoria de Pesquisa

da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), sob os protocolos n° 006/2021 e n° 007/2021.

5.5 ISOLAMENTO DO LEITO ARTERIAL MESENTERICO (LAM)

Ratos Wistar de 11 semanas, provenientes do Biotério do Departamento de
Farmacologia e Psicobiologia/IBRAG/UERJ foram mantidos em ambiente controlado com
temperatura média de 23 £+ 2 °C e umidade de 60 + 10%.

ApOs eutanasia, os ratos passaram por um procedimento de laparotomia. O LAM foi
exteriorizado da cavidade abdominal e coberto com gaze umedecida em uma solugdo nutritiva
de Krebs (g/L) modificada, composta por: 1 M de NacCl, 0,5 M de KCl, 0,5 M de CaCl,.2H>O,
0,1 M de MgS0O4, 0,1 M de KH2POy4, 1,86 g de NaHCO3 e 1,42 g de CsH1206 (Resende et al.,
1997). Os ramos pancreatico-duodenal, ileocolico e colico direito da artéria mesentérica
superior foram ligados e seccionados. O intestino delgado foi ligado e seccionado a altura do
jejuno proximal e do ileo distal. A artéria mesentérica superior foi isolada na sua origem, a
altura da artéria aorta abdominal e canulada com um tubo de polietileno (PE 50; Clay-Adams),
de aproximadamente 4 cm de comprimento, preenchida com solucdo de Krebs heparinizada.
Em seguida, o intestino delgado foi separado do leito vascular, cortando-se rente a borda
intestinal, e a preparagdo lavada com solu¢do de Krebs modificada. O procedimento de

isolamento do leito arterial mesentérico pode ser visto na Figura 6.
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Figura 6. Esquema de isolamento do leito arterial mesentérico. 1 - Artéria mesentérica sendo
canulada. 2 - Isolamento do leito arterial mesentérico. 3 - Leito arterial mesentérico canulado
e isolado. 4 - Leito arterial mesentérico no sistema de perfusdo e medida da reatividade
vascular.

Fonte: Bem, 2015.

5.6 AVALIACAO DA REATIVIDADE DO LEITO ARTERIAL MESENTERICO (LAM)
AOS EXTRATOS (EEF E EER) E COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES (EEF/BCD
E EER/BCD)

Apo6s o procedimento de isolamento, a preparagdo vascular foi colocada em uma cuba
com volume de 10 mL e continuamente irrigada através de uma canula inserida na artéria
mesentérica superior. Essa canula foi entdo conectada a uma bomba peristaltica (Model
MINIPULS 3, Gilson®). A soluco de Krebs, mantida a uma temperatura de 37 °C e enriquecida
com uma mistura carbogénica (95% O e 5% COy), foi infundida a velocidade constante de 4
mL/min, enquanto a pressdo da perfusdo era monitorada de forma continua e registrada em um
computador utilizando o programa PowerLab 4/30.

Antes de iniciar as experiéncias, houve um periodo de adaptacdo da preparagdo vascular
de 30 min, no qual a pressao basal da perfusdo foi mantida entre 20 e 40 mmHg, seguindo o
protocolo estabelecido por Resende (1997). Durante essa fase, injecdes de 120 umol de cloreto

de potassio (KCl) foram administradas a cada 10 min até que uma resposta consistente fosse



52

obtida. Em seguida, deu-se inicio a pré-contracdo do LAM, na qual norepinefrina (NE) foi
adicionada a solucdo de perfusao em uma concentragdao adequada (30 uM), de modo a manter
a pressao da perfusdo estavel na faixa de 80-100 mmHg. O procedimento de perfusdo do leito

arterial mesentérico esta ilustrado na Figura 7.

Figura 7. Esquema representativo do sistema de perfusao do leito arterial mesentérico (LAM).
O sistema ¢ utilizado para avalia¢ao ex vivo da reatividade vascular em segmentos do leito
arterial mesentérico de ratos.

Fonte: Bem, 2015.

Logo apods a obtengdo de uma resposta pressora induzida pela NE, a viabilidade do
endotélio vascular foi testada, com a inje¢do de acetilcolina (ACh 0,01-300 pmol), a qual
produz um efeito vasodilatador dependente da liberacdo de 6xido nitrico (NO) pelas células
endoteliais. A capacidade dilatadora direta do musculo liso vascular também foi avaliada, com
a injec¢ao de nitroglicerina (NG 1-300 nmol), substancia que atua diretamente no musculo liso
vascular, efeito este independente do endotélio.

Posteriormente, com o objetivo de avaliar a reatividade vascular aos extratos (EEF e
EER) e complexos supramoleculares (EEF/BCD e EER/BCD) e, em seguida selecionar as
amostras mais promissoras, foram realizadas curvas dose-resposta (0,1 - 300 pg) das amostras
em solugdo hidroalcoodlica (solugdo nominal de extrato a 1 mg/mL em 5% de etanol), onde a
resposta aos agentes vasodilatadores foi expressa em termos de % de queda da resposta pressora
induzida pela NE. As injecdes in bolus das amostras foram realizadas por meio de um injetor
acoplado ao sistema de perfusdo, através de microsseringas Hamilton de 10 e 100 pL. O

intervalo entre as injegdes foi de aproximadamente 5 min, permitindo sempre o retorno e
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estabilizacdo da pressdo de perfusdo aos niveis anteriores, sendo as inje¢des administradas em
volumes que variam de 5 a 50 uL. A analise foi realizada em quadruplicata e repetida ao menos
duas vezes de forma independentes. A poténcia da vasodilatagao foi determinada por meio dos
valores de IDso, correspondentes a dose necessaria para inibir a resposta pressora da NE em

50%, expressa como média = desvio padrao em pg.

5.7 TOXICIDADE AGUDA IN VIVO DO EXTRATO (EER) E COMPLEXO
SUPRAMOLECULAR (EER/BCD) DOS RAMOS

Camundongos Swiss machos, com 30 dias de vida, pesando em média 25-35 g foram
utilizados para o experimento de toxicidade aguda e subcronica. Os animais provenientes do
Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da UFJF foram alojados em gaiolas e mantidos sob
condi¢des controladas de temperatura (22 + 2 °C) e iluminagao (ciclo de claro/escuro de 12 h)
com livre acesso a dgua e racao.

Apo6s o periodo de aclimatagdo, os animais foram divididos aleatoriamente em nove
grupos, com seis camundongos cada. Cada grupo foi designado de acordo com a amostra
administrada, conforme descrito na Tabela 1. As doses selecionadas seguiram as diretrizes do
protocolo OECD 425, que recomenda iniciar com a dose maxima de 2000 mg/Kg. Contudo,
devido a dificuldade de solubilizagdo das amostras em volume suficiente de veiculo, nao foi
possivel utilizar a dose de 2000 mg/Kg. Dessa forma, o experimento teve inicio com a dose de
1000 mg/Kg, sendo escolhidas outras duas doses inferiores para compor o delineamento
experimental (OECD, 2008).

A administracdo oral foi de 1 mL da amostra por 100 g de peso do animal pelo método
de gavagem (Bogdanske et al., 2010). O animal foi observado durante as primeiras 24 h, nos
periodos de 0, 15, 30 e 60 min, em seguida, a cada 4 h e, posteriormente, diariamente durante
14 dias apds administracdo. Desde a 24® hora e até os 14 dias apds administragao da dose, eles
foram pesados para verificagdo da variagdo de peso e observados quanto aos pardmetros
comportamentais, incluindo o consumo de ragdo e dgua. Ao fim do periodo de observagao,
todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e necropsiados. Estudos histopatologicos
dos orgdos acometidos seriam realizados se as necrOpsias apresentassem alteragdes (Brasil,

2004; Costa-Silva et al., 2008).
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Tabela 1. Identificacao dos grupos experimentais de camundongos Swiss machos submetidos
a administragdo oral no ensaio de toxicidade aguda.

Numero de
Amostras Administraciao L
animais
Basal Agua filtrada 6
CN Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER 250 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER 500 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER 1000 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER/BCD 250 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER/BCD 500 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER/BCD 1000 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
BCD 1000 mg/Kg Agua filtrada 6

Legenda: CN: Controle negativo. EER: Extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD:
extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. BCD: B-ciclodextrina.
Os grupos contendo o complexo supramolecular (EER/BCD) receberam a amostra nas concentracdes
nominais de extrato de 250, 500 e 1000 mg/Kg. Fonte: Autoria propria.

5.8 TOXICIDADE SUBCRONICA IN VIVO DO EXTRATO (EER) E COMPLEXO
SUPRAMOLECULAR (EER/BCD) DOS RAMOS

A toxicidade subcronica oral foi conduzida de acordo com Costa-Silva et al. (2008) e
Fabri (2013), com algumas alteragdes. Os camundongos utilizados neste estudo apresentavam
os mesmos parametros dos animais empregados no teste de toxicidade aguda e foram
submetidos as mesmas condigOes de aclimatacao descritas no item 5.7.

Seis camundongos foram escolhidos aleatoriamente e organizados em nove gaiolas cada
para separacdo por grupos. Cada grupo foi identificado segundo a administracdo das amostras,
conforme apresentado na Tabela 2. As doses de 200, 100 e 50 mg/Kg foram selecionadas com
base nos resultados prévios de toxicidade aguda, visando garantir a seguranca dos animais ao
longo do tratamento subcronico, permitindo a identificagdo de possiveis efeitos toxicos de
forma graduada e a estimativa de um nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL).

A administrag¢do oral foi de 1 mL da amostra por 100 g de peso do corpo animal pelo
método de gavagem (Bogdanske ef al., 2010). Os animais receberam uma dose diaria de
amostra durante 42 dias. Cada animal foi marcado e avaliado durante todo o periodo quanto ao
seu peso corporal (semanal), as andlises bioquimicas, hematoldgicas, e parametros
comportamentais, incluindo o consumo de agua e racdo. Ao fim do periodo de observacao,

todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e autopsiados. Os principais Orgaos
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acometidos foram coletados para a realizagdo dos estudos histopatologicos (Brasil, 2004;

Costa-Silva et al., 2008).

Tabela 2. Identificagdo dos grupos experimentais de camundongos Swiss machos submetidos
a administrag¢do oral no ensaio de toxicidade subcronica.

Amostras Administracio Nl'm?ero. de
animais

Basal Agua filtrada 6
CN Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER 50 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER 100 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER 200 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER/BCD 50 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER/BCD 100 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
EER/BCD 200 mg/Kg Tween 80 a 10% em agua filtrada 6
BCD 200 mg/Kg Agua filtrada 6

Legenda: CN: Controle negativo. EER: Extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD:
extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. BCD: B-ciclodextrina.
Os grupos contendo o complexo supramolecular (EER/BCD) receberam a amostra nas concentracdes
nominais de extrato de 50, 100 e 200 mg/Kg. Fonte: Autoria propria.

5.9 ANALISES HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA DO EXTRATO (EER) E COMPLEXO
SUPRAMOLECULAR (EER/BCD) DOS RAMOS

No final do estudo de toxicidade aguda e subcrdnica, todos os animais sobreviventes
foram anestesiados por meio da injecdo intraperitoneal (i.p.) de xilazina (30 mg/Kg) e cetamina
(300 mg/Kg), para coleta de sangue via puncao cardiaca, seguido de eutandsia. Para a andlise
dos parametros bioquimicos (glicose, triglicérides, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), gama glutamil transpeptidase (GGT), proteinas totais, ureia, albumina,
creatinina e bilirrubina), o sangue foi submetido a centrifugag¢do (10 min, a 3500 rpm), em
eppendorffs com EDTA para obtencdo do soro. Ja para as analises hematologicas (hemoglobina,
hematdcrito, contagem de leucdcitos totais, contagem diferencial de leucdcitos — neutrofilos,
linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos), foi utilizado sangue total heparinizado. Os
parametros bioquimicos e hematoldgicos foram determinados utilizando-se as recomendagdes

de kits especificos para cada teste (Labtest®).
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5.10 ANALISES HISTOPATOLOGICAS DO EXTRATO (EER) E COMPLEXO
SUPRAMOLECULAR (EER/BCD) DOS RAMOS

Os figados coletados de cada animal do estudo de toxicidade subcronica foram
preservados em formol a 10% até o inicio do processamento histologico. As biopsias foram
desidratadas, emblocadas em parafina e, com auxilio de um micrétomo, foram realizados cortes
transversais, os quais foram corados com hematoxilina-eosina (HE). Foi utilizado o
microscopio de marca Olympus BX51 e as fotomicrografias representativas de cada grupo

foram obtidas no aumento de 20 e 40x utilizando o software CellSens Standard.

5.11 ESTUDO DA DIGESTAO IN VITRO E BIOACESSIBILIDADE DO EXTRATO (EER)
E COMPLEXO SUPRAMOLECULAR (EER/BCD) DOS RAMOS

O protocolo de digestdo simulada in vitro foi conduzido de acordo com a metodologia
de Brodkorb et al. (2019), conforme proposto no protocolo INFOGEST 2.0. Na fase oral, 5 mL
de cada amostra (1 mg/mL) foram incubados separadamente com fluido salivar a pH 7,0 a 37
°C por 2 min em banho-maria. Na fase gastrica, o pH foi ajustado para 3 com uma solugao de
HCI (1M), e foram adicionados fluido gastrico e pepsina (2000 U/mL; P7000, Sigma-Aldrich,
MO, EUA) para obter um volume final de 24 mL, seguido de incubac¢do a 37 °C em banho-
maria por 2 h. Na fase intestinal, o pH foi ajustado para 7 com uma solu¢do de NaOH (1M), e
foram adicionados fluido intestinal, sais biliares com desoxicolato de s6dio e colato de sodio
(10 mM; C6750 e C1254, Sigma-Aldrich, MO, EUA), e pancreatina (100 U/mL; P7545, Sigma-
Aldrich, MO, EUA) para um volume final de 48 mL. As andlises foram realizadas em duplicata,
e as amostras digeridas foram prontamente armazenadas a -20 °C.

Posteriormente, o teor de fenolicos totais nos sobrenadantes foi determinado de acordo
com a metodologia descrita por Paula et al. (2021). O teor total de fenolicos foi avaliado por
espectroscopia na regido do visivel, utilizando um espectrofotdometro UV-Vis
(ThermoScientific SkanIt® Multiskan GO, versio do software 3.2), com leituras de absorbancia
a 770 nm. As andlises foram realizadas em triplicata, e os resultados expressos como média +
desvio padrdao, em mg de equivalentes de acido tanico (EAT) por grama de extrato vegetal.

A fragdo bioacessivel dos fenolicos foi calculada como a razdo entre a quantidade de
fenolicos presentes na fragdo soluvel, apds as fases gastrica e intestinal da digestdo, e a

quantidade de fenolicos da amostra nao digerida, correspondente ao contetdo de fenois totais
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antes de serem submetidos ao teste de digestdo, multiplicada por 100, conforme a seguinte

formula (Valenzuela-Gonzalez et al., 2022):

Bioacessibilidade = Fracao soluvel / Amostra nao digerida x 100

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados, no minimo, em triplicata e repetidos em pelo menos duas
séries independentes. Os resultados foram expressos como média = desvio padrao. As
comparagdes entre os grupos experimentais foram analisadas por meio de analise de variancia
(ANOVA) unidirecional (one-way), seguida do teste Post hoc de Bonferroni. Diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. As andlises estatisticas foram

®

conduzidas utilizando o software GraphPad Prism™, versao 8.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Substancias fendlicas, como quercetina, rutina e derivados dos acidos galico e elagico,
ja foram identificados em Plinia cauliflora (jabuticaba) (Souza-Moreira et al., 2013; Gasparotto
Junior et al., 2019; Paula et al., 2021). A quercetina, em particular, tem sido amplamente
estudada em razdo de suas diversas atividades bioldgicas, incluindo efeitos antioxidantes, anti-
inflamatorios e antiparasitarios (D’Andrea, 2015; Paula et al., 2024; De Souza et al., 2017). O
acido elagico e seus derivados também sdo reconhecidos por suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatorias, antiproliferativas e cardioprotetoras (Abe et al., 2012,
Fracassetti et al., 2013; Souza-Moreira et al., 2013; Zhao et al., 2019). De modo geral, os
fenolicos desempenham um papel fundamental na promocao da satde, atuando tanto na
prevencdo de doengas quanto na mitigacao de danos celulares que podem desencadear ou
agravar condic¢des patologicas (Paula ef al., 2021; Link et al., 2010; Wu et al., 2013).

Por meio da andlise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(HPLC-QTOF-MS), Paula et al. (2021) identificaram uma ampla variedade de substancias
derivadas de taninos nos extratos etanolico das folhas (EEF) e dos ramos (EER) de P. cauliflora,
com maior concentragdo dessas substancias observadas nos ramos. De acordo com os autores,
o EER apresentou uma predominancia significativa de constituintes tdnicos em comparagao ao
EEF. Entre as substancias identificadas, destacam-se os taninos condensados, principalmente
derivados de unidades de flavan-3-ol, como catequina e epigalocatequina, além dos taninos
hidrolisaveis, incluindo derivados do 4cido eldgico, dilactona do 4cido valoneico, casuarictina,
tellimagrandina I e castalagina, bem como acidos fenolicos derivados do acido galico. Esse
perfil fitoquimico indica uma presenga expressiva de substiancias fenodlicas bioativas,

refor¢ando a potencial relevancia farmacologica dos extratos dos ramos de P. cauliflora.

6.1 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS SUPRAMOLECULARES DAS FOLHAS
(EEF) E DOS RAMOS (EER/BCD)

A encapsulagdo dos extratos das folhas (EEF) e dos ramos (EER) de Plinia cauliflora
com P-ciclodextrina (BCD) foi avaliada por meio de espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (‘H-RMN), uma vez que a formagio do complexo supramolecular induz
alteracdes nos ambientes de protons devido as interagdes intermoleculares de hidrogénio entre

os grupos hidroxila da BCD e as substancias presentes no extrato. A ilustracdo da estrutura
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troncocdnica da BCD, com a numeragdo dos atomos de hidrogénio apresentada na Figura 8 A,
facilita a interpretagdo dos espectros de 'H-RMN das amostras analisadas (Mokhtar; Adnan,
2012; Nguyen et al., 2023).

As Figuras 8 B e C apresentam a sobreposi¢do dos espectros de 'TH-RMN dos extratos e
complexos supramoleculares dos ramos e das folhas, respectivamente, além do espectro da BCD
isolada, bem como uma ampliacao da regiao correspondente aos sinais das amostras. Conforme
ilustrado, os espectros dos complexos (em verde) exibem sinais caracteristicos tanto da BCD
(em vermelho) quanto dos extratos (em azul), confirmando a presenca desses constituintes na

amostra analisada apos o procedimento de formagao do complexo.

Figura 8. (A) Uma representacdo esquematica da posicao dos hidrogénios na configuragdo
troncoconica da BCD e (B) Espectros de 'H-RMN da BCD, EER/BCD e EER, (C) Espectros
de "H-RMN da BCD, EEF/BCD e EEF.
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Legenda: BCD: B-ciclodextrina. EER/BCD: extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora complexado
com ciclodextrina. EER: extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EEF/BCD: extrato etandlico
das folhas de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. EEF: extrato etanolico das folhas de
Plinia cauliflora. (A) Ilustragdo da B-ciclodextrina por Nguyen ef al. (2023). Fonte: Autoria propria.

Ao analisar os valores de deslocamento quimico apresentados na Tabela 3, observa-se
uma variagdo nos sinais correspondentes a BCD ap6s a formagao dos complexos de inclusao
com as substancias dos extratos. Deslocamentos quimicos observados nos protons Hs e Hs
indicam a possivel presenca de moléculas hospedeiras localizadas dentro da cavidade (Zhao et
al., 2016; Nguyen et al., 2023). Além disso, protons externos, como Hi, H>, H4 e Hs, também
podem sofrer alteragdes quimicas, uma vez que esses atomos provavelmente estdo envolvidos
na complexagdo com algumas moléculas dos extratos, dado que se trata de uma matriz
complexa.

Apbs a encapsulagdo da BCD, foram observadas mudangas nos deslocamentos para o
campo de alta frequéncia. Esse fenomeno ¢ evidenciado pelos deslocamentos mais acentuados
observados nos hidrogénios localizados na cavidade interna da ciclodextrina, seguindo a ordem
Hs > Hz > Hs, para ambas amostras. As expressivas mudancas nas ligacdes de hidrogénio
observadas nos complexos, em comparagdo a BCD isolada, sugerem fortemente a ocorréncia de
uma complexacao supramolecular do tipo inclusdo, em detrimento da formacao de complexos

de exclusdo. Tais deslocamentos quimicos estdo relacionados a um processo de desblindagem,
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diretamente associado ao aumento da intensidade do giro nuclear, o que pode ser causado por

novas interagdes intermoleculares eficazes com a molécula héspede.

Tabela 3. Deslocamento quimico dos sinais de 'H para BCD, EER/BCD e EEF/BCD em D,0 a
25 °C e variagdes nos valores de deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio na

molécula de BCD.
BCD EER/BCD ASEER/BCD) EEF/BCD ASEEF/BCD)

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Hi 5,080 5,060 0,020 5,060 0,020
H2 3,669 3,649 0,020 3,644 0,025
H; 3,974 3,944 0,030 3,937 0,037
Ha 3,595 3,589 0,006 3,584 0,011
Hs 3,865 3,829 0,036 3,822 0,043
He 3,887 3,864 0,023 3,855 0,032

Legenda: BCD: B-ciclodextrina. EER/BCD: extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora complexado
com ciclodextrina. EEF/BCD: extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora complexado com
ciclodextrina. Fonte: Autoria propria.

Além da espectroscopia de RMN, as intera¢des entre os componentes presentes nos
extratos e a fCD foram investigadas, em fase so6lida, por espectroscopia Raman. As regides
mais relevantes dos espectros sdo apresentadas na Figura 9. No espectro da BCD, observa-se a
regido do espectro entre 2900 e 2800 cm’, correspondente as vibragdes de estiramento
simétrico e assimétrico das ligagdes C-H dos grupos -CHz- e -CH3. A banda centrada em 1140
cm’! refere-se a vibragdo de estiramento da ligagio C-C, enquanto as bandas em 964 e 868 cm’
! s3o atribuidas, respectivamente, as vibragdes de estiramento assimétrico e simétrico das
ligagdes C-O-C (Kong et al., 2024).

Nos espectros do EER e EER/BCD (Figura 9 A), foram observadas bandas de absorc¢ao
proeminentes em 2926, 1611, 1526, 1461 e 1158 cm™. O aumento da intensidade das bandas
no espectro do EER/BCD sugere a formacao do complexo supramolecular. No espectro do EER
puro, a banda em 2926 cm™ pode ser atribuida ao estiramento conjugado C-H, enquanto as
bandas em 1611 e 1526 cm™ correspondem as ligagdes C=C dos anéis aromaticos; as bandas
em 1461 e 1158 cm! referem-se, respectivamente, as vibragdes de estiramento C-O e =C-H de
grupos fendlicos e as vibragdes de deformagdo no plano aromatico (Aguilar-Hernandez et al.,
2017; Deneva et al., 2019). Cabe ressaltar que as bandas mais predominantes observadas sdo

aquelas relacionadas a presenca de fenolicos, provavelmente devido as vibragdes de
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alongamento das ligagdes aromaticas e dos grupos fenolicos (Deneva et al., 2019; Pompeu et

al., 2018).

Figura 9. Espectro de Raman para BCD, extratos e complexo supramolecular dos ramos (A) e
das folhas (B).
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Legenda: BCD: B-ciclodextrina. EER/BCD: extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora complexado
com ciclodextrina. EER: extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EEF/BCD: extrato etandlico
das folhas de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. EEF: extrato etanolico das folhas de
Plinia cauliflora. Fonte: Autoria propria.
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Nos espectros de EEF e EEF/BCD (Figura 9 B), bandas proeminentes foram observadas
em 2911, 1526 e 1157 cm™. A reducdo na intensidade das bandas observadas no espectro de
EEF/BCD indica a formagao do complexo supramolecular, provavelmente devido as interagdes
entre os componentes do extrato e a BCD. No espectro puro de EEF, as bandas em 1526 ¢ 1157
cm™! podem ser atribuidas as vibragdes de estiramento conjugado C=C e C-C dos carotenoides,
respectivamente (Schulz e Baranska, 2007). Esses sinais sdo caracteristicos de sistemas
polienos contendo nove ligagdes duplas conjugadas, que aumentam a atividade Raman e
resultam em bandas fortes e bem definidas. Notavelmente, as caracteristicas mais intensas
observadas nos espectros estdo associadas a presenca de carotenoides. A banda em 2911 cm™,
por outro lado, pode corresponder as vibragdes de estiramento C-H de componentes lipidicos
ou celulodsicos presentes naturalmente no extrato das folhas (De Oliveira ef al., 2015).

Embora a presenca de fendlicos no extrato das folhas de P. cauliflora tenha sido
previamente confirmada por Paula et al. (2021), ndo foram observadas, na presente analise,
bandas caracteristicas no espectro Raman que possam ser atribuidas a tais substancias. Essa
auséncia pode ser justificada pela baixa intensidade de espalhamento Raman inerente aos
fenolicos, os quais, de modo geral, apresentam menor polarizabilidade quando comparados a
moléculas como os carotenoides (Schulz e Baranska, 2007; Schulz, Baranska, ¢ Baranski,
2005). Ademais, em misturas complexas, sinais intensos provenientes de substancias altamente
ativas na espectroscopia Raman, como os proprios carotenoides, podem sobrepor-se € mascarar
os sinais mais ténues associados aos constituintes fenolicos, dificultando sua identificacao
(Schulz e Baranska, 2007). Outro fator relevante consiste na possivel emissao de fluorescéncia
por parte dos fenolicos sob as condigdes de excitacdo empregadas, o que pode comprometer a
qualidade espectral e obscurecer feigdes vibracionais sutis. Dessa forma, embora a presenga de
fenolicos no extrato seja reconhecida, sua detecg@o por meio da espectroscopia Raman pode ser

limitada em funcao dessas caracteristicas espectroscopicas intrinsecas (Wei, Chen, e Liu, 2015).

6.2 RELAXAMENTO VASCULAR

A vasodilatagdo ¢ uma resposta tecidual fundamental, relacionada a diversos
mecanismos fisiologicos do organismo, como o controle da temperatura corporal, da pressao
arterial, da circulagdo sanguinea e da oxigenagao celular. Essa resposta contribui para a prote¢ao
do tecido local, favorecendo a manutengdo da homeostase e, consequentemente, auxiliando na

prevencdo de disfungdes que podem desencadear processos patologicos (Rang ef al., 2012).
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No presente estudo, a avaliagdo da atividade vasodilatadora foi realizada ex vivo a partir
de anéis de aorta com endotélio integro, previamente contraidos com norepinefrina (NE) até o
alcance do platd contratil. A partir dessa contracdo estavel, foram administradas doses
crescentes das amostras (0,1-300 pg), possibilitando a constru¢do da curva concentragdo-

resposta e a andlise da eficdcia vasodilatadora dos extratos e complexos supramoleculares

testados (Figura 10).

Figura 10. Curvas dose-resposta cumulativas aos extratos das folhas (A) e dos ramos (B) de
Plinia cauliflora e seus complexos supramoleculares em anéis de aorta isolada de ratos
Wistar, pré-contraidos com norepinefrina.
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Legenda: EEF: Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD: extrato etandlico das folhas
de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. EER: Extrato etandlico dos ramos de Plinia
cauliflora. EER/BCD: extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina.
BCD: B-ciclodextrina. Os experimentos foram conduzidos na presenga de endotélio funcional para
avaliacdo do envolvimento da via endotelial na resposta vasorrelaxante. Os dados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n = 4). Fonte: Autoria propria.

Os extratos, tanto livres quanto complexados com ciclodextrina, induziram o
relaxamento em anéis de aorta com endotélio funcional, o que sugere um envolvimento do
endotélio na mediacdo da resposta vasodilatadora, alcangcando um efeito maximo (Emax) acima
de 80% (Tabela 4) para todas as amostras, exceto BCD que apresentou Emax de 23,5%.

A IDso ¢ a dose das amostras que inibe a resposta pressora da NE em 50%, sendo um
parametro farmacodindmico que expressa a poténcia de substancias vasodilatadoras, ou seja,
substancias com menor valor de IDso sdo mais potentes, pois necessitam de uma menor dose
para inibir o efeito. Na Tabela 4, observam-se que tanto os extratos quanto os complexos
supramoleculares, com excecao da BCD isolada, foram capazes de demonstrar uma poténcia
significativa de forma dependente da dose. A ordem de poténcia, do mais ao menos eficaz, foi:
EER > EEF > EER/BCD > EEF/BCD. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
os extratos livres (p > 0,05). No entanto, foi observada uma diferenca estatisticamente

significativa entre o EEF e EEF/BCD, com p < 0,05.
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Tabela 4. Efeito maximo (Emax) da vasodilatagdo e dose inibitoria de 50% do efeito da
norepinefrina (IDso).

Etanol EEF EEF/BCD EER EER/BCD BCD
Enax(%)  19,0+£3,84  943+149%b¢  817+736°  91,0+3,52% 83,6 +9,46° 23,5+3,46
IDso (ug) - 15,5+2,68" 29,9 + 4,65 11,1 +£2,48"° 16,4+2,91" -

N 3 4 4 4 4 4

Legenda: EEF: Extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD: extrato etandlico das folhas
de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. EER: Extrato etandlico dos ramos de Plinia
cauliflora. EER/BCD: extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina.
BCD: B-ciclodextrina. N: numero de animais testados. a — Diferenca estatistica em relacdo ao veiculo
(etanol) e a BCD (p < 0,05). b — Diferenca estatistica em relacdo a EEF/BCD (p < 0,05). ¢ — Diferenca
estatistica em relagdo a EER/BCD (p < 0,05). Os dados estao expressos como média + desvio padrao (n
=4). ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. Fonte: Autoria propria.

Estudos anteriores demonstraram que extratos vegetais ricos em fenolicos, como os da
jabuticaba, podem induzir vasodilatagdo mediada por 6xido nitrico (NO). Por exemplo, Lobo
de Andrade et al. (2015) demonstrou que o extrato do fruto induziu hipotensdo e promoveu
relaxamento vascular dependente do endotélio. Os resultados sugerem que a principal via
celular envolvida nesse efeito ¢ a via do 6xido nitrico/guanilato ciclase soluvel/monofosfato
ciclico de guanosina (NO/sGC/cGMP), sendo esta a responsavel pelo relaxamento induzido
pelo extrato hidroalcodlico dos frutos da jabuticaba (Lobo de Andrade et al., 2015).

Os dados encontrados em nosso estudo sugerem que, em concentracdes mais elevadas,
as substancias presentes nos extratos podem atuar sobre alvos nao especificos, contribuindo
para o efeito vasodilatador observado. A confirmagdo direta da via envolvida na resposta
vasodilatadora poderia ser obtida por meio do uso de um inibidor especifico do 6xido nitrico
sintase (NOS), como o L-NAME. Essa substancia ¢ amplamente utilizada como controle
positivo para bloqueio da produgao de NO, e a reversao ou atenuacao do efeito vasodilatador
na sua presenga ¢ considerada uma forte evidéncia da participacao da via NO (De Souza et al.,
2017). Dessa forma, estudos futuros serdo essenciais para aprofundar a elucidacdo do
mecanismo de acdo e fortalecer a comprovagao da atividade vasodilatadora desses extratos e
complexos.

Os fenolicos, caracteristicos das classes flavonoides e taninos, confirmados na
prospecc¢ao fitoquimica por Paula et al. (2021) e identificado em quantidade significativa aqui
neste estudo (Capitulo 2 - Figura 16), sdo responsaveis pela atividade vasodilatadora, devido as
suas poderosas atividades antioxidantes e efeitos cardioprotetores (Larrosa et al., 2010; Lobo
de Andrade ef al., 2015). Além disso, fazendo uma anélise comparativa em relagdo a diferenca

de poténcia da resposta vasodilatadora e a composi¢do fitoquimica dos extratos, podemos
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sugerir que a atividade bioldgica mais proeminente do extrato e complexo supramolecular dos
ramos pode estar relacionado ao maior teor de unidades monoméricas de taninos, como o0s
derivados dos acidos elagico e galico, descrito para o mesmo extrato por Paula et al. (2021).
Isso se deve, pois essas substancias sdo capazes de ativar a via do NO e de nucleotideos ciclicos
(cAMP e cGMP) gerando hipotensdo e relaxamento vascular dependente do endotélio (Larrosa
et al.,2010; Lobo de Andrade et al., 2015).

Outra questdo de relevancia para analise diz respeito a disponibilidade destas
substancias na sua forma livre no sistema digestivo, com o propdsito de desenvolver uma
possivel formulagdo para administracao oral. Apesar das solidas evidéncias que sustentam os
efeitos vasculares destas substiancias em ensaios in vitro, a escassez de evidéncias em modelos
animais ou humanos ¢ evidente. Também, ¢ importante destacar que os resultados obtidos in
vitro frequentemente nao se alinham com os desfechos dos estudos conduzidos in vivo. Isto
pode ser explicado pela baixa biodisponibilidade dos elagitaninos e acido eldgico. Segundo
Larrosa et al. (2010), os principais subprodutos dos elagitaninos presentes na corrente
sanguinea sdo as urolitinas, que sao metabdlitos do acido elagico originados a partir da agao da
microbiota. Esses metabolitos, ao contrario do seu precursor, perdem a capacidade de combater
os radicais livres. Eles se encontram no plasma na forma de conjugados de glicuronideo ou
sulfato, apresentando concentragdes que variam na ordem de nanomols (nM) (Larrosa et al.
2010).

Neste sentido, o complexo das substancias presentes nos extratos com a BCD ¢é uma
estratégia interessante para aumentar a biodisponibilidade dessas substancias no meio celular
e, consequentemente, melhorar a sua atividade bioldgica. O complexo supramolecular dos
ramos de jabuticaba (EER/BCD) apresentou poténcia similar aos extratos, ndo havendo
diferenga estatistica (p > 0,05). Por esse motivo, nosso grupo selecionou amostras dos ramos
de P. cauliflora para dar continuidade aos estudos de administragdo oral, com foco na avaliagdo

da toxicidade aguda e subcrdnica, visando seu potencial como cardioprotetores promissores.

6.3 TOXICIDADE AGUDA E SUBCRONICA DO EXTRATO (EER) E COMPLEXO
SUPRAMOLECULAR (EER/BCD) DOS RAMOS

Garantir a seguranca de um medicamento, ndo importando sua fonte, ¢ essencial para
promover a saude. Por essa razdo, as autoridades regulatérias de diversas nagdes tém

preconizado a condugdo de pesquisas que validem tanto a eficdcia quanto a seguranca de
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substancias provenientes de plantas medicinais e produtos fitoterapicos (Fabri, 2013; Fabri et
al.,2012). No Brasil, os procedimentos de avaliagdo de toxicidade preliminar necessarios para
o registro e renovacao de registro de produtos fitoterapicos sao delineados pelo documento
intitulado “Diretrizes para a condugdo de estudos pré-clinicos de toxicidade de produtos
fitoterapicos,” elaborado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e divulgado
por meio da Resolugdo RE 90/04. Este guia apresenta diretrizes para a realizagdo de testes de
toxicidade aguda e de exposicao repetida (em periodos prolongados), bem como explora a
avaliacdo de genotoxicidade, que se torna obrigatéria quando ha indicacdo de uso continuado
ou prolongado em seres humanos (Brasil, 2004; Da Silva et al., 2021).

A avaliacao da toxicidade aguda ¢ um dos primeiros passos para determinar a seguranga
de novas substancias, permitindo a identificagdo da dose letal mediana (DLso) € a observacao
de efeitos toxicos apds administragao unica ou fracionada em uma ou mais vias de exposi¢ao.
Conforme descrito pelas diretrizes brasileiras (Brasil, 2013), esses ensaios envolvem o
monitoramento de animais de ambos os sexos ao longo de 14 dias apds a administracdo, com
andlise de mortalidade e sinais clinicos.

No presente estudo, a administracdo oral do EER e EER/BCD nas concentragdes
nominais de extrato de 250, 500 e 1000 mg/Kg, bem como da BCD isolada a 1000 mg/Kg, ndo
resultou em oObitos durante o periodo de observagdo. Adicionalmente, ndo foram observadas
alteragdes significativas no ganho de peso corporal (Figura 11 A), no consumo de ragao e agua
(Figuras 11 B e C, respectivamente) ou em parametros comportamentais dos animais tratados
(p > 0,05). As variagdes estatisticas entre os grupos sdo atribuidas a heterogeneidade natural
entre os animais. Assim, a DLso das amostras testadas para camundongos Swiss machos pode
ser considerada superior a 1000 mg/Kg. De acordo com Da Silva ef al. (2021), substancias que
ndo provocam mortalidade até a concentracao de 1000 mg/Kg sdo classificadas como de baixa
toxicidade, corroborando a seguranca preliminar do extrato e seu complexo supramolecular.

Cabe destacar, entretanto, que no grupo BCD, dois animais apresentaram sinais clinicos
adversos, incluindo postura contraida, piloere¢do, emissao de ruidos e respiracdo anormal, em
decorréncia de lesdes internas provocadas durante o procedimento de gavagem, confirmadas
apods a necropsia. A separagdo desses animais e a consequente reducao do niumero de individuos
no grupo podem explicar as pequenas variagdes observadas nas médias de peso corporal e no
consumo de dgua e ragdo, ndo havendo uma relacdo direta com a toxicidade da substancia

testada. Dessa forma, os resultados obtidos no ensaio de toxicidade aguda indicaram a
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seguranga preliminar do extrato e de seu complexo supramolecular, permitindo a defini¢ao de

doses seguras para estudos subsequentes.

Figura 11. Média do peso corporal (A), consumo de ragdo (B) e 4gua (C) dos camundongos
Swiss machos durante 14 dias de tratamento com EER, EER/BCD e BCD.
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Legenda: EER: Extrato etandlico dos ramos de Plinia caulifiora. EER/BCD: extrato etandlico dos ramos
de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. BCD: B-ciclodextrina. Basal: grupo de animais que
receberam agua. CN: Controle Negativo — grupo de animais que receberam veiculo (10% de Tween 80
em agua). *Diferenca estatistica em relagcdo ao Basal e CN (p < 0,05). **Diferenca estatistica em relagdo
a BCD 1000 mg/Kg (p < 0,05). ***Diferenca estatistica em relacdo ao EER 250, 500 ¢ 1000 mg/Kg (p

< 0,05). #Diferenca estatistica em relacdo ao EER/BCD 250 e 500 mg/Kg (p < 0,05). Os dados estao
expressos como média + desvio padrdo (n = 6). ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Fonte: Autoria

propria.
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Nesse contexto, os estudos de toxicidade subcronica tornam-se essenciais para
caracterizar de forma mais abrangente o perfil toxicoldgico das substancias, por meio da
administracao repetida ao longo do tempo. Esses ensaios possibilitam a identificagdao de
possiveis efeitos toxicos cumulativos, 6rgaos-alvo e alteracdes fisiologicas, evidenciadas
através de parametros bioquimicos, hematoldgicos, anatdmicos e histopatoldgicos. As doses
empregadas nesse tipo de estudo sdo geralmente estabelecidas com base nos dados obtidos nos
ensaios de toxicidade aguda ou em testes piloto (Brasil, 2013).

Durante o tratamento subcronico, a administracdo oral das mesmas amostras nas
concentracdes nominais de extrato de 50, 100 e 200 mg/Kg, bem como da BCD isolada a 200
mg/Kg, foi monitorada quanto ao impacto no consumo de agua, ingestao de alimentos e ganho
de peso corporal dos animais. A andlise dos dados revelou que nao houve alteracdes
significativas no consumo de dgua entre os grupos experimentais (p > 0,05), indicando que o
tratamento ndo comprometeu a hidratacao ou a homeostase hidrica dos animais (Figura 12 A).
Em contrapartida, o consumo de ra¢do apresentou variagdes estatisticamente significativas
(Figura 12 B), assim como observado no ensaio de toxicidade aguda. Essa diferenca, no entanto,
pode ser atribuida a heterogeneidade individual dos animais e nao necessariamente a um efeito
toxico das amostras testadas. Especificamente, os animais tratados com BCD mostraram um
aumento no consumo de racdo em comparacdo ao grupo basal, embora sem reflexo em
alteragdes significativas no ganho de peso corporal, sugerindo que a maior ingestao ndo resultou

em distarbios metabodlicos adversos.

Figura 12. Consumo de agua (A) e rag¢do (B), e média do peso corporal (C) dos camundongos
Swiss machos durante 42 dias de tratamento com EER, EER/BCD e BCD.
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Legenda: EER: Extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD: extrato etanolico dos ramos
de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. BCD: B-ciclodextrina. Basal: grupo de animais que
receberam agua. CN: Controle Negativo — grupo de animais que receberam veiculo (10% de Tween 80
em agua). a — Diferenca estatistica em relacdo ao Basal (p < 0,05). b — Diferenca estatistica em relagdo
ao CN (p < 0,05). c — Diferenca estatistica em relagdo ao EER 50 mg/Kg (p < 0,05). d — Diferenca
estatistica em relagdo ao EER 100 mg/Kg (p < 0,05). e — Diferenca estatistica em relagao ao EER 200
mg/Kg (p < 0,05). - Diferenga estatistica em relagdo a BCD 200 mg/Kg (p < 0,05). Os dados estdo
expressos como média + desvio padrdo (n = 6). ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Fonte: Autoria
propria.

O acompanhamento do ganho de peso corporal acumulado, apresentado na Figura 12 C,
reforca tal interpretacdo. Durante os 42 dias de tratamento, ndo foram observadas mudangas
significativas entre os grupos. Apesar de diferencas estatisticas pontuais, o padrao de ganho de
peso manteve-se constante ao longo do periodo experimental. Esses resultados indicam que a
administracdo repetida do extrato e complexo supramolecular ndo comprometeu o
desenvolvimento ponderal dos animais, corroborando a auséncia de efeitos toxicos sistémicos.
Diante dos pardmetros clinicos monitorados observados, tornou-se fundamental a
avaliacdo complementar de marcadores bioquimicos, hematologicos e histopatologicos, a fim
de investigar possiveis alteragdes subclinicas ou efeitos adversos nao detectaveis apenas por
observagdo comportamental ¢ medidas ponderais. Nesse sentido, foram analisados o peso
corporal final dos animais e o peso relativo dos principais 6rgdos extraidos para avaliagdo

macroscopica e histologica.
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A Tabela 5 apresenta esses dados, demonstrando que, de modo geral, ndo houve
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos tratados e o controle (p > 0,05). A
unica excecao foi observada no figado dos animais tratados com EER na concentracao de 200
mg/Kg, que apresentaram reducdo no peso hepatico em relacdo ao grupo basal. No entanto, a
analise histoldgica do 6rgdo revela que ndo ha alteragdes histopatologicas aparentes no figado,
ou seja, os hepatdcitos se encontram com morfologia nuclear integra, citoplasma homogéneo e

auséncia de infiltrado inflamatorio ou necrose evidente, tal qual o grupo basal (Figura 13).

Figura 13. Fotomicrografia do figado dos camundongos Swiss machos dos grupos basal (A) e
EER 200 mg/Kg (B), com aumento de 40x, corados com hematoxilina-eosina apds 42 dias de
exposi¢ao no ensaio de toxicidade subcronica.




73

L e o e i 2% 3 = Fi

Legenda: EER: Extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora. Basal: grupo de animais que receberam
agua. O corte do figado da imagem (B) mostra a presenga de estruturas conservadas: (VC) veia central,
(DB) ducto biliar, (H) hepatocitos, (S) sinusoides. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 5. Peso médio dos camundongos Swiss machos apos 42 dias de tratamento com EER, EER/BCD e BCD e peso médio dos principais
orgaos extraidos apoOs eutanasia.

Peso dos animais e dos EER EER EER BCD EER/BCD EER/BCD EER/BCD
principais orgaos (g) Basal N 50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg 200 mg/Kg 50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg
Peso médio dos animais | 34,71 £228  36,92+226 3225+181 34,66+240 31,35+0,93 3587+267 3536+209 3545+207 36,00+1,74

Figado 2,19+£0,05*  2,04+0,18 1,97 £0,13 2,00 £ 0,14 1,78 £0,15 2214+0,08* 2,19+0,11*  2,06+0,10  2,20+0,09*
Bago 0,22 £0,04 0,20 = 0,03 0,21 £0,03 0,22 +0,10 0,18 £0,02 0,23 £0,02 0,21 +0,02 0,22 +£0,03 0,21 £0,02
Rim direito 0,27 £0,04 0,27 £0,04 0,24 £ 0,04 0,26 £ 0,04 0,23 +0,02 0,28 + 0,02 0,24 £ 0,03 0,25 £0,04 0,25 +0,03
Rim esquerdo 0,28 +0,03 0,27 £ 0,05 0,25+ 0,02 0,26 £ 0,04 0,26 + 0,01 0,28 +0,01 0,25 £ 0,02 0,26 £ 0,02 0,27 £ 0,04

Legenda: EER: Extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD: extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina.

BCD: B-ciclodextrina. Basal: grupo de animais que receberam agua. CN: Controle Negativo — grupo de animais que receberam veiculo (10% de Tween 80 em
agua). a — Diferenca estatistica em relagdo ao EER 200 mg/Kg (p < 0,05). Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n = 6). ANOVA seguido do
teste de Bonferroni. Fonte: Autoria propria.
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Os dados apresentados na Tabela 6 mostram os resultados dos pardmetros bioquimicos
apds a administracdo subcronica do EER, do complexo EER/BCD e da BCD nas diferentes
concentracoes testadas.

Os niveis de AST, ALT e bilirrubina total ndo apresentaram alteragdes significativas
entre os grupos tratados e o grupo basal (p > 0,05), sugerindo que, em geral, os tratamentos nao
afetaram as fungdes hepatica e biliar. A exce¢do foi observada no grupo tratado com EER 200
mg/Kg, onde os niveis de ALT foram mais elevados (9,18 + 0,60 U/L) em comparagdo aos
outros grupos. Esses parametros sdo importantes para avaliar as fungdes hepatica e biliar. A
ALT, em particular, ¢ uma enzima predominantemente encontrada no figado, no entanto, um
aumento isolado nos niveis de ALT ¢ altamente ndo especifico, pois essa aminotransferase
também esta presente em abundancia no coragao, nos rins € nos musculos esqueléticos (Fabri
et al., 2012; Roy et al., 2023), o que limita a interpretagdo de um aumento em ALT como um
marcador exclusivo de toxicidade hepatica.

Vale ressaltar que, o grupo tratado com o EER/BCD, independentemente da
concentracdo, apresentou valores inferiores de AST e ALT em comparagdo com o EER,
indicando um possivel efeito protetor da BCD. Este comportamento sugere que a formacgao do
complexo entre o extrato ¢ a ciclodextrina pode reduzir o potencial toxicoldgico do extrato
livre, corroborando a hipotese de que a ciclodextrina pode atuar como um modulador da
toxicidade (Suvarna et al., 2022), conferindo maior seguranca a administracdo das substancias
em concentracdes mais altas.

A avaliacao do perfil proteico foi realizada por meio da analise de proteinas totais e
albumina, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 6. Observou-se uma diminuigdo
significativa nos niveis de albumina nos grupos tratados com EER/BCD nas concentragdes de
50, 100 e 200 mg/Kg em comparagdo ao grupo controle (CN) (p < 0,05), enquanto, por outro
lado, houve um aumento nos niveis de proteinas totais nos grupos EER/BCD 50, 100 e 200

mg/Kg, bem como no grupo BCD 200 mg/Kg (p < 0,05).
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Tabela 6. Parametros bioquimicos observados para toxicidade subcronica em camundongos Swiss machos tratados com EER, EER/BCD e BCD.

) EER EER EER BCD EERBCD  EER/BCD  EER/BCD
Parametros Basal CN
50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg 200 mg/Kg 50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg
: 217,90 217,64+ 22365+ 20538+204 22481+ 209,75+ 20451 +451 201,36+
Glicose (mg/dL) 230,01 + 0,53 . ’ T ; o Tabd o
, 1,49 1,60 : 4,75 1,39 b, 1,86®
. 2,78 +0,22 . .
Albumina (g/dL) 3,40+0,19 3,62+037 342+017 3,35+0,14 3424005 3,01 £0,04 b 2,79+0,15° 2,68+0,19
, . .
Pr(’t‘z;‘:‘lit)"tals 5072004 4735060 4594027 441£011 425+003 6140060 OO3ECO So0i 0094 5874045
Bilirrubina 14,38 + 13,24 + 12,48 + 13,39 +
: 15,18 + 2,61 : ’ 13,46 +0,96 13,48+ 0,53 : 12,85+ 1,61 11,18 +0,17
(mg/dL) 1,63 ’ ’ 1,51 0,24 ’ ’ ’ ’ 1,48 ’ ’ T
TGO-AST(U/L) 3,51+128 3,55+2,11 1,87+0,70 3,18+127 3,06+193  246+283 235+444 204+410 2,61+199
TGP-ALT (U/L) 3,93+0,17 2,75+505 497+284 644+264 918+0,60° 4,08+373 431+283 3,77+323 447+344
Ureia (mg/dL 6971 596341530 ool E 2726+ 3205073 7305048  6922%&  6114+036 6034207
reia (mg ) 1’47 3,62 ab 1,77 ab ab b 0,53 be d e
. 0,22 +
Creatinina 1,86 £1,07 0,86+ 0,003 0,57+0,55 0,18+002  1,56+£095 0,60+£004 097+003  0,69+025
(mg/dL) 0,008
Triglicérides 81,63 + 57,27+ 70,76 + 84,63+0,58 79,87+ 89,89 +£038 8548+247
’ 2,47+0,92° . . 61,00 £2,49* 7 ’ = ’ ’ ; )
(mg/dL) 02  03ATEOS 2,28° 0,6( b 3,51 b b be
15,00 4
GGT(UL)  4,19+199 240+2,77 385+2.84 511 6,87+3,07  2,04+1,18 3,16+277 2,18+1,87¢ 1,10+0,93°

Legenda: EER: Extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD: extrato etanolico dos ramos de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina.
BCD: B-ciclodextrina. Basal: grupo de animais que receberam agua. CN: Controle negativo — grupo de animais que receberam veiculo (10% de Tween 80 em
agua). a — Diferenca estatistica em relagdo ao Basal (p < 0,05). b — Diferenca estatistica em relagdo ao CN (p < 0,05). ¢ — Diferenca estatistica em relagdo ao
EER 50 mg/Kg (p < 0,05). d — Diferenca estatistica em relagdo ao EER 100 mg/Kg (p < 0,05). e — Diferenga estatistica em relagdo ao EER 200 mg/Kg (p <
0,05). Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n = 6). ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Fonte: Autoria propria.
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Embora esses resultados possam sugerir alteragdes nos parametros proteicos, eles nao
necessariamente indicam sinais de toxicidade, uma vez que o aumento das proteinas totais pode
estar associado a uma resposta adaptativa do organismo, ¢ ndo a lesdes teciduais definitivas
(Fabri et al., 2012). Para uma avaliagdo mais precisa, foi realizado andlises histoldgicas do
figado, para confirmar se essas alteragdes sdo, de fato, decorrentes de lesdo hepatica ou se
refletem uma adaptag¢ao do organismo a administragao prolongada das substancias.

A andlise do 6rgdo dos camundongos tratados com EER/BCD na concentracdo de 200
mg/Kg (Figura 14) revelou preservacdo da arquitetura hepatica, com corddes de hepatdcitos
organizados, nucleos centrais e basoéfilos, e sinusoides regulares, sem evidéncia de necrose,
infiltrado inflamatdrio ou vacuolizagdo citoplasmatica, aspectos estes compativeis com um
tecido hepatico integro. A auséncia de alteragdes morfologicas significativas, quando
comparado ao grupo controle, reforca a hipotese de que o aumento nas proteinas totais decorre
de uma resposta adaptativa, e ndo de hepatotoxicidade induzida pelo tratamento (Junqueira e
Carneiro, 2013).

A fungdo renal foi avaliada com base nos niveis de ureia e creatinina no sangue.
Enquanto os niveis de creatinina ndo apresentaram alteragdes significativas entre os grupos (p
> (),05), alteracdes significativas foram observadas nos niveis de ureia, conforme apresentado
na Tabela 6. Os grupos tratados com EER nas concentrac¢des de 50, 100 e 200 mg/Kg mostraram
uma reducdo nos niveis de ureia, enquanto os grupos tratados com EER/BCD nas mesmas
concentracgdes e o grupo BCD 200 mg/Kg apresentaram niveis maiores de ureia. No entanto,
esses niveis ficaram proximos aos encontrados nos grupos basal e controle negativo (CN), sem
diferenca estatistica significativa (p > 0,05).

A ureia e a creatinina s3o substincias derivadas do metabolismo de proteinas e
excretadas pelos rins. O aumento dos niveis dessas substancias no sangue pode indicar retengo
de nitrogénio, o que, por sua vez, pode ser um sinal de danos renais. No entanto, ¢ importante
destacar que, conforme estudo realizado por Satyanarayana ef al. (2001), o dano renal ¢ mais
provavel quando os niveis de creatinina e ureia aumentam simultaneamente, o que nao foi
observado em nosso estudo. A auséncia de elevagao concomitante desses parametros sugere
que, apesar das alteracdes observadas na ureia, os efeitos renais ndo sdo claros. Dessa forma,
andlises histologicas adicionais sdo necessarias para avaliar se ha alteragdes nas estruturas
renais que possam explicar o aumento isolado dos niveis de ureia nos animais tratados com

determinadas amostras, permitindo uma conclusao mais precisa sobre a toxicidade renal.
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Figura 14. Fotomicrografia do figado dos camundongos dos grupos basal (A), controle
negativo (B), BCD (C), EER/BCD 50 mg/Kg (D), EER/BCD 100 mg/Kg (E), EER/BCD 200
mg/Kg (F), com aumento de 40x, corados com hematoxilina-eosina ap6s 42 dias de exposicao
no ensaio de toxicidade subcronica.

BCD: B-ciclodextrina. Basal: grupo de animais que receberam agua. CN: Controle Negativo — grupo de
animais que receberam veiculo (10% de Tween 80 em agua). A) Corte histologico do grupo basal. B)
Corte histologico do grupo CN. C) Corte histologico do grupo BCD. D) Corte histologico do grupo
EER/BCD 50 mg/Kg. E) Corte histoldgico do grupo EER/BCD 100 mg/Kg. F) Corte histologico do
grupo EER/BCD 200 mg/Kg. Na imagem (E) mostra a presenga de estruturas conservadas: (VC) veia
central, (DB) ducto biliar, (H) hepatdcitos e (S) sinusoides. Fonte: Autoria propria.

Além dos parametros citados, também foi realizada a anélise dos niveis de triglicerideos

para determinar o perfil lipidico sérico dos grupos. Observaram-se que os niveis de
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triglicerideos variaram significativamente entre os grupos (Tabela 6). Os grupos tratados com
veiculo (CN) e EER nas concentragdes de 50, 100 e 200 mg/Kg apresentaram niveis de
triglicerideos mais baixos em comparagdo ao grupo basal (p < 0,05). Em contrapartida, os
grupos tratados com EER/BCD nas mesmas concentragdes, assim como o grupo BCD 200
mg/Kg, ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao grupo basal, embora
apresentassem niveis significativamente diferentes em comparagdo com todos os outros grupos.
Os niveis séricos de triglicerideos sdo frequentemente associados a doengas arteriais
coronarianas e sdo utilizados como parametros na avaliagcdo de hiperlipidemia (Wu et al., 2024).
Portanto, a reducao observada nos grupos tratados com EER sugere que as substancias presentes
no extrato podem ter um efeito benéfico sobre o perfil lipidico, possivelmente contribuindo para
a diminui¢do do risco cardiovascular. No entanto, ¢ importante destacar que a avaliagdo dos
niveis de glicose também foi realizada, e valores relativamente elevados foram observados. Isso
pode ser atribuido ao fato de que ndo foi aplicada a restricao alimentar antes da eutanasia dos
animais, ou seja, 0os animais nao passaram pelo jejum, o que influenciou nos niveis de glicose.
Contudo, ao comparar os valores de glicose entre os grupos basal e CN, os niveis observados
nos grupos experimentais ficaram bastante proximos, indicando que o tratamento ndo teve um
efeito significativo sobre os niveis de glicose.
Em relacdo a GGT, observaram-se que os valores de todas as amostras testadas (Tabela
6), exceto para EER 100 mg/Kg, ndo apresentaram diferengas estatisticas em comparacao aos
grupos basal e CN (p > 0,05), estando dentro da faixa de variagdo para camundongos Swiss
machos (0,00-6,00 U/L), o que sugere a auséncia de danos hepaticos (Resbcal, 2015; Roy et
al.,2023). A GGT ¢ uma enzima encontrada em maior concentragao no tecido renal, mas sua
relevancia clinica estd principalmente associada a doengas hepaticas e biliares, como colestase
e lesdes inflamatorias ou toxicas no figado. Ela é presente nas células hepaticas e epiteliais
biliares, sendo amplamente utilizada como marcador sensivel, embora ndo muito especifico,
para a identificacdo de danos hepaticos e nas vias biliares. Paralelamente, estudos sugerem uma
forte relacdo entre a GGT e o aumento do indice de massa corpdrea (IMC), indicando que o
peso corporal pode ser um fator principal na elevagao dos niveis de enzimas hepaticas (Araujo
et al., 2005).
No entanto, no presente estudo, ndo foi observada uma correlacdo direta entre o aumento
do peso no grupo EER 100 mg/Kg e os niveis de GGT durante 42 dias de tratamento, uma vez
que o padrdo de ganho de peso se manteve constante ao longo deste periodo e ndo houve

diferencga estatistica em relacdo as outras concentragdes do mesmo grupo. Ainda, nenhum efeito
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hepatico ou biliar resultante da administracdo dessa amostra, na concentragdo de 100 mg/Kg,
foi percebido na analise histologica do figado, conforme observado na Figura 15. Logo, a
dissociacao entre a elevacdo da GGT e a auséncia de alteracdes histoldgicas visiveis reforga a
ideia de que os niveis de GGT isoladamente ndo sdo suficientes para indicar toxicidade hepatica.
Portanto, analises complementares, como testes bioquimicos adicionais, poderiam suportar a

uma avaliagao mais completa.

Figura 15. Fotomicrografia do figado do camundongo tratado com EER 100 mg/Kg, corados
com hematoxilina-eosina, com aumento de 40x, apds 42 dias de exposicao.

Legenda: EER: extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. Corte histologico do figado com
destaque para parénquima hepatico preservado, com hepatdcitos (H) bem definidos e sinusoides (S)
visiveis. Fonte: Autoria propria.

A andlise dos indicadores hematologicos € crucial para a avaliagao do risco toxicologico,
uma vez que as alteragdes no sistema sanguineo t€ém uma maior capacidade de prever a
toxicidade em seres humanos quando extrapolamos dados de estudos com animais (Fabri ef al.,
2012). Em nosso estudo, o perfil hematoldogico dos camundongos tratados, que inclui
hematocritos, contagem total de leucocitos e contagem diferencial de leucocitos, ndo apresentou

diferencgas significativas entre os grupos (p > 0,05), exceto em relagdo aos niveis de
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hemoglobina (Tabela 7). No entanto, os valores de hemoglobina observados estdo dentro da
faixa de variagdo normal para camundongos Swiss (12,28 - 14,48 g/dL) (Resbcal, 2015; Roy et
al., 2023; Laboratério da Fundagdo Oswaldo Cruz, 2004), indicando que as amostras testadas
ndo induziram uma resposta imunoldgica relevante ou efeitos adversos hematoldgicos
significativos.

Esses achados estdo em consonancia com estudos anteriores que estabeleceram valores
de referéncia para parametros hematologicos em diferentes linhagens de camundongos. Em um
estudo conduzido por Santana et al. (2020), foram avaliados os perfis hematoldgicos e
bioquimicos de camundongos das linhagens Swiss, BALB/c, C57BL/6 e B6D2F1, fornecendo
parametros de referéncia fundamentais para a interpretacao de dados toxicoldgicos. Os valores
obtidos em nosso estudo, especialmente nos camundongos Swiss machos, situam-se dentro das
faixas consideradas normais, o que reforca a auséncia de efeitos adversos hematologicos
relevantes induzidos pelas amostras testadas.

Embora os valores observados nos grupos tratados com o extrato dos ramos, bem como
nos grupos basal e CN, estejam abaixo do esperado, essa diferenca deve-se, sobretudo, a
limitacdo técnica enfrentada durante a coleta de amostras, em razdo do volume insuficiente de
sangue obtido dos camundongos. Essa dificuldade ¢ comum em estudos com roedores,
especialmente devido a relagdo entre o peso corporal e o volume sanguineo disponivel para
analise. Como consequéncia, ndo foi possivel realizar todos os pardmetros bioquimicos
inicialmente planejados. Essa limitacdo metodologica restringe a profundidade da andlise
toxicologica dos componentes sanguineos e deve ser considerada na interpretagdo dos
resultados e nas conclusdes do estudo.

Em resumo, os resultados obtidos indicam que os extratos e complexos
supramoleculares dos ramos de P. cauliflora ndo apresentam toxicidade hematologica
significativa em camundongos Swiss, conforme evidenciado pela manutencdo dos parametros

hematologicos dentro das faixas de referéncia estabelecidas na literatura cientifica.
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Tabela 7. Parametros hematologicos observados para toxicidade subcronica em camundongos Swiss machos tratados com EER, EER/BCD e

BCD.
R EER EER EER BCD EER/BCD EER/BCD EER/BCD
Parametros Basal CN
50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg 200 mg/Kg 50 mg/Kg 100 mg/Kg 200 mg/Kg
Hemoglobina 10,57 + 12,20+0,62 12,19+0,12 11,60+ 1,43 11,20+ 0,01
1.27 8,32+0,83 7,81+042 7,35+0,55 7,21 £0,11 b be d .
(g/dL) ’ ’
43,42 + 41,00 +
Hematocrito (%) 455+0 40,75+0,35 41,25+1,06 4333+094 42,79+0,65 43,83+1,18 41,17+0,71
2,71 0,71
Leucocitos totais
423+450 3,25+5,66 6,43+494 4,93+3,53 6,60 = 1,41 4,68 £ 2,08 3,76 £4,03 5,15 +£4,58 5,13 £3,54
(10° células/uL)
21,25 + 18,00 + 17,75 +
Neutrofilo (%) 20,25 +4,35 16,33 +0,58 18,00+548 18,00+1,83 21,00+1,00 20,33+1,53
2,63 4,24 5,90
74,33 + 74,67 + 74,75 +
Linfocito (%) 78,5+ 7,78 77,5+5,19  72,00+£583 73,5+3,51 73,67+3,21 72,00+2,83
5,51 5,03 3,09
Eosinofilo (%) 1,00 = 0,00 0,00 1,00 £ 0,00 0,00 0,00 1,33 £0,58 1,00 + 0,00 0,00 0,00
Basofilo (%) 3,00 +2,00 1,00 2,00+ 1,15 4,00+4,25 2,25+ 0,96 2,00+0,00 4,50+1,29 2,00 + 0,82 1,25+ 0,50
Monocito (%) 275+150 225+125 4,67+058 1,34+0,58 2,00 + 0,82 425+1,71 4,00 + 1,41 5,5+0,71 3,67 £0,58

Legenda: EER: Extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD: extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina.

BCD: B-ciclodextrina. Basal: grupo de animais que receberam agua. CN: Controle Negativo — grupo de animais que receberam veiculo (10% de Tween 80 em
agua). a — Diferenca estatistica em relagdo ao Basal (p < 0,05). b — Diferenga estatistica em relagdo ao CN (p < 0,05). ¢ — Diferenca estatistica em relagdo ao
EER 50 mg/Kg (p < 0,05). d — Diferenca estatistica em relacdo ao EER 100 mg/Kg (p < 0,05). e — Diferenga estatistica em relagdo ao EER 200 mg/Kg (p <
0,05). Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n = 6). ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Fonte: Autoria propria.
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6.4 ESTUDO DA DIGESTAO E BIOACESSIBILIDADE DO EXTRATO (EER) E
COMPLEXO SUPRAMOLECULAR (EER/BCD) DOS RAMOS

Os resultados da digestao simulada in vitro e da biodisponibilidade dos fenolicos revela
percepgdes importantes sobre a estabilidade e a absor¢cdo dessas substidncias no trato
gastrointestinal superior. O modelo de digestdo in vitro foi eficaz na simulagao das condigdes
fisiologicas, abrangendo as fases oral, gastrica e intestinal. Como evidenciado por Brodkorb e?
al. (2019), modelos de digestao estaticos tém se mostrado ferramentas poderosas para prever
os resultados de digestao in vivo e para estudar o comportamento de substancias bioativas,
especialmente em sistemas farmacéuticos. No presente estudo, os resultados obtidos nas fases
gastrica e intestinal indicam que os fendlicos do extrato dos ramos (EER) e do seu complexo
supramolecular (EER/BCD) sdo digeridos e liberados de forma diferenciada, com implicacdes
diretas na sua biodisponibilidade.

Durante a fase gastrica, observou-se uma significativa degradagdo dos fenolicos para o
EER (96,29 + 1,31 mg/g), enquanto o complexo EER/BCD apresentou valores
consideravelmente mais baixos (31,57 = 2,17 mg/g), sugerindo que a complexagdo com BCD
protegeu as substancias da hidrélise acida, preservando sua estrutura (p < 0,01) (Tabela 8). Esse
fendmeno ¢ esperado, ja que as ciclodextrinas sdo conhecidas por formar complexos de inclusdo
com substincias hidrofobicas, protegendo-as de interagdes ambientais que poderiam
comprometer sua integridade (Abbas et al., 2015; Neves et al., 2015). Tal protegdo tem
repercussdes importantes na estabilidade das substidncias e pode aumentar sua eficacia
terapéutica ao longo do processo digestivo. Substancias fendlicas sdo susceptiveis a hidrélise
acida, particularmente devido a presenga de ligagdes éster e glicosidicas em suas estruturas.
Essas ligagdes sdo propensas a quebra em ambientes acidos, levando a degradagdo dos
polifendis em substancias mais simples, como agliconas e acidos fenolicos (Mosele et al., 2015;
2016).

Por outro lado, durante a fase intestinal, ambos os tratamentos exibiram um aumento
significativo na liberagao dos fenolicos (EER: 213,09 + 5,63 mg/g e EER/BCD: 242,77 + 3,69
mg/g), com o complexo supramolecular apresentando valores ligeiramente superiores. Esse
aumento pode ser explicado pela transformacao dos polifenois em formas mais hidrossoliiveis
e menores, que facilitam sua absor¢do no intestino (Manach et al., 2005). A presenca da BCD
parece melhorar a biodisponibilidade, ndo apenas pela protecdo na fase gastrica, mas também

ao controlar a liberacao gradual das substancias no ambiente intestinal.
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Tabela 8. Avaliagao do conteudo de fenolicos do EER e do EER/BCD em condi¢des de pré e
pOs-digestao e bioacessibilidade.

Teor de fenéis (EAT mg/g) Bioacessibilidade (%)

Antes Fase gastrica Fase intestinal Gastrica Intestinal
EER 323,08+545 96,29+1,31" 213,09 + 5,63 29,82 +0,95 65,99 +3,07"
EER/BCD 319,75+424 31,57+2,17% 242,77 + 3,69 9,87+0,53™  7593+1,11°

Legenda: EER: Extrato etandlico dos ramos de Plinia cauliflora. EER/BCD: extrato etanolico dos ramos
de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. BCD: B-ciclodextrina. *Estatisticamente
significativo com p < 0,05. **Estatisticamente significativo com p < 0,01. ANOVA seguido do teste de
Bonferroni. Fonte: Autoria propria.

A maior biodisponibilidade observada durante a fase intestinal pode ser relacionada aos
resultados dos ensaios de vasodilatacao e toxicidade. Substancias com maior biodisponibilidade
sao mais eficazes na modulacdo das respostas fisioldgicas, o que sugere que, caso fosse
realizado um teste de vasodilatacdo in vivo por administracdo oral, onde as substancias
passariam pelo trato gastrointestinal e apresentariam o mesmo perfil de bioacessibilidade nas
fases gastrica e intestinal observadas neste estudo, o complexo supramolecular provavelmente
demonstraria um efeito superior em comparacao ao extrato livre. A presenca de BCD parece
otimizar a entrega dos fenodlicos, facilitando sua absor¢ao e, consequentemente, promovendo
uma resposta terapéutica mais eficiente (Abbas et al., 2015; Neves et al., 2015). Além disso, a
protecdo conferida por ela contra a hidrélise 4cida pode mitigar o potencial de toxicidade
observado nos testes agudo e subcronico. A maior estabilidade dos fendlicos no trato
gastrointestinal, proporcionada pela ciclodextrina, pode reduzir os efeitos adversos a longo
prazo, refor¢ando a seguranca do complexo supramolecular em comparagao ao extrato livre.

As ciclodextrinas (CDs) apresentam uma biodisponibilidade oral extremamente baixa,
o que reforga seu papel como eficazes transportadores de farmacos. Enquanto a y-ciclodextrina
pode ser hidrolisada pelas amilases salivares e pancreaticas humanas, as ciclodextrinas naturais,
a- e B-ciclodextrinas, ndo possuem essa capacidade, sendo, contudo, passiveis de fermentagao
pela microbiota intestinal. Devido ao seu alto peso molecular, natureza hidrofilica e abundéancia
de grupos doadores e aceitadores de hidrogénio, as CDs ndo sdo absorvidas intactas pelo trato
gastrointestinal (Salustio et al., 2011). Elas destacam-se pela capacidade de formar complexos
de inclusdo com substincias hidrofobicas, promovendo melhorias significativas na sua
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade. Consideravelmente reconhecidas em
Farmacopeias e aprovadas por agéncias regulatorias como a Food and Drug Administration

(FDA) e a European Medicines Agency (EMA) (Loftsson e Brewster, 2012), seu comprovado
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perfil de seguranca as torna alternativas confiaveis e amplamente utilizadas em sistemas de
liberagdo oral de farmacos.

O modelo de digestao simulada ndo apenas reflete a biodisponibilidade das substancias,
mas também oferece uma previsdo importante sobre o comportamento dessas substancias no
organismo, especialmente em termos de sua seguranca e eficdcia terapéutica. Em suma, a
digestao simulada in vitro revelou que a complexacao com BCD melhora a biodisponibilidade
e a estabilidade dos fendlicos, com implicagdes diretas na eficacia vasodilatadora e na redugao
da toxicidade. Esses achados reforcam o potencial terapéutico do complexo supramolecular e
oferecem suporte a sua utilizagdo em sistemas de liberacao oral de substancias bioativas.

Atualmente, no Brasil, ndo ha registros de medicamentos fitoterapicos com indicacdes
terapéuticas aprovadas pela ANVISA para o tratamento de doencgas cardiovasculares, incluindo
acOes cardioprotetoras ou anti-hipertensivas. Embora existam fitoterapicos registrados com
efeitos sobre o sistema cardiovascular, como Aesculus hippocastanum e Centella asiatica, suas
indicagdes terapéuticas aprovadas pelo 6rgao vigilante sanitario estdo relacionadas ao alivio de
sintomas de insuficiéncia venosa periférica, como inchago e sensacdo de peso nas pernas, € nao
ao tratamento direto de condi¢des cardiovasculares como hipertensdo ou cardiopatias (Brasil,
2021).

Essa lacuna evidencia a escassez de opgdes fitoterapicas disponiveis no mercado
nacional voltadas para esse grupo de doengas, que se mantém como a principal causa de
mortalidade no pais (Brasil, 2023; WHO, 2024). Diante desse cenario, os resultados obtidos
neste estudo sdo especialmente relevantes, tanto do ponto de vista cientifico quanto do ponto
de vista social. A caracterizagao da atividade vasodilatadora dos extratos ¢ de seus complexos
supramoleculares, associada as analises de toxicidade e bioacessibilidade, contribui para a base
de evidéncias necessarias ao desenvolvimento de novos fitoterapicos eficazes e seguros. Além
disso, esse avango pode beneficiar diretamente a populacdo ao ampliar o acesso a terapias
naturais e acessiveis, a0 mesmo tempo em que promove a valorizacdo da biodiversidade

brasileira e incentiva a inovagao no setor farmacéutico nacional.
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7. CONCLUSAO

A formagao dos complexos supramoleculares (EER/BCD e EEF/BCD) foi confirmada
por técnicas espectroscopicas (RMN e Raman), evidenciando deslocamentos quimicos
significativos nos protons da BCD (Hs > H; > Hpe) e alteragdes nas bandas vibracionais,

compativeis com interagdes de inclusao molecular. Em relagdo a atividade farmacolodgica,
ambos extratos (EER e EEF) e seus respectivos complexos supramoleculares induziram
significativa vasodilatagdo dependente do endotélio (Emax > 80%), com destaque para o EER,
cuja poténcia (IDso = 11,1 pg) sugere uma contribuicao relevante de taninos condensados e
derivados dos acidos elagico e galico, potencialmente envolvidos na modulagdao da via
NO/sGC/cGMP. Embora esses achados sejam promissores, investigacdes adicionais com o uso
de inibidores especificos, como o L-NAME, sdo recomendadas para elucidar os mecanismos
moleculares subjacentes a essa atividade. Além disso, tal complexagao molecular conferiu ao
EER uma maior estabilidade quimica diante da degradagdo gastrica e aumentou sua
bioacessibilidade intestinal, refor¢ando o papel da BCD como veiculo promissor para fendlicos.

A avaliagdo toxicoldgica revelou um perfil de seguranca satisfatorio, com auséncia de
sinais clinicos de toxicidade aguda ou subcronica em doses de até¢ 1000 mg/Kg (DLso > 1000
mg/Kg). Ainda que alteragdes bioquimicas isoladas tenham sido observadas, como o aumento
de ALT em animais tratados com EER 200 mg/Kg, tais alteracdes ndo se correlacionaram
diretamente com danos histologicos, sugerindo adaptacdes fisioldgicas sem toxicidade hepatica
ou renal significativa. Notavelmente, o EER/BCD apresentou um perfil toxicologico ainda mais
favoravel, com reducdo dos marcadores de estresse hepatico, o que evidencia o papel protetivo
da BCD na formulagao.

Os resultados obtidos estabelecem bases solidas para o desenvolvimento de fitoterapicos
inovadores, seguros e eficazes, especialmente frente a escassez de opgdes terapéuticas de
origem vegetal disponiveis no mercado nacional para o tratamento de doengas cardiovasculares.
Nesse contexto, o complexo supramolecular demonstrou elevado potencial para aplicacdo
farmacéutica, destacando-se como candidato promissor ao desenvolvimento de formulacdes
orais voltadas a prevencao ou ao tratamento de condi¢des cardiovasculares. Considerando que
essas doengas ainda representam a principal causa de mortalidade no Brasil, os achados deste
estudo justificam a continuidade de investigagcdes em modelos pré-clinicos e clinicos, com
vistas a validacdo da seguranca e eficacia do extrato e de seu complexo, e a sua futura

incorporagdo no arsenal terapéutico nacional.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO
E COMPLEXO SUPRAMOLECULAR OBTIDOS DAS FOLHAS DE Plinia cauliflora E
DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES TOPICAS.

8. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatdria do extrato e
complexo supramolecular das folhas de Plinia cauliflora, bem como desenvolver formulagdes
topicas contendo tais amostras, visando a sua aplicacao no tratamento de afec¢des cutaneas de

origem inflamatoria.

8.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificacdo e quantificagdo dos fenolicos por HPLC-DAD do extrato etandlico das
folhas (EEF) de Plinia cauliflora utilizando padrdes analiticos.

e Avaliar a viabilidade celular do EEF e complexo supramolecular das folhas (EEF/BCD)
de Plinia cauliflora em linhagens de macroéfagos murinos J774A.1 e fibroblastos
murinos da linhagem 1.929;

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria in vitro do EEF e EEF/BCD por meio da dosagem
de 6xido nitrico (NO), corptsculo lipidico (CLs), quantificagdo de TGF-f ¢ PGE;

e Avaliar a atividade imunomoduladora in vitro do EEF e EEF/BCD através da dosagem
das citocinas IL-1p, TNF-a, IL-6 e IL-12;

e Desenvolver formulagdes incorporando as amostras EEF e EEF/BCD a base Lanette®;

e (aracterizar a formulagdo obtida pela incorporagao das amostras EEF ¢ EEF/BCD na

base Lanette®.
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9. MATERIAL E METODOS
9.1 PREPARACAO DO EXTRATO (EEF) E COMPLEXO SUPRAMOLECULAR
(EEF/BCD) DAS FOLHAS

A preparacao do extrato e complexo supramolecular das folhas de Plinia cauliflora ja

foi contemplada no Item 5.1 do Capitulo 1.

9.2 DETERMINACAO DO PERFIL FENOLICO DO EXTRATO DAS FOLHAS (EEF) POR
HPLC-DAD

O perfil fenodlico do extrato etanodlico das folhas (EEF) de Plinia cauliflora foi
determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD), utilizando um sistema Agilent Technologies Série 1200. As analises foram
realizadas em uma coluna Zorbax® SB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm), empregando o método em
gradiente com fase movel composta por agua Milli-Q® acidificada com 1% de 4cido
ortofosforico (solvente A; pH = 3,5) e acetonitrila (solvente B), na seguinte programagao: 0 - 5
min (90% A), 5 - 10 min (80% A), 10 - 30 min (70% A), 30 - 40 min (60% A) e 40 - 50 min
(retorno a 90% A). A vazao foi de 0,5 mL/min, com tempo total de corrida de 50 min. O volume
de injecao foi de 10 pL, sendo a amostra preparada na concentracao de 1 mg/mL, solubilizada
em 90:10 de 4dgua:acetonitrila. A temperatura da coluna foi mantida constante a 25 °C durante
toda a andlise.

Para a quantificagdo das substancias fenolicas no extrato, foram construidas curvas de
calibragdo especificas para os padrdes acido elagico, epicatequina, rutina e quercetina,
solubilizados em acetonitrila, nas concentragdes de 6,25 a 50,0 pg/mL. A equagdo de regressao
linear de cada padrdao foi obtida por meio da relagdo entre as areas médias dos sinais
cromatograficos (mAU*s) e as respectivas concentragdes, conforme apresentado na Tabela 9.
As concentracdes das substancias presentes no EEF foram determinadas a partir das equacdes
obtidas. Todas as andlises foram realizadas em triplicata, assegurando a reprodutibilidade dos
dados.

A identificagdo dos fenolicos no extrato foi realizada por meio da analise
espectrofotométrica na faixa de 200 a 400 nm, com deteccdo em 254 nm. As substancias
selecionadas para essa etapa incluiram os acidos galico e eldgico, rutina, isoquercetina,

quercitrina, miricetina e quercetina. A identificacdo foi realizada com base na comparagao dos
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tempos de retengdo e das caracteristicas espectrais com os respectivos padrdes analiticos,
dissolvidos individualmente em solugdo de dgua:acetonitrila (fase mével). A confirmagao da
identidade dos sinais foi refor¢ada pela inje¢do da mistura dos padrdes e pela co-inje¢ao dos

extratos com os padrdes.

Tabela 9. Equag¢des das curvas de calibracdo dos padrdes analiticos e respectivos coeficientes
de correlagio (R?) obtidos na analise por HPLC-DAD

Curva de calibracio R?

Acido elagico y=1.3787x + 82.531 1
Epicatequina y =2,5745x + 26,017 0,9990
Rutina y =4,352x + 2,0583 0,9999
Quercetina y =24,719x + 7,4875 0,9998

Fonte: Autoria propria

9.3 AQUISICAO DE ANIMAIS

Camundongos machos da linhagem BALB/c, com 30 dias de idade e pesando entre 20-
25 g, foram obtidos no Centro de Biologia da Reprodugdo da Universidade Federal de Juiz de
Fora. Este estudo foi realizado em plena conformidade com as recomendagdes estabelecidas
nas Diretrizes Eticas para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratoério dos Institutos Nacionais
de Saude. O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Juiz de Fora em 10 de maio de 2018 (Numero de Protocolo: 07/2018-
CEUA).

9.4 CULTURA DE CELULAS

Foram utilizadas células da linhagem de macréfagos murinos J774A.1 (ATCC® TIB-
67) e fibroblastos murinos da linhagem L.929 (ATCC® CCL-1), oriundos do estoque interno do
laboratorio, e macrofagos isolados da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c. As
linhagens celulares foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? (Kasvi), individualmente,
utilizando meio Roswell Park Memorial Medium (RPMI)1640 (Gibco) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiotico. As células foram mantidas em incubadora

umidificada a 37 °C, com 5% de CO». A monitoragao das culturas foi realizada a cada dois a
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trés dias para a troca do meio de cultura. Ao atingirem aproximadamente 80% de confluéncia,
as células foram transferidas para garrafas maiores (75 cm?) e cultivadas nas mesmas condicdes.

Tendo em vista que as linhagens utilizadas no estudo sao aderentes, houve a necessidade
de realizar o desprendimento destas células antes da transferéncia para garrafas maiores. Para
isso, as células J774A.1 foram raspadas com auxilio de um raspador pléstico (cell scraper —
Sartedt) enquanto que, para as células L929 utilizou-se uma solucao de tripsina-EDTA (0,25%;
Gibco) por 3 a 5 min a 37 °C. Novamente, as células foram incubadas (37 °C, 5% CO3) até
atingir a confluéncia de 80%, plaqueadas em placas de 96 pogos, na concentragio de 5x10*

células/poco, e, entdo, utilizadas em diversos ensaios.

9.5 VIABILIDADE CELULAR IN VITRO DO EXTRATO (EEF) E COMPLEXO
SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

A determinacao da influéncia do extrato (EEF) ou do complexo supramolecular
(EEF/BCD) na viabilidade celular foi realizada segundo os padrdes da ISO 10993-5:2009. A
viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-
il]-2,5-difeniltetrazélio - Thermo Fischer Scientific) de acordo com o método descrito por Riss
etal. (2013).

O preparo das amostras para realizagdo do ensaio procedeu-se da seguinte forma: EEF
foi dissolvido em meio RPMI-1640 (Gibco) contendo 5% de DMSO de forma a obter a solucao
estoque. Enquanto que, o EEF/BCD e BCD foram dissolvidos somente em meio RPMI. Apds a
solubilizagdo, todas as amostras foram filtradas em filtros de 0,22 um (Jet Biofil) com
finalidade de remover particulas insoluveis, bem como possiveis contaminantes. Para atingir as
concentracdes de trabalho, as solugdes estoques foram diluidas em meio RPMI suplementado
(5% SFB (Gibco), 100 U/mL de penicilina e 1 pg/mL de estreptomicina - Gibco). A
concentracdo maxima de DMSO presente nas culturas celulares foi de 0,75%.

Apés 24 h de incubagio das culturas de células (macréfagos murinos J774A.1 (ATCC®
TIB-67), fibroblastos murinos da linhagem 1.929 (ATCC® CCL-1) e macréfagos isolados da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c e, posteriormente, a remog¢ao do meio de cultura
presente, com consequente retirada de células mortas, foram adicionados 100 pL de meio RPMI
(5% SFB) e 100 pL das amostras (EEF, EEF/BCD), nas concentracdes nominais de extrato de
75, 150 ¢ 300 pg/mL. Adicionalmente, BCD também foi testada separadamente na concentragdo

de 300 pg/mL. O grupo nao tratado e estimulado (NT) foi incluido como referéncia para
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comparagao, juntamente com o grupo controle negativo (CN), no qual as células foram expostas
unicamente ao veiculo DMSO. Finalizado 24 h, o sobrenadante foi removido e adicionaram-se
50 uL da solugdo de MTT solubilizado em RPMI (1 mg/mL). A placa foi incubada por um
periodo adicional de 2 h (37 °C, 5% COy). Ao final deste intervalo, o sobrenadante foi
descartado e os cristais de formazan foram ressuspendidos em DMSO. Os ensaios foram
realizados em sextuplicata, repetidos ao menos duas vezes de forma independentes, e os
resultados expressos como média + desvio padrao em %. A leitura das placas foi realizada em
espectrofotometro (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA) no comprimento de onda de

595 nm.

9.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO (EEF) E
COMPLEXO SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

Nesta se¢do, sdo descritos os métodos empregados para a caracterizacao da atividade
anti-inflamatoria dos extratos vegetais e seus complexos supramoleculares. As andlises foram
conduzidas em culturas de macréfagos ativados com lipopolissacarideo (LPS) e interferon-
gama (IFN-y), modelo amplamente utilizado para simular um ambiente inflamatorio in vitro.

Foram realizadas diferentes abordagens experimentais com o intuito de compreender os
mecanismos envolvidos na modula¢do da resposta inflamatoria: a dosagem de 6xido nitrico
(NO), um dos principais mediadores inflamatdrios produzidos por macrofagos ativados; a
avaliacdo da formagao de corpusculos lipidicos, estruturas relacionadas ao metabolismo de
eicosanoides e a amplificacdao da inflamacao; além da quantificacdo de citocinas e mediadores
inflamatorios como o fator de crescimento transformador beta (TGF-) e a prostaglandina E2
(PGE»), ambos com reconhecido papel na regulacdo e progressdo do processo inflamatoério, e
citocinas pro-inflamatorias IL1-B, IL-6, IL-12 e TNF-a, importantes mediadores da resposta

imune.

9.6.1 Dosagem de 6xido nitrico (NO) em macrofagos estimulados com LPS e IFN-y

O método de Griess, conforme descrito por Sun et al. (2003), foi utilizado para a
quantificagdo de nitrito (NO>"), uma medida indireta de 6xido nitrico (NO), no sobrenadante da
cultura de células J774A.1. As células foram plaqueadas conforme descrito previamente, na

concentragio de 5x10% células/poco. Apos 24 h de incubagio, o meio foi removido e as células
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foram estimuladas com 1 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (Sigma-
Aldrich) juntamente com 0,9 ng/mL da citocina interferon-y (IFN-y) por 60 min, quando entao
procederam-se os tratamentos com EEF e EEF/BCD em concentragdes nominais de extrato de
75, 150, 300 pg/mL e BCD a 300 pg/mL. O EEF foi previamente dissolvido em DMSO,
enquanto que EEF/BCD e BCD foram dissolvidos diretamente em meio de cultura e,
posteriormente, todas as amostras foram filtradas em membranas de 0,22 um. Apds 48 h de
incubagdo, os sobrenadantes foram coletados e a quantidade de nitrito (NO2") nas amostras foi
calculada por meio de uma curva padrao de uma solugdo de nitrito de sodio (NaNO>) (Guevara
et al., 1998). O grupo nao tratado e estimulado (NT) foi incluido como referéncia para
comparagao, juntamente com o grupo nao estimulado (NE). Em todas as analises, a viabilidade
celular também foi determinada nestas células, conforme descrito no item anterior, a fim de
eliminar fatores externos. A leitura das placas foi realizada em espectrofotdometro no
comprimento de onda de 540 nm. Os ensaios foram realizados em quadruplicata, repetidos ao
menos duas vezes de forma independentes, e os resultados foram expressos como média +

desvio padrao em pM.

9.6.2 Avaliagdo da presenca de corpusculo lipidico em macréfagos estimulados com LPS

e IFN-y

A presenga de corpusculos lipidicos (CLs) em macrofagos isolados da cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c foi avaliada por meio da coloragdo com o corante Nile Red
(9-dietilamino-5H-benzo[a]fenoxazina-5-ona), utilizando-se um espectrofluorimetro para a
deteccao da fluorescéncia. O protocolo de coloragao foi baseado em Basselin e Robert-Gero
(1998), com algumas modificagdes.

As células foram estimuladas por 60 min com LPS a 1 pg/mL e 1 ng/mL de IFN-y e,
posteriormente, tratadas com EEF, EEF/BCD e BCD, na concentracdo nominal de extrato de
300,00 pg/mL, além do controle negativo (0,06% de DMSO). O EEF foi previamente
dissolvido em DMSO, enquanto que EEF/BCD e BCD foram dissolvidos diretamente em meio
de cultura e, em seguida, todas as amostras foram filtradas em filtros de 0,22 pm. Os macrofagos
foram semeados a uma concentragio de 2 x 10° células/mL por pogo e estimulados por 48 h a
37 °C e 5% de COs. Apos lavagem com PBS, as células foram coradas com 200 uL de Nile Red
(10 pg/mL) em PBS por 20 min a 25 °C.
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O espectrofluorimetro (FLx800) foi utilizado para medir a fluorescéncia em
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 485 e 528 nm, respectivamente. A
concentracdo maxima de DMSO presente no meio de cultura foi de 0,06%. Os ensaios foram
realizados em triplicata, repetidos ao menos duas vezes de forma independentes, e os resultados

foram expressos como média + desvio padrao da intensidade de fluorescéncia (AU).

9.6.3 Quantificacio de TGF- em macrdéfagos estimulados com LPS e IFN-y

Macrofagos obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c foram
estimulados com LPS (1 pg/mL) + IFN-y (1 ng/mL) 60 min antes do tratamento com EEF,
EEF/BCD e BCD, na concentra¢do nominal de extrato de 300,00 pg/mL, além do controle
negativo (0,06% de DMSO). O EEF foi previamente dissolvido em DMSO, enquanto que
EEF/BCD e BCD foram dissolvidos diretamente em meio de cultura e, posteriormente, todas as
amostras foram filtradas em filtros de 0,22 um. Apds 48 h de incubagao, os sobrenadantes foram
coletados, e as concentracdes de TGF-B foram quantificadas usando um kit de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) comercialmente disponivel, seguindo as instrugdes fornecidas pelo
fabricante (R&D Systems). A concentragdo maxima de DMSO presente no meio de cultura foi
de 0,06%. Os ensaios foram realizados em triplicata, repetidos ao menos duas vezes de forma

independentes, e os resultados foram expressos como média + desvio padrao em pg/mL.

9.6.4 Quantificacio de PGE; em macroéfagos estimulados com LPS e IFN-y

A quantificacdo de PGE> foi realizada utilizando um kit de ensaio imunoenzimatico
(ensaio EIA) da Cayman Chemical, EUA, seguindo as instrugdes do fabricante. Macrofagos
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c foram estimulados com LPS (1
pg/mL) + IFN-y (1 ng/mL) 60 min antes do tratamento com EEF, EEF/BCD e BCD, na
concentracdo nominal de extrato de 300,00 pg/mL, além do controle negativo (0,06% de
DMSO). O EEF foi previamente dissolvido em DMSO, enquanto que EEF/BCD e BCD foram
dissolvidos diretamente em meio de cultura e, posteriormente, todas as amostras foram filtradas
em filtros de 0,22 um. Posteriormente, os niveis de PGE:2 nos sobrenadantes de cultura celular
foram medidos usando o kit de ensaio EIA. A concentracdo maxima de DMSO presente no meio

de cultura foi de 0,06%. Os ensaios foram realizados em triplicata, repetidos ao menos duas
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vezes de forma independentes, e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo

em ng/mL.

9.7 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DO EXTRATO (EEF) E COMPLEXO
SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

Para a determinacdo da producdo de citocinas, as células J774A.1 foram cultivadas e
plaqueadas conforme descrito no Item 9.4, na concentracio de 5x10* células/poco.
Posteriormente, as células foram estimuladas com LPS de Escherichia coli (Sigma-Aldrich) na
concentracao de 1 pg/mL, sendo incubadas por 60 min a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO».
Ap0s o periodo de incubacao, as células foram tratadas com EEF e EEF/BCD nas concentragdes
nominais de extrato de 75, 150 e 300 pg/mL, além da BCD a 300 ug/mL.

Apbs 24 h de tratamento (para quantificagdo de IL-1B e TNF-a) ou 48 h (para
quantificagdo de IL-6 e IL-12), o sobrenadante foi coletado e as concentragdes de citocinas
foram determinadas por meio do ensaio imunoenzimatico do tipo sanduiche (ELISA),
utilizando kits comerciais (Becton e Dickinson Company ou Peprotech), conforme as instru¢des
do fabricante. O grupo ndo tratado e estimulado (NT) também foi incluido nas anélises. Os
ensaios foram realizados em quadruplicata, repetidos ao menos duas vezes de forma

independentes, e os resultados foram expressos como média + desvio padrao em pg/mL.

9.8 PREPARO DA BASE LANETTE®

A emulsdo de Lanette® foi preparada utilizando a técnica convencional de emulsificagio
por inversao de fases, conforme o procedimento operacional padrdo descrito por Monteiro et
al. (2022), seguindo a composicdo da formulagio padronizada da emulsio Lanette® listada na
Tabela 10.

Inicialmente, a fase oleosa (FO) e a fase aquosa (FA) foram aquecidas separadamente a
temperatura entre 75 e 80 °C até que as fases se fundissem completamente. Em seguida, a FA
foi vertida lentamente sobre a FO, sob agitacdo mecanica vigorosa e constante, até¢ a formacao
de uma emulsdo homogénea e esbranquicada. Apds a formacdo da emulsdo, a mistura foi
resfriada até atingir a temperatura ambiente, momento em que o conservante foi adicionado sob

agita¢do continua, até sua completa incorporagao.
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Fases oleosa (FO) e
Matérias-primas Concentracao Funciao
aquosa (FA)
Cera Lanette N 15% Emulsificante FO
Monoestearato de glicerila 5% Emulsificante FO
Butilhidroxitolueno (BHT) 0,1% Antioxidante FO
Propilenoglicol 5% Umectante FA
Acido etilenodiaminotetracético
0,1% Quelante FA
(EDTA)

Metabissulfito de sdédio 0,1% Antioxidante FA
Parabenos 2,7% Conservante FA
Imidazolidiniluréia 0,5% Conservante FA
Agua destilada q.s-p. Veiculo FA

Fonte: Autoria propria.

9.9 INCORPORACAO DO EXTRATO (EEF) E COMPLEXO SUPRAMOLECULAR
(EEF/BCD) DAS FOLHAS NA BASE LANETTE®

A incorporagao do extrato e do complexo supramolecular das folhas na base Lanette

®

foi realizada segundo a técnica descrita, nas seguintes concentracdes nominais de extrato 1,5,

3,0 e 6,0 %: verteu-se quantidades suficientes de EEF e EEF/BCD liofilizados em gral e, com

auxilio de um pistilo, realizou-se a levigagdo com propilenoglicol (g.s.) até que todo o contetido

da amostra estivesse homogéneo para incorporagio na base Lanette®. Em seguida, foi

adicionado quantidade suficiente da base Lanette® e procedeu-se a homogeneizagdo, em

temperatura ambiente, obtendo-se, entdo, as trés concentracdes de cada amostra. As

formulacdes foram acondicionadas em recipientes adequados e devidamente identificados.

9.10 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DAS FORMULACOES CONTENDO O
EXTRATO (EEF) E O COMPLEXO SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

As formulacdes foram submetidas ao estudo preliminar de estabilidade 24 h apods a

manipulagdo, com a avaliagdo macroscopica de possiveis alteragdes fisicas, tais como

separagao de fases, coloracdo, odor, aspecto inicial, formacdo de precipitados e/ou residuos,
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pH, e aspectos reologicos. As andlises seguiram as diretrizes estabelecidas no Guia de

Estabilidade de Produtos Cosméticos da Anvisa (Brasil, 2020).

9.10.1 Analise de centrifugacio

Para a realizacdo do ensaio de centrifugagdo, aproximadamente 5 g de cada formulagao
foram transferidas para tubos coOnicos tipo Falcon. As amostras foram submetidas a
centrifugacao a 3.000 rpm por 30 min, sob temperatura ambiente controlada (25,0 = 2,0 °C).
Apbs o processo, procedeu-se a avaliacdo visual das formulagdes com o objetivo de identificar
possiveis sinais de instabilidade fisica, tais como separagdo de fases, precipitacao, formagao de

sedimento compacto (caking) ou coalescéncia (Brasil, 2020).

9.10.2 Analises organolépticas

As alteragdes nas caracteristicas macroscopicas das formulagdes cremes foram
avaliadas por inspec¢do visual, com o objetivo de identificar possiveis modificacdes, tais como
precipitagdo, turvagdo ou separagdao de fases. A primeira analise foi realizada ap6s 24 h da
preparagao das amostras, sendo posteriormente observadas, ao longo do seu uso nos
experimentos, os aspectos visuais das formulagdes. As amostras foram classificadas nas
seguintes categorias: normal (sem alteracdo); ligeiramente separado, ligeiramente precipitado
ou ligeiramente turvo; separado, precipitado ou turvo (Brasil, 2020).

A analise da coloragdo foi realizada por método visual, sob ilumina¢do branca natural,
por meio da comparagao direta entre a coloragdo da formulagado base e as formulagdes contendo
as amostras incorporadas (Brasil, 2020). As amostras foram classificadas de acordo com a
coloragdo apresentada e sua intensidade.

A avaliacdo do odor foi conduzida por meio da comparagdo olfativa direta entre a
formulacdo base e as formulagdes contendo as amostras incorporadas. Para essa andlise,
utilizou-se a escala de classificacdo: normal (sem alteracdo); ligeiramente modificada;

modificada; imensamente modificada (Brasil, 2020).
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9.11 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS FORMULACOES CONTENDO O
EXTRATO (EEF) E O COMPLEXO SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

A caracterizagdo fisico-quimica das formulagdes ¢ uma etapa essencial para garantir a
estabilidade, seguranca e eficacia dos produtos topicos desenvolvidos. Nesta secdo, sdao
apresentados os métodos analiticos empregados para avaliar as propriedades fisico-quimicas
dos cremes contendo os extratos vegetais e seus respectivos complexos supramoleculares.

Foram realizadas andlises de potencial hidrogenionico (pH), andlises térmicas,
incluindo analise térmica diferencial (DTA) e termogravimétrica (TGA), com o objetivo de
investigar a estabilidade térmica e os perfis de decomposi¢do dos componentes presentes nas
formulagdes. Além disso, utilizou-se a espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) para identificar interacdes moleculares entre os
constituintes das formulagdes, possibilitando inferéncias sobre a compatibilidade dos ativos

com a base cremosa ¢ a integridade dos complexos supramoleculares incorporados.

9.11.1 Potencial hidrogenionico (pH)

O pH das formulagdes foi determinado utilizando-se um pHmetro devidamente
calibrado com solugdes tampao padrao de pH 4,0 e 7,0. As andlises foram realizadas por meio
da imersdo direta do eletrodo nas amostras, mantidas a 25 °C. Cada ensaio foi conduzido em
triplicata, sendo os resultados expressos como médias + desvio padrao das trés medigoes

realizadas para cada formulagao.

9.11.2 Analise Térmica Diferencial (DTA) e Termogravimétrica (TGA)

Analise térmica diferencial (DTA) e andlise termogravimétrica (TGA) foram realizadas
utilizando o modulo TGA/DTA STA7200RV da HITACHI. Os dados foram registrados para
formulacdes Lanette® + EEF 1,5%, Lanette® + EEF 3,0%, Lanette® + EEF 6,0%, Lanette® +
EEF/BCD 1,5%, Lanette® + EEF/BCD 3,0%, Lanette® + EEF/BCD 6,0%. Os experimentos
foram realizados utilizando uma atmosfera dinamica de ar de 300 mL/min, taxa de aquecimento
de 20 °C/min com sensibilidade de 1,0 °C. Para cada experimento utilizou-se aproximadamente

2 mg de amostra, que foi colocada em panelas abertas de alumina.
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9.11.3 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (FTIR)

As interacdes intermoleculares entre o extrato, o complexo supramolecular e a base
Lanette® foram investigadas através da técnica de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros das formulacdes Lanette® +
EEF 1,5%, Lanette® + EEF 3,0%, Lanette® + EEF 6,0%, Lanette® + EEF/BCD 1,5%, Lanette®
+ EEF/BCD 3,0%, Lanette® + EEF/BCD 6,0%, e da Lanette® pura foram analisadas com
resolugdo de 4 cm™!, média de 64 varreduras, e intervalo de nimero de onda (v) de 4500 a 400
cm’!. Os espectros foram obtidos em acessorio de refletancia total atenuada (Platinum ATR)
acoplado ao espectrometro da marca Bruker Alpha FTIR. Para a aquisi¢do dos espectros foi
utilizado o programa Bruker Opus software package version 6.0. Os dados foram entdo

exportados e tratados no Origin 9.0%.

9.12 ANALISE REOLOGICA DAS FORMULACOES CONTENDO O EXTRATO (EEF) E
O COMPLEXO SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

O comportamento reologico das amostras foi investigado para avaliar as interacdes
intermoleculares entre o extrato ou seu complexo supramolecular com a base Lanette®. As
amostras, nas concentracdes nominais de extrato de 0,0, 1,5, 3,0 e 6,0 % (p/p) em Lanette®,
foram submetidas a ensaios reologicos oscilatérios e em modo transiente, utilizando um
Redmetro Dindmico Hibrido (DHR1; T.A. Instruments®), com geometria de placas paralelas
(aco inoxidavel, diametro 40,0 mm, padrao DIN), acoplado a uma placa Peltier para controle
de temperatura. Os experimentos deste estudo foram obtidos com um valor de gap de 400 um
e diferentes condic¢des, conforme descrito a seguir (Schramm, 2006).

Os experimentos no modo oscilatdrio foram realizados da seguinte forma:

1. A varredura oscilatéria de amplitude de deformacao, variou de 0,5 a 500 % de forma
logaritmica, coletando 15 pontos por década e mantendo constante a frequéncia angular de
87,92 rad/s (14 Hz), a 25 °C. O objetivo foi determinar a regido de viscoelasticidade linear
(LVE) e a possivel ocorréncia de uma tensao de escoamento (to), definida aqui como o ponto
de cruzamento entre G’ ¢ G”, a partir do qual G” > G’, indicando que a amostra perdeu sua
estrutura elstica e ganhou fluidez.

2. Ap6s a determinagdo do limite maximo de deformacgdo dos mddulos viscoelasticos (G'

e G”), a amplitude de deformacao foi fixada em 1% (mantida dentro do LVE) e a frequéncia de
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oscilagdo variou de 0,0 a 628 rad/s (0,0 a 100 Hz), em modo de varredura logaritmica, coletando
10 pontos por década, a 25 °C.
3. Adicionalmente, experimentos de temperatura foram realizados em modo oscilatorio,
de 10 a 50 °C, a 5 °C/min e mantendo constante a deformacdo de deformagdo (y% = 1%) e a
frequéncia angular (o = 1 Hz ou 6,28 rad/s).

Experimentos em modo transiente foram realizados, a 25 °C, da seguinte forma:

1) Medigoes de fluéncia de curta duragdo, com aplicagdo de tensdo de cisalhamento
constante de 5 Pa, durante 1 s, foram realizadas para sondar fluidez dos materiais em fung¢ao do

tempo.

9.13 ANALISE ESTATISTICA DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios foram realizados, no minimo, em triplicata e repetidos em pelo menos duas
séries independentes. Os resultados foram expressos como média = desvio padrdao. As
comparagdes entre os grupos experimentais foram analisadas por meio de analise de variancia
(ANOVA) unidirecional (one-way), seguida do teste Post hoc de Bonferroni ou Tukey.
Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. As analises

estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism®, versio 8.0.



102

10. RESULTADOS E DISCUSSAO
10.1 PERFIL FENOLICO DO EXTRATO DAS FOLHAS (EEF) POR HPLC-DAD

Embora a presenca de fendlicos no extrato etanodlico das folhas (EEF) de Plinia
cauliflora ja tenha sido previamente confirmada por Paula et al. (2021), o presente estudo teve
como objetivo identificar e quantificar, por meio de HPLC-DAD, os principais fendlicos com
potencial relevancia bioldgica. A Figura 16 apresenta o cromatograma dos constituintes
majoritarios do EEF, obtido por HPLC-DAD, no qual foram identificados sete fen6licos com
base na comparagao dos tempos de retencao e espectros UV-vis com padrdes puros: acido galico
(1), rutina (2), acido elagico (3), isoquercetina (4), quercitrina (5), quercetina (6) e miricetina
).

Dentre as substancias quantificadas, o acido elagico foi o que apresentou a maior
concentragcdo (319,5 pg/mg de extrato). Além dele, outras trés substidncias puderam ser
quantificadas: rutina (74,0 pg/mg de extrato), epicatequina (17,55 pug/mg de extrato) e
quercetina (1,19 pg/mg de extrato), todos em concentragdes relativamente mais baixas. A
quantificacdo dessas substancias possibilita sua utilizagdo como marcadores quimicos do EEF,
contribuindo para o controle da qualidade e a padronizagdo de futuros produtos fitoterapicos
derivados deste extrato.

Os fendlicos sao amplamente reconhecidos por suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatérias, antiproliferativas e cardioprotetoras (Abe et al., 2012;
Fracassetti ef al., 2013; Souza-Moreira et al., 2013; Zhao et al., 2019), evidenciando o potencial
terapéutico do extrato. De forma geral, tais substincias exercem papel essencial na promocao
da saide humana, contribuindo tanto para a prevencdo quanto para a mitigacdo de processos
patoldgicos relacionados ao estresse oxidativo e a inflamagdo (Paula et al., 2021; Link et al.,
2010; Wu et al., 2013).

Embora o acido eldgico tenha se destacado na analise quantitativa, o perfil fitoquimico
do EEF também revelou um conteudo de substancias da classe dos flavonoides, com a deteccao
da rutina, isoquercetina, quercitrina, miricetina e quercetina. A presen¢a dessas substincias,
pertencentes a uma classe bioativa amplamente estudada, sugere que o extrato possui um
conjunto sinérgico de substancias com potencial farmacoldgico, fortalecendo sua aplicabilidade

em formulagdes com acao antioxidante e anti-inflamatoria.



Figura 16. Cromatograma por HPLC-DAD do extrato etanolico das folhas (EEF) de Plinia cauliflora.
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Legenda: A anélise foi realizada por meio de gradiente linear: 0—5 min com 90% de 4gua Milli-Q® (solvente A) contendo 1% de 4cido ortofosférico (pH = 3,5)
e 10% de acetonitrila (solvente B); 5—10 min com 80% de A; 10-30 min com 70% de A; 30—40 min com 60% de A; ¢ 40—50 min com 90% de A. A taxa de fluxo
foi de 0,5 mL/min durante 50 min, com volume de injecao de 10 pL, utilizando-se o EEF na concentragdo de 1 mg/mL. A deteccdo foi realizada a 254 nm. O

extrato foi preparado na propor¢ao 90:10 (4gua:acetonitrila).
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10.2 VIABILIDADE CELULAR DO  EXTRATO (EEF) E  COMPLEXO
SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

Conforme estabelecido na norma ISO 10993-5:2009, o ensaio de citotoxicidade in vitro
representa a etapa inicial e fundamental na avaliagdo da biocompatibilidade de materiais
destinados a aplicagdao em dispositivos biomédicos. A continuidade dos estudos biologicos com
tais materiais, incluindo a conducao de testes in vivo, somente ¢ recomendada apos a
comprovacgdo da auséncia de efeitos citotdxicos significativos nesta fase preliminar. Dentre as
substancias estudadas para aplicagdes farmacologicas e biomédicas, os produtos naturais sao
amplamente reconhecidos por apresentarem, em geral, baixa toxicidade celular, conforme
indicado por Valle (2018). No entanto, a confirmag¢ao desta caracteristica requer a realizagao de
ensaios especificos em culturas celulares, a fim de garantir a seguranca e a eficicia das
formulagdes propostas.

Neste estudo, avaliaram-se os efeitos citotoxicos do extrato etanolico das folhas de
jabuticaba (EEF), do complexo (EEF/BCD) e da B-ciclodextrina (BCD) isolada em trés
linhagens celulares murinas: fibroblastos L.929, macrofagos J774A.1 e macrofagos isolados da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c. Os ensaios foram realizados utilizando o teste
colorimétrico de MTT, conforme os critérios da norma ISO 10993-5:2009, que estabelece 70%
como limiar minimo de viabilidade celular para classificagdo de um material como nao
citotoxico.

Os resultados demonstraram efeitos citotéxicos minimos para todas as amostras, com
viabilidade celular acima de 70% em todas as linhagens, exceto para o EEF a 300 ug/mL, que
apresentou viabilidade de 59,4% nos fibroblastos L929 e 68,3% nos macrofagos J774A.1 (p <
0,05) (Figura 17). Observou-se, ainda, diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre
o EEF puro e o EEF/BCD na concentragdao de 75 pg/mL, sugerindo que a complexacdo com
BCD atenua os efeitos citotoxicos do extrato livre. Na maioria das concentragdes testadas, ndo
houve diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo nao tratado (NT) (p > 0,05),
evidenciando o perfil de segurancga das amostras.

E importante destacar que, diferentemente das demais linhagens, os macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c mantiveram viabilidade celular superior a 70% mesmo
na concentra¢do mais elevada do EEF (300 pg/mL), sugerindo uma menor sensibilidade dessa
linhagem aos efeitos citotoxicos do extrato. Isso pode ser atribuido aos mecanismos de defesa

inatos dessas células, j& que macrofagos peritoneais residentes apresentam resisténcia a
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estresses oxidativos e citotoxicos, conforme evidenciado em modelos humanos recentes

(Ruiz-Alcaraz et al., 2020).

Figura 17. Avaliagdo da viabilidade celular em 3 linhagens celulares murinas, fibroblastos
L.929, macrofagos J774A.1 e macrofagos isolados da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c, na presenca de EEF, EEF/BCD e BCD.
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Legenda: EEF: Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD: extrato etanolico das folhas
de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. BCD: B-ciclodextrina. NT — Células ndo tratadas e
estimuladas. CN — Células tratadas com veiculo DMSO. *Diferenga estatistica em relagdo a todos os
grupos (p < 0,05). **Diferenca estatistica em relagdo ao EEF/BCD 300 pg/mL (p < 0,05). ***Diferenca
estatistica em relacdo ao EEF 75 ug/mL (p < 0,05). ANOVA seguido do teste de Tukey. Fonte: Autoria
propria.

Vale destacar que o EEF/BCD preservou a viabilidade celular mesmo em concentracdes
elevadas (300 pg/mL), sugerindo que a complexagdo com BCD foi eficaz na atenuagdo dos
efeitos citotoxicos associados ao EEF isolado. Este resultado pode ser atribuido ao mecanismo
de encapsulamento oferecido pela BCD, que acomoda substancias bioativas hidrofébicas em
sua cavidade apolar, reduzindo a exposi¢ao direta das células a componentes potencialmente
reativos.

Considerando que concentragdes elevadas de acidos fendlicos, como os acidos galico e
elagico, comumente presentes em extratos de folhas de jaboticaba, estdo associadas a efeitos
citotoxicos em células murinas, conforme descrito por Souza-Moreira et al. (2011) e também
observado por Paula et al. (2021), a formagdo de complexos de inclusdo com BCD, como
demonstrado neste estudo, promoveu uma reducdo significativa da citotoxicidade observada.
Em especial, o acido elagico, detectado significativamente no EEF (Figura 17), pode ter
formado complexos estaveis com a PBCD, favorecendo o aumento da solubilidade e da
biodisponibilidade da substancia, a0 mesmo tempo em que reduziu sua interag¢do direta com as
células. Esses dados corroboram a hipotese de que a encapsulacdo com ciclodextrinas
desempenha um papel duplo: melhora da solubilidade e biodisponibilidade de substancias

pouco soluveis e, simultaneamente, redu¢do de seus efeitos citotoxicos sobre células normais.
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A escolha das linhagens celulares J774A.1 (macréfagos murinos) e 1929 (fibroblastos
murinos) neste estudo justifica-se ndo apenas por sua ampla utilizagdo em ensaios de
citotoxicidade, conforme recomendado pela ISO 10993-5:2009, mas também por sua relevancia
fisiopatologica no contexto de inflamacgdes cutdneas. Os macrofagos desempenham papel
central na resposta inflamatdria, atuando na liberacdo de citocinas e mediadores lipidicos
envolvidos nos processos de iniciagdo, manutencdo e resolucdo da inflamacao (Garcia-
Gonzalez et al., 2021). J& os fibroblastos cutaneos representam a principal linhagem celular do
tecido conjuntivo dérmico, sendo diretamente responsaveis pela manutencdo da matriz
extracelular e pela regeneracdo tecidual, processos frequentemente afetados em condigdes
inflamatorias cronicas da pele (Jiang et al., 2020).

Assim, os resultados obtidos a partir dessas linhagens celulares fornecem evidéncias
preliminares robustas sobre a seguranca e o potencial teraputico das formulagdes a base de
EEF e EEF/BCD para aplicagdo topica, especialmente em contextos nos quais se deseja modular
processos inflamatdrios exacerbados sem comprometer a viabilidade celular de tecidos
saudaveis. Esses dados sustentam a continuidade do desenvolvimento farmacotécnico e
biologico da formulacdo proposta, com vistas a sua aplicagdo em modelos in vivo e,

futuramente, em estudos clinicos.

10.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO EXTRATO (EEF) E COMPLEXO
SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

Farmacos anti-inflamatérios disponiveis comercialmente, em especial os anti-
inflamatorios esteroidais (AIEs) e ndo esteroidais (AINEs), na sua maioria, estdo associados a
um aumento no risco de efeitos adversos, incluindo complicagcdes gastrointestinais e
cardiovasculares. Tais eventos estdo frequentemente relacionados a citotoxicidade dessas
substancias, sobretudo quando utilizadas por periodos prolongados (Sostres et al., 2010). Nesse
contexto, destaca-se a necessidade de investigar novas substancias bioativas que aliem eficacia
anti-inflamatoria a um perfil de seguranca celular favoravel, com baixos niveis de toxicidade
ou auséncia de efeitos deletérios as células do organismo humano.

Com o intuito de investigar o possivel impacto das amostras testadas sobre a atividade
da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), investigou-se a produgdo de 6xido nitrico (NO) em
macrofagos ativados, uma vez que esse radical livre estd diretamente associado a indugdo e

expressdo da COX-2 (Fang et al., 2015; Smith et al., 1996). Os resultados demonstraram uma
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redugdo significativa na producdo de NO em todas as concentragdes analisadas para as amostras
EEF e EEF/BCD (Figura 18), sugerindo que ambas podem modular, direta ou indiretamente, a
atividade e/ou expressao dessa enzima. Por outro lado, a BCD isolada ndo promoveu alteragao
significativa nos niveis de NO em comparagdo ao controle ndo tratado (NT) (p > 0,05),
refor¢cando que o efeito observado decorre majoritariamente das substancias bioativas presentes

no extrato.

Figura 18. Avaliagdo da produc¢do de 6xido nitrico (NO) em linhagem de macrofagos J774A.1
tratados com EEF, EEF/BCD e CD.
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Legenda: EEF: Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD: extrato etanolico das folhas
de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. BCD: B-ciclodextrina. NT — Células ndo tratadas e
estimuladas. NE — Células sem estimulo e tratamento. *Diferenca estatistica em relagdo ao NT (p <
0,05). a - Diferenca estatistica em relacdo ao EEF 300 pg/mL (p < 0,05). b - Diferenca estatistica em
relacdo ao EEF 150 pg/mL (p < 0,05). c - Diferenca estatistica em relagdo ao EEF 75 ug/mL (p < 0,05).
ANOVA seguido do teste de Tukey. Fonte: Autoria propria.

A analise comparativa entre as amostras revelou diferencas estatisticamente
significativas na atividade anti-inflamatoria entre o extrato etanodlico e seu complexo
supramolecular em todas as concentragdes testadas (p < 0,05). Na concentracao de 300 ug/mL,
o EEF promoveu uma reducdo de NO de 54%, enquanto o EEF/BCD atingiu 73,1%. Na
concentracdo intermediaria (150 pg/mL), as redugdes foram de 24,2% e 50,7%,
respectivamente. Curiosamente, na menor concentragdo avaliada (75 pg/mL), o EEF
apresentou uma inibi¢do de 25%, ao passo que o EEF/BCD mostrou reducdo mais modesta
(5,8%). Esses achados indicam que, em concentragdes mais elevadas, a complexa¢do com BCD

potencializa significativamente a atividade anti-inflamatdria do extrato, possivelmente devido
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ao aumento da solubilidade e biodisponibilidade das substancias bioativas. Por outro lado, em
concentragdes inferiores, essa complexagdo ndo supera de forma consistente a eficacia do
extrato livre.

Com base nos resultados de viabilidade celular obtidos no ensaio de MTT, a
concentracdo de 300 pg/mL foi selecionada para os ensaios subsequentes de corpusculo
lipidico, fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e prostaglandina E2 (PGE;) em
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c. Essa escolha fundamenta-se na manutengao
da viabilidade celular acima do limiar estabelecido pela norma ISO 10993-5:2009,
evidenciando um perfil de seguranga adequado, aliado a potencial atividade anti-inflamatdria
previamente observada nessa concentragao.

A investigacao prosseguiu com a avaliagdo da influéncia das amostras sobre a sintese
de mediadores inflamatérios derivados do metabolismo lipidico. Para esse efeito, procedeu-se
a quantificagdo de corpusculos lipidicos (CLs) por fluorescéncia, bem como a avaliagao da
producao de PGE; e do TGF-B. A formacao de CLs constitui um dos primeiros eventos celulares
durante a resposta inflamatdria (Zimmermann et al., 2024), estando também envolvidos na
regulagao do metabolismo lipidico sob diferentes condigdes fisiopatologicas (Melo et al.,
2011). A estimulagdo com lipopolissacarideo (LPS), de forma dependente da dose, induz um
aumento significativo na formacao de CLs, conforme demonstrado na Figura 19 (A1), na qual
o estimulo combinado com LPS e IFN-y promoveu um aumento significativo na formagao de
CLs em macrofagos, corroborando achados prévios da literatura (Zimmermann et al., 2024).
Em contrapartida, na presenca de EEF e EEF/BCD a 300 pg/mL, verifica-se uma diminuig@o
do numero de CL (Figura 19 - A4 e AS5), sendo esta diminui¢ao evidenciada na imagem A3, na

qual as setas brancas indicam a presenga desses corpuisculos em menor quantidade.
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Figura 19. Atividade anti-inflamatdria de EEF, EEF/BCD e BCD. A) Fotomicrografias de
macrofagos corados com Nile Red. B) Quantificagdo por fluorimetria de corpusculos lipidicos
(CLs) utilizando a coloragao com Nile Red. C) Dosagem de TGF-B. D) Dosagem de PGE-.
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Legenda: EEF: Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD: extrato etanolico das folhas
de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. BCD: B-ciclodextrina. NT — Células ndo tratadas ¢
estimuladas. CN — Células tratadas com veiculo DMSO. (A1) - Macrofagos obtidos da cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c tratados com veiculo. (A2) — Aumento da regido demarcada na
imagem de (Al) mostrando a presenga de corpusculos lipidicos. (A3) - Macréfagos tratados com
EEF/BCD 300,00 ug/mL. (A4) - Aumento da regido demarcada na imagem de (A3) mostrando a uma
diminui¢do de corptsculos lipidicos indicado nas setas. (A5) Macréfagos tratados com EEF 300,00
ug/mL. (A6) Macrofagos tratados com BCD 300,00 ug/mL. a - Diferenga estatistica em relagdo ao CN
(» < 0,05). b - Diferenca estatistica em relagdo ao NT (p < 0,05). ANOVA seguido do teste de
Bonferroni. Fonte: Autoria propria.

A administrag¢do das amostras promoveu reducao significativa na formagao de CLs, com
inibicao de 69% para o EEF e 67% para o EEF/BCD, sem diferenga estatistica entre os grupos
tratados (p > 0,05) (Figura 19 - B). Considerando que os CLs atuam como estruturas
organizadoras na biossintese de mediadores lipidicos pro-inflamatorios, como a PGE»
(Zimmermann et al., 2024), e que influenciam a sinalizagdo inflamatoéria modulando a
expressao de citocinas como o TGF-B (Bose et al., 2019; Zhang et al., 2025), os resultados
obtidos sugerem que as amostras podem interferir nesse eixo de sinalizagdo. Especificamente,

o EEF inibiu a produ¢do de TGF- em 94% e de PGE> em 57%, enquanto o EEF/BCD promoveu
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reducdes de 88% e 52%, respectivamente, sem diferencas estatisticamente significativas entre
os tratamentos (p > 0,05) (Figura 19 — C e D).

Embora o TGF-f seja tradicionalmente considerado uma citocina anti-inflamatoria, sua
atuacdo depende fortemente do contexto celular. Em cenarios de inflamacao cronica ou de lesdo
tecidual persistente, esse fator pode exercer papel pro-inflamatério e fibrogénico (Li e Flavell,
2008; Yoshimura, Wakabayashi e Mori, 2010). Assim, a redu¢do observada nos niveis de TGF-
B, acompanhada da diminuicdo de PGE; e de CLs, indica um potencial efeito modulador das
amostras sobre vias imunoldgicas, em consonancia com uma atividade anti-inflamatoria
adaptativa.

As isoformas da enzima ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) desempenham um papel
fundamental na conversdao do acido araquidonico em prostaglandinas. Essas prostaglandinas
estdo intimamente relacionadas ao processo inflamatoério e sdo responsaveis pela sensagdo de
dor e vermelhidao associada a resposta inflamatoria. Por outro lado, a supressao da produgao
de prostaglandinas ¢ esperada para proporcionar alivio da dor e redu¢ao da inflamagao nos
tecidos inflamados (Jeppesen, Soelberg e Jager, 2012; Oguntibeju, 2018). A literatura
etnofarmacoldgica relata o uso tradicional de diversas espécies vegetais com capacidade de
modular essa via, o que as torna candidatas potenciais como agentes anti-inflamatérios naturais
(Jeppesen, Soelberg e Jiager, 2012). Neste estudo, apresentamos a primeira evidéncia
experimental que associa a atividade anti-inflamatoria do extrato de P. cauliflora a sua
composicdo quimica, principalmente aos flavonoides majoritarios identificados por analise
cromatografica (Paula er al., 2021). Essas substancias, além de apresentarem efeitos
farmacologicos proprios, podem atuar sinergicamente, potencializando a resposta anti-
inflamatoria.

Ainda com o objetivo de confirmar o potencial anti-inflamatorio das amostras,
procedeu-se a avaliagdo do perfil de liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, notadamente IL-
1B, TNF-a, IL-6 e IL-12. Os resultados obtidos revelaram que tanto o extrato quanto seu
complexo supramolecular promoveram inibi¢do significativa da secre¢do dessas citocinas em
comparacao ao grupo controle estimulado e ndo tratado (NT), sobretudo nas concentracdes mais
elevadas, conforme ilustrado na Figura 20. Tal atividade estd em consonancia com a expressiva
reducdo na produ¢do dos mediadores inflamatérios observados anteriormente, refor¢ando o
perfil anti-inflamatoério das amostras testadas, uma vez que a ativa¢ao de macrofagos resulta na

liberagdo coordenada de mediadores lipidicos, citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias, além
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do proprio NO, intensificando de maneira significativa a cascata inflamatéria (Bechara e Szabo,

2006).

Figura 20. Influéncia do tratamento com EEF, EEF/BCD e BCD na produg¢ao das citocinas IL-
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Legenda: Legenda: EEF: Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora. EEF/BCD: extrato etanodlico
das folhas de Plinia cauliflora complexado com ciclodextrina. BCD: B-ciclodextrina. NE — células néo
estimuladas. NT — Células ndo tratadas e estimuladas. CN — Células tratadas com veiculo DMSO.
*Diferenca estatistica em relacdo ao NT (p < 0,05). A quantificagdo de IL-1f e TNF-a foi realizada apos
24 h de tratamento, enquanto os niveis de IL-6 e IL-12 foram avaliados apos 48 h. a — Diferenga
estatistica em relacdo ao CN (p < 0,05). b — Diferenca estatistica em relacdo entre as concentragdes de
EEF e EEF/BCD correspondentes (p < 0,05).

No que tange a IL-1p (Figura 20 - A), ambas as amostras apresentaram efeitos similares,
ndo havendo diferenga estatisticamente significativa entre os tratamentos (p > 0,05). Para o
TNF-a (Figura 20 - B), verificou-se uma diferenca significativa na concentracao de 150 pg/mL,
na qual o EEF (36,8%) isolado demonstrou maior capacidade de inibigdo que seu complexo
(19,1%) (p < 0,05). A diferenca mais marcante entre os perfis das amostras foi observada na
modulagdo da IL-6 (Figura 20 - C), cujos niveis foram mais eficientemente reduzidos pelo EEF
em todas as concentracdes testadas (p < 0,05), indicando que a complexacdo pode, em
determinados contextos, limitar a acdo de componentes bioativos especificos.

Em contrapartida, a analise da IL-12 (Figura 20 - D) revelou maior eficacia do complexo
EEF/BCD na concentragdo intermediaria (150 pg/mL), superando o extrato livre. De modo
geral, esses dados sugerem que, embora ambas as amostras apresentem potencial anti-
inflamatorio relevante, suas diferencas de desempenho frente a distintas citocinas refletem
possiveis mecanismos complementares de a¢do, o que pode ser explorado estrategicamente no
desenvolvimento de formulagdes terapéuticas mais eficazes para o controle da inflamagao.

Vale ressaltar que, em modelos in vitro, o contato entre as substancias testadas e as
células-alvo ocorre de forma direta e imediata, favorecendo uma interacdo celular mais rapida
e eficaz. Por outro lado, em estudos in vivo, o comportamento das mesmas substincias pode

divergir substancialmente, uma vez que sao consideradas barreiras biologicas adicionais, como
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absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excre¢do, que interferem diretamente na
biodisponibilidade e na chegada do ativo ao local de agao.

Nesse sentido, a pré-formulagdo com PCD desponta, portanto, como abordagem
promissora: eleva a solubilidade e a estabilidade do extrato, melhora a entrega das substancias
bioativas ao sitio-alvo (Drug delivery) e preserva a sua atividade. A reducdo de mediadores
imunologicos centrais, IL-12, mas também outras citocinas avaliadas, evidencia a capacidade
do EEF e do EEF/BCD de modular a resposta inflamatéria, contribuindo para a homeostase
tecidual e prevenindo reacdes exacerbadas.

Além de aprimorar a biodisponibilidade, a complexacdo com BCD potencializa a a¢ao
farmacologica frente a mediadores especificos, possivelmente ao facilitar a interagao com alvos
moleculares da via inflamatdria. A habilidade do extrato de folhas de jabuticaba em suprimir
multiplas citocinas pro-inflamatdrias o coloca como candidato promissor para intervengdes em
inflamacao cronica.

Por fim, os efeitos anti-inflamatorios observados para o complexo supramolecular
confirmam que a encapsulacdo exerce dupla fungdo: (i) aumenta a solubilidade e a
biodisponibilidade de substancias hidrofobicas e (ii) atenua citotoxicidade sobre células
normais, refor¢ando o potencial deste sistema para formulagdes topicas de extratos vegetais

bioativos.

10.4 CARACTERIZACAO MACROSCOPICA DAS FORMULACOES CONTENDO O
EXTRATO (EEF) E O COMPLEXO SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

Em relagdo as caracteristicas macroscopicas dos cremes foi observado que todas as
formulagdes a base de Lanette®, contendo o extrato etandlico das folhas (EEF), o complexo
supramolecular (EEF/BCD) e BCD, em todas as concentragdes, apresentaram boa impressao
global. Na Tabela 11 observam-se as principais caracteristicas fisicas das amostras.

Durante o ensaio de centrifugacdo, nenhuma das formulacdes testadas apresentou
separacdo de fases, indicando estabilidade fisica inicial satisfatoria. Elas apresentaram pH
levemente 4cido, compativel com a aplicagdo topica e dentro da faixa recomendada pela Anvisa,
o que ¢ desejavel para a manutengao da integridade da barreira cutanea (Monteiro et al., 2022).
Ressalta-se, contudo, uma discreta varia¢do no valor de pH observada na formulagao contendo

EEF/BCD a 6,0%, (5,92 + 0,14), ainda que tal variacdo encontra-se dentro da faixa considerada
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segura para produtos dermatoldgicos, que geralmente compreende valores entre 4,5 e 6,5

(Monteiro et al., 2022).

Tabela 11. Aspectos visuais das formulagdes a base de Lanette® contendo EEF, EEF/BCD e

BCD.
Aspecto
Formulacio Cor pH Odor
fisico*
Lanette® Normal Branco 6,51 £0,04 Normal
. Levemente Ligeiramente
Lanette® + EEF 1,5% Normal 6,99 £ 0,02
esverdeado modificado
Ligeiramente
Lanette® + EEF 3,0% Normal Verde 6,68 +0,01 )
modificado
Lanette® + EEF 6,0% Normal Verde intenso 6,33 +£0,06 Modificado
. Levemente Ligeiramente
Lanette® + EEF/BCD 1,5% Normal 6,47 £ 0,06 ]
esverdeado modificado
Ligeiramente
Lanette® + EEF/BCD 3,0% Normal Verde 6,47 + 0,04 )
modificado
\ ) Ligeiramente
Lanette® + EEF/BCD 6,0% Normal Verde intenso 5,92 +0,14 ]
modificado

Legenda: Lanette®: Base creme manipulado. EEF: Extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora
incorporado na base Lanette® nas concentragdes de 1,5, 3,0 € 6,0 %. EEF/BCD: extrato etanolico das
folhas de Plinia cauliflora complexado com B-ciclodextrina e incorporado na base Lanette® nas
concentragcdes nominais de extrato de 1,5, 3,0 ¢ 6,0 %. *O aspecto fisico dos cremes ¢é relativo a
verificagdo antes e depois do teste de centrifugacdo. Fonte: Autoria propria.

Durante o processo de incorporagio das substancias ativas a base Lanette®, observou-
se boa compatibilidade das amostras sélidas com o veiculo. Para garantir a completa e
homogénea dispersdo dos sélidos na base, foi empregada previamente a técnica de levigagado
com propilenoglicol (q.s.). Este procedimento favoreceu a homogeneizagao e evitou a formagao
de grumos, resultando em cremes com aparéncia uniforme. As formulagdes contendo o extrato
livre apresentaram coloragdo caracteristica dos pigmentos presentes nas folhas de jabuticaba,
em contraste com a base Lanette pura, de colorag¢do branca (Figura 21).

Observou-se, ainda, que as formulagdes contendo o complexo supramolecular
apresentaram coloragdo menos intensa em compara¢do as formulagdes elaboradas com o
extrato livre, nas mesmas concentragdes. Tal diferenga pode ser atribuida a presenca da BCD,
que se apresenta como um po fino de coloragao branca e, ao formar o complexo com substancias

ativas, pode mascarar parcialmente os pigmentos naturais do extrato, resultando em tonalidade
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final mais ténue nas formulagdes. Além da aparéncia visual das formulagdes, na Figura 21 sdo

evidenciadas a homogeneidade de cor e a auséncia de separagao de fases ou precipitagdo visivel.

Figura 21. Formulagdes a base de Lanette® contendo EEF, EEF/BCD e BCD.

‘ )

Lanelre Lane Hhe + ECF ST Lanc TP %01,

LancHe + EEF|BcD Gt
Legenda: Lanette®: Base creme manipulado. EEF: Extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora
incorporado na base Lanette® nas concentragdes de 1,5, 3,0 € 6,0 %. EEF/BCD: extrato etanolico das

folhas de Plinia cauliflora complexado com B-ciclodextrina e incorporado na base Lanette® nas
concentra¢des nominais de extrato de 1,5, 3,0 € 6,0 %. BCD: B-ciclodextrina Fonte: Autoria propria.

Com relagdo as caracteristicas olfativas, foi possivel perceber o odor tipico das folhas
de jabuticaba nas formulagdes contendo tanto o extrato livre quanto o extrato complexado,
sendo essa percepcdo mais acentuada nas formulagdes com 6,0% de EEF (Tabela 11). A
estabilidade do aroma foi confirmada pela auséncia de alteragcdes perceptiveis logo apds a
producdo e durante todo o periodo experimental.

A eficacia de formulagdes destinadas a aplicacdo dérmica estd intrinsecamente
relacionada a capacidade dos ativos de ultrapassarem a barreira lipidica da pele, particularmente
o estrato corneo. Esta camada, que constitui a por¢cdo mais externa da epiderme, possui

espessura entre 10 e 20 pm e exerce papel fundamental como principal obstaculo a permeagao
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cutdnea. Devido a sua organizacdo lamelar compacta e estrutura altamente coesa, o estrato
corneo ¢ frequentemente comparado a um "filme plastico”, caracterizando-se por sua baixa
permeabilidade (Ammala, 2013; Kesente et al., 2017).

A difusao de substancias por essa barreira € restrita a substancias com massa molecular
inferior a 500 Da e com lipofilicidade moderada, geralmente expressa por valores de coeficiente
de particdo oleo/agua (log Kon) entre 1 e 3. Além desses pardmetros fisico-quimicos, as
substancias devem apresentar solubilidade adequada na matriz lipidica do estrato corneo,
mantendo ao mesmo tempo propriedades hidrofilicas suficientes para permitir sua difusdo
subsequente pelas camadas vidveis da epiderme (Kesente et al., 2017; Brasil, 2015). Esses
requisitos sdo cruciais na selecao de ativos e no desenvolvimento de sistemas carreadores
eficazes em formulagdes topicas.

Nesse contexto, estudos de permeagdo cutanea sdo fundamentais para avaliar o potencial
de penetragdo dos ativos incorporados em formula¢des tdpicas. Entre os métodos mais
utilizados para tal finalidade, destaca-se o uso de células de difusao de Franz, as quais permitem
simular a permeacao do ativo através de membranas biologicas ou sintéticas sob condi¢des
controladas de temperatura e agitacao. Por meio desse sistema, ¢ possivel quantificar a fracao
da substancia que permeia a barreira cutanea ao longo do tempo, bem como avaliar a influéncia
de diferentes excipientes, formas farmacéuticas e estratégias de veiculacdo sobre o perfil de
liberacdo e permeacao (OECD, 2004; Bronaugh e Maibach, 2005).

A complexacdo com BCD, empregada neste trabalho, representa uma estratégia
promissora para melhorar a solubilidade e a estabilidade do extrato de P. cauliflora, podendo
também influenciar positivamente sua biodisponibilidade cutanea. A inclusdo das substancias
dos extratos na BCD pode alterar suas propriedades fisico-quimicas, como o tamanho molecular
aparente ¢ a lipofilicidade, potencialmente favorecendo a liberagao controlada e a penetragao
cutanea (Loftsson e Duchéne, 2007). Considerando a importancia desses aspectos para o
desempenho terapéutico das formulagdes, nosso grupo de pesquisa tem como perspectiva a
continuidade desses estudos em futuras etapas, com a realizagdo de ensaios de permeacao
cutanea in vitro utilizando células de difusdo de Franz. Tais estudos permitirdo avaliar
comparativamente a permeagdo do extrato livre € do complexo com BCD incorporados na base
Lanette®, contribuindo para a otimiza¢io da forma farmacéutica e para a comprovacio de sua

eficacia topica.
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10.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS FORMULACOES CONTENDO O
EXTRATO (EEF) E O COMPLEXO SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

As analises termogravimétricas (TGA) foram usadas para determinar como a massa de
um material muda com o aumento da temperatura, sendo util para investigar processos de perda
de massa relacionados a desidratagdo e decomposi¢do. Por outro lado, a andlise térmica
diferencial (DTA) permite medir o fluxo de calor resultante de processos fisico-quimicos
induzidos por variagdes de temperatura, incluindo transi¢cdes de fase, além de desidratagdo e
decomposicdo. Portanto, essas técnicas sdo complementares, j& que a TGA ¢ usada para
observar processos de perda de massa, enquanto a DTA ¢ sensivel a todos os processos que
geram fluxo de calor, independentemente da perda de massa associada (Meisel, 1984;

Wunderlich, 2001; Hadaruga et al., 2019).

10.5.1 Analise térmica (DTA e TGA)

A estabilidade térmica das formulagdes em suas diferentes concentragdes foi analisada
por DTA (Figura 22 - A), TGA (Figura 22 - B). No gréfico obtido por DTA, observam-se
alteragdes na regido do pico endotérmico entre 0 - 200 °C para todas as formulagdes em relacao
a Lanette® (= 140 °C). Além disso, as formulagdes contendo o complexo supramolecular
(EEF/BCD), diferentemente das que continham o extrato puro (EEF), apresentaram picos
exotérmicos na faixa de temperatura de 400 a 600 °C. Isso mostra que houve alteragdo no

mecanismo de decomposi¢ao dos componentes do extrato uma vez complexados com BCD,
como resultado do estabelecimento de novas interagdes intermoleculares entre os componentes.
Os dados obtidos por TGA para todas as formulagdes demonstraram uma leve reducao

de massa inicial (= 15%), atribuida a desidratacdo das amostras incorporadas ao creme base,
comportamento também observado nas amostras nio incorporadas a Lanette®, conforme
relatado por Paula et al. (2024). Posteriormente, todas as amostras apresentaram uma acentuada
perda de massa (= 90 °C), conforme ilustrado na Figura 22 - B e na Tabela 12. Observou-se
também que a presenca das substancias no creme base antecipou o evento de degradacao

térmica, em comparagao ao creme isolado, cuja perda de massa significativa ocorreu apenas em

torno de 140 °C.
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Figura 22. DTA (A) e TGA (B) das formulagdes a base de Lanette® contendo EEF, EEF/BCD
e BCD.
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Legenda: Lanette®: Base creme manipulado. EEF: Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora
incorporado na base Lanette® nas concentragdes de 1,5, 3,0 € 6,0 %. EEF/BCD: extrato etanolico das
folhas de Plinia cauliflora complexado com B-ciclodextrina e incorporado na base Lanette® nas
concentracdes nominais de extrato de 1,5, 3,0 e 6,0 %. BCD: B-ciclodextrina. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 12. Parametros térmicos (obtidos por DTA e TGA) para a primeira decomposicao das
formulagdes a base de Lanette® contendo EEF, EEF/BCD e BCD, intervalo de 70 a 140 °C.

Formulacdes Temperatura (°C) DTA (uV) TGA (% perda de massa)

Lanette® 138,84 -42,75 60,86
Lanette® + EEF 1,5% 82,91 -30,50 48,60
Lanette® + EEF 3,0% 92,85 -32,77 56,66
Lanette® + EEF 6,0% 77,23 - 25,80 53,91
Lanette® + EEF/BCD 1,5% 86,52 -26,33 47,94
Lanette® + EEF/BCD 3,0% 91,00 - 47,68 53,91
Lanette® + EEF/BCD 6,0% 93,17 -42,01 42,98

Legenda: Lanette®: Base creme manipulado. EEF: Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora
incorporado na base Lanette® nas concentragdes de 1,5, 3,0 € 6,0 %. EEF/BCD: extrato etanolico das
folhas de Plinia cauliflora complexado com B-ciclodextrina e incorporado na base Lanette® nas
concentra¢des nominais de extrato de 1,5, 3,0 € 6,0 %. BCD: B-ciclodextrina. Os valores de temperatura
¢ de perda de massa foram obtidos no ponto de minimo da primeira decomposicao observada no grafico
de DTA. Fonte: Autoria propria.

A incorporagio do EEF/BCD na base Lanette® resultou em menor perda de massa
quando comparado ao extrato livre, especialmente na concentragao de 6,0%. Nessa condi¢do, a
formulagdo com EEF 6,0% apresentou perda de 53,91% da massa na temperatura de 77,23 °C,
enquanto que a formulagdo contendo EEF/BCD 6,0% apresentou perda de apenas 42,98% em
uma temperatura mais elevada de 93,17 °C, o que evidencia o aumento da estabilidade térmica
do extrato vegetal quando complexado com a ciclodextrina.

Além disso, apds aproximadamente 150 a 200 °C, as curvas DTA e TGA apresentaram
um perfil mais suavizado de perda de massa, comportamento atribuido a degradacdo térmica
completa do creme base Lanette® e dos componentes incorporados, conforme descrito por

Lanna et al. (2016).

10.5.2 Analise no FTIR

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, com transformada
de Fourier (FTIR) foi utilizada para caracterizar a interacdo intermolecular entre as amostras e
o creme base Lanette®. O propésito da espectroscopia de absor¢do no infravermelho é
identificar os principais grupos funcionais presentes em um material especifico. Cada grupo
funcional absorve em frequéncias caracteristicas de radia¢do na faixa do infravermelho. Dessa

forma, a andlise dos espectros obtidos possibilita tanto a caracterizagdo estrutural de substancias
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organicas quanto a deteccdo de interacdes fisicas e/ou quimicas entre os constituintes de uma
formulacao. Além de permitir a identificagcdo qualitativa dos grupos funcionais presentes nos
constituintes da formulagdo, essa técnica também fornece subsidios para avaliar modificagdes
no perfil espectral decorrentes da variacdo da concentragdo dos ativos e da possivel
complexacdo com a ciclodextrina. Alteragdes em bandas especificas de absor¢ao podem indicar
interagdes entre o extrato e a matriz da formulagdo (Lanette®), sobretudo quando se observam
deslocamentos de bandas ou mudangas na intensidade das absorgoes.

Os espectros obtidos por FTIR das formulagdes contendo o extrato etanolico das folhas
(EEF) nas concentragdes de 1,5% e 3,0% apresentaram-se sobrepostos ao espectro do creme
base Lanette®, sem alteragdes significativas nas principais bandas de absorcio (Figura 23). Tal
resultado pode ser atribuido as baixas concentragdes do extrato, que, provavelmente, nao foram
suficientes para gerar sinais espectrais distinguiveis frente aos componentes majoritarios da
matriz da formulacao.

Por outro lado, as formulagdes contendo 6,0% de EEF, bem como aquelas contendo o
EEF/BCD nas concentragoes de 1,5%, 3,0% e 6,0%, demonstraram alteragdes espectrais
relevantes, indicando a presenca e a interacdo do extrato (livre ou complexado) com a matriz
do creme. Observou-se, notadamente, um aumento na intensidade da banda em 3324 cm™,
caracteristica do estiramento vibracional da ligacdo O-H, que pode ser atribuida a presenca de
fenois e alcoois presentes no extrato, como flavonoides e taninos. Além disso, a intensifica¢ao
da banda em 1641 cm’!, relacionada ao estiramento da ligacdo C=C de anéis aromaticos ou a
grupos carbonilicos conjugados, sugere a presenca de compostos como acidos fenodlicos e
flavonoides (Sampaio et al., 2016; Kora et al., 2012; Netala et al., 2016).

A regido entre 1200 - 1300 cm™, onde foi observado incremento da absorcdo,
corresponde ao estiramento da ligagdo C-O, indicando a possivel presenga de ésteres, alcoois
ou compostos fenolicos. Essas alteragdes sugerem que, em concentragdes mais elevadas, os
constituintes bioativos do extrato interagem de forma mais evidente com a matriz da
formulagdo, sendo detectaveis por espectroscopia no infravermelho (Sampaio et al., 2016; Kora
etal.,2012; Netala et al., 2016).

Particularmente na formulagdo contendo EEF/BCD 6,0%, observou-se ainda um leve
deslocamento das bandas para 3303 cm™ e 1637 cm™!, além do aumento da intensidade da banda
em 1465 cm™!, atribuida ao estiramento assimétrico da ligagdo C-H de grupos metila e metileno.
Esse deslocamento, associado ao aumento de intensidade nas bandas situadas em 1156, 1079,

1056 e 1028 cm’!, sugere alteragdes na conformagio molecular e refor¢a a ocorréncia de



123

interagdes intermoleculares entre 0 EEF/BCD e os constituintes da formulagdo. Essas bandas,
comumente associadas ao estiramento de ligagdes C-O-C e C-O-H, sao indicativas da presenca
de estruturas glicosidicas e compostos polares derivados de carboidratos ou poliois (Guo et al.,
2018).

Esses achados corroboram a hipotese de que a complexacdo do extrato com BCD
promove alteragdes estruturais detectaveis por FTIR, evidenciando a formacao de interagdes
fisico-quimicas mais intensas com os excipientes da formulacdo. Tais interagdes sao
especialmente marcantes em concentragdes mais elevadas do complexo, o que pode contribuir

para a estabilidade fisico-quimica e a performance da formulagao final.

Figura 23. FTIR das formulagdes a base de Lanette® contendo EEF, EEF/BCD e BCD.
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Legenda: Lanette®: Base creme manipulado. EEF: Extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora
incorporado na base Lanette® nas concentragdes de 1,5, 3,0 € 6,0 %. EEF/BCD: extrato etanolico das
folhas de Plinia cauliflora complexado com BCD e incorporado na base Lanette® nas concentragdes
nominais de extrato de 1,5, 3,0 e 6,0 %. Fonte: Autoria propria.

10.6 ANALISE REOLOGICA DAS FORMULACOES CONTENDO O EXTRATO (EEF) E
O COMPLEXO SUPRAMOLECULAR (EEF/BCD) DAS FOLHAS

Considerando o fato de que os complexos supramoleculares formados pelas

ciclodextrinas podem interagir com os constituintes do veiculo, o que potencialmente
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compromete a estabilidade e a eficacia dos ativos encapsulados, analises reologicas foram
utilizadas para se avaliar tais interagdes (Lanna ef al., 2016; Christaki et al., 2023).

Nesse contexto, a reologia desempenha um papel fundamental na analise das interagdes
fisico-quimicas entre os componentes de sistemas coloidais, sendo uma ferramenta
indispensavel tanto no desenvolvimento quanto no controle de qualidade de formulagdes
semissoOlidas. O entendimento do comportamento reoldgico permite prever a fluidez, a
consisténcia ¢ o desempenho da formulacao durante o armazenamento, aplicacdes topicas e
frente a diversos tipos de estimulos mecanicos. Além disso, os parametros reologicos fornecem
subsidios importantes para avaliar a espalhabilidade e a coesdo da formulagdo sobre a pele,
fatores diretamente relacionados a aceitabilidade e a eficacia do produto (Barnes et al., 1998;
Calienni et al., 2023).

No presente estudo, foram realizados experimentos reoldgicos em modo oscilatério com
o objetivo de caracterizar as propriedades viscoelasticas das formulagdes desenvolvidas.
Paralelamente, foram conduzidos ensaios em modo transiente visando avaliar a capacidade de
recuperagao estrutural das amostras apds serem submetidas a uma deformacao por cisalhamento
em curto intervalo de tempo, simulando as condi¢des de aplicacdo topica (Goudoulas e

Germann, 2016; Calienni et al., 2023).

10.6.1 Cisalhamento oscilatorio e varredura de amplitude

Experimentos de cisalhamento oscilatério com varredura de amplitude foram
empregados para determinar a regido de viscoelasticidade linear (LVE) e a tensdo de
escoamento (cp) dos cremes formulados, condigdes nas quais a estrutura tridimensional
supramolecular do sistema permanece intacta. Essa abordagem ¢ essencial para entender o
comportamento estrutural e mecanico de formulagdes topicas, especialmente aquelas contendo
extratos vegetais e complexos com ciclodextrinas, cujas interagdes podem alterar
significativamente as propriedades reologicas do sistema. Esse tipo de experimento simula a
deformacao do fluido frente a aplicagdao de tensdes gradativamente maiores (Chiarentin et al.,
2023; Calienni et al., 2023).

Durante os testes, foram obtidos os pardmetros viscoelasticos fundamentais: o modulo
de armazenamento (G'), que representa o componente eldstico da formulagdo, e o modulo de
perda (G"), que reflete o comportamento viscoso ou fluido. Como ilustrado na Figura 24, todas

as formulagdes, tanto com extrato livre (EEF) quanto com o seu complexo supramolecular
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(EEF/BCD), apresentaram predominantemente comportamento eldstico, evidenciado pela
predominancia de G' sobre G" (G'> G") em uma ampla faixa de tensao, indicando uma estrutura
coesa e resistente a deformagao. Além disso, o comportamento dos fluidos pode ser enquadrado
como sendo do “Tipo 17, segundo defini¢do de Hyun et al. (2002). Este comportamento,
conhecido como “strain thinning” (afinamento por deformacao), ¢ similar ao observado para
fluidos pseudoplasticos em reologia estacionaria, sendo comum em solugdes poliméricas
diluidas. A resposta fenomenologica deste comportamento ¢ que ocorre uma perda continua da

elasticidade (rigidez) a medida que o fluido ¢ deformado.

Figura 24. Varredura oscilatoria da amplitude de deformagao, de 0,5 a 500 % (em escala
logaritmica). Mddulos G' e G" plotados em fung¢ao da tensao de cisalhamento oscilatoria (Go)
para formulagdes com EEF (A) e EEF/BCD (B). C) Valores de tensao de escoamento obtidos

a partir dos dados de amplitude do extrato ou complexo supramolecular.
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Legenda: Lanette®: Base creme manipulado. EEF: Extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora
incorporado na base Lanette® nas concentragdes de 1,5, 3,0 € 6,0 %. EEF/BCD: extrato etanolico das
folhas de Plinia cauliflora complexado com BCD e incorporado na base Lanette® nas concentragdes
nominais de extrato de 1,5, 3,0 e 6,0 %. Fonte: Autoria propria.
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Observou-se também a existéncia de um ponto de interse¢do entre G' e G", indicativo
da tensdo de escoamento (Go). Esse parametro ¢ importante por representar o limiar de transigao
entre o regime viscoelastico linear e o regime nao linear, no qual hd rompimento das interagdes
estruturais do sistema, resultando em uma transi¢do de comportamento tipo sélido para fluido
(Ewoldt et al., 2010; Goudoulas e Germann, 2016). Esse fenomeno ¢ comum em formulagoes
com matriz lipidica complexa e esta alinhado com observagdes feitas em sistemas contendo
extratos naturais encapsulados (Wu et al., 2023).

Notavelmente, a magnitude de Go aumentou proporcionalmente com a concentragao dos
ativos incorporados (extrato livre e complexo supramolecular), conforme mostrado na Figura
24 C. Esse aumento ¢ indicativo de maior resisténcia estrutural do sistema frente a deformacao,
sugerindo que tanto o extrato quanto o complexo supramolecular contribuem para o reforgo da
rede tridimensional da formulagdo em até 590% para o sistema Lanette® + EEF/BCD e 517%
para o sistema Lanette® + EEF.

As formulag¢des contendo o EEF/BCD apresentaram valores mais elevados de oo em
comparagdo as formula¢des com EEF, indicando um efeito estruturante mais pronunciado. Tal
comportamento pode ser atribuido a capacidade das ciclodextrinas de formarem ligagdes de
hidrogénio com os componentes da base, promovendo maior organiza¢gdo molecular e

estabilidade mecéanica (Ferreira et al., 2023; Calienni et al., 2023).

10.6.2 Cisalhamento oscilatério e varredura de frequéncia

A Figura 25 apresenta os resultados dos experimentos de varredura de frequéncia, nos
quais os modulos viscoelésticos, de armazenamento (G') e de perda (G"), bem como a
viscosidade complexa (n*) foram avaliados em funcdo da frequéncia angular (o). Tais
experimentos simulam situagdes em que a formulacdo ¢ submetida a oscilagdes mecanicas
ciclicas, como ocorre por exemplo, em agitadores orbitais ou em transporte em caminhdes.

Para a amostra de Lanette® pura, observou-se que G" > G' em quase toda a faixa
analisada, caracterizando um comportamento tipico de fluido viscoelastico dominado pela
dissipagdo de energia, o que ¢ comum em sistemas de emulsdes com baixa organizacao interna
(Stadler et al., 2011; Sorvari, 2013). A medida que a frequéncia aumenta, verifica-se uma
tendéncia de aproximagdo entre G' e G" que se cruzam em 100 Hz, sugerindo o inicio de uma

organizagdo estrutural transitoria, especialmente em regimes de alta deformagdo. Esse
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comportamento ¢ compativel com a formagdo parcial de interagdes cooperativas entre 0s
constituintes da emulsdo sob estimulo mecanico (Sorvari, 2013).

Com a incorporacao do EEF, observa-se uma modificacao expressiva no perfil das
curvas reologicas. Em especial, nota-se um aumento significativo do médulo elastico (G'), que
passa a superar o médulo viscoso (G") em baixas frequéncias, resultando em G' > G" até uma
frequéncia critica (o*) préxima de 10 Hz.

Esse padrao ¢ tipico de materiais com comportamento tipo gel, onde a rede
tridimensional interna oferece resisténcia a deformagdo oscilatoria (Sorvari, 2013). A
frequéncia critica ®* marca o ponto em que o sistema comeca a perder essa organizagio,
indicando uma transi¢do de comportamento semelhante a sélido para liquido. Essa transicao

esta associada a ruptura das interagdes estruturais responsaveis pela coesao do sistema.

Figura 25. Varredura oscilatoria da frequéncia de deformagao, de 0,0 a 628 rad/s (0,0 a 100
Hz, em escala logaritmica). Mddulos G' e G" plotados em funcdo da frequéncia de
cisalhamento oscilatorio (® / Hz) para formula¢des com EEF (A) e EEF/BCD (B). C) Dados
de frequéncia critica em funcao da concentracao de extrato ou complexo supramolecular.
Experimentos realizados a 87,92 rad/s (14 Hz) e 25 °C.
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Legenda: Lanette®: Base creme manipulado. EEF: Extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora
incorporado na base Lanette® nas concentragdes de 1,5, 3,0 € 6,0 %. EEF/BCD: extrato etanolico das
folhas de Plinia cauliflora complexado com BCD e incorporado na base Lanette® nas concentragdes
nominais de extrato de 1,5, 3,0 e 6,0 %. Fonte: Autoria propria.
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A presenca de uma frequéncia critica (o*) pode ser explicada pela ruptura de agregados
coloidais formados por surfactantes (como alcoois graxos e alquil sulfatos presentes na
Lanette®) sob a¢do da frequéncia de oscilagdo. Tal ruptura compromete a integridade da rede
de interagdes, resultando em colapso estrutural e transicdo de comportamento (Soderhjelm et
al., 1994; Barnes et al., 1989; Cardoso et al., 2006).

A formulacdo Lanette + EEF 6% apresentou (Figura 25 - A), no entanto, um
comportamento distinto dos demais. Nesse caso, os valores de G" voltaram a predominar sobre
G' em toda a faixa de frequéncia, similar ao observado para a base Lanette® pura. Tal
comportamento pode estar relacionado a um efeito de supersaturacdo ou desestabilizacdo do
sistema coloidal pela elevada concentragdo de extrato, levando a quebra de interagdes
intermoleculares ou a desnaturagdo parcial dos componentes estruturantes da emulsdo. Isso
mostra que elevadas concentragdes de extrato puro pode ndo ser vantajoso para a formulagao.

De modo geral, os resultados sugerem que concentragdes moderadas de extrato
promovem a formagdo de uma rede estruturada, compativel com sistemas do tipo gel,
corroborando os dados obtidos nos testes de varredura de amplitude. Isso reforga a hipdtese de
que o extrato vegetal interage com os componentes da base Lanette®, contribuindo para o
fortalecimento da rede coloidal.

Entretanto, na presenca de ciclodextrinas, observa-se uma tendéncia de aumento da
resisténcia das formulagdes frente a frequéncia de oscilacao, dentro da faixa estudada. Isso
porque tem-se um crescente aumento de ®* com a concentragdo dos complexos
supramoleculares, conforme pode ser observado na Figura 25 C. Isso demonstra claramente o
efeito da ciclodextrina em promover uma estruturagdo do material, bem como aumentar sua

estabilidade frente a oscilagcdes mecanicas.

10.6.3 Cisalhamento oscilatorio e rampa de temperatura

A Figura 26 apresenta o comportamento da viscosidade complexa (n*) em fungdo da
temperatura para os cremes avaliados. Observa-se que todas as formula¢des exibiram
tendéncias semelhantes ao longo do aquecimento, com variagdes especificas conforme a
composicdo. Para todas as amostras observou-se uma acentuada queda da viscosidade do inicio
do experimento (10 °C) até cerca de 20 °C. Esse comportamento pode ser atribuido a
diminui¢do do atrito interno, decorrente do aumento da energia cinética molecular e da

consequente mobilizagdo das cadeias macromoleculares presentes no sistema. Apos essa faixa
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de temperatura, registrou-se um aumento progressivo da viscosidade até aproximadamente
40 °C. Tal elevacao pode estar relacionada a evaporacao de componentes volateis do sistema, o
que favorece a concentragdo dos constituintes estruturantes, resultando em maior resisténcia ao
escoamento.

Nas formulagdes contendo o EEF/BCD, a viscosidade apresentou um novo declinio a
partir de determinada faixa de temperatura (= 40 °C), comportamento que pode estar associado
a fusdo dos agregados coloidais presentes no meio, ocasionando desorganizagdo ou colapso
parcial da estrutura tridimensional da matriz (Figura 26 B). A comparagdo entre os perfis
reoldgicos das amostras contendo apenas o extrato vegetal livre e aquelas com o complexo
supramolecular evidencia diferencas significativas, sugerindo que a presenca da fCD promove
interacdes distintas com os componentes da emulsdo. Essas intera¢des influenciam diretamente
o comportamento térmico e a estabilidade estrutural das formulagdes, refletindo o papel
funcional das ciclodextrinas como agentes estruturantes e moduladores reoldgicos.

Todas as amostras tendem a ser mais viscosas em temperaturas baixas, o que ocorrera
em regides de clima frio, ao passo que tenderdo ser mais fluidas em regides de clima quente.
Contudo, as formulagdes contendo Lanette® + EEF/BCD nio parecem ser resistentes a elevadas

temperaturas, o que demandaria maior cuidado no transporte € armazenamento.

Figura 26. Varredura de temperatura em modo oscilatorio para formulagdes com EEF (A) e
EEF/BCD (B).
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Legenda: Lanette®: Base creme manipulado. EEF: Extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora
incorporado na base Lanette® nas concentragdes de 1,5, 3,0 € 6,0 %. EEF/BCD: extrato etanolico das
folhas de Plinia cauliflora complexado com BCD e incorporado na base Lanette® nas concentragdes
nominais de extrato de 1,5, 3,0 e 6,0 %. Fonte: Autoria propria.
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10.6.4 Experimento de fluéncia em curto intervalo de tempo

A andlise da fluéncia (creep) sob regime de tensdo controlada, utilizando redémetro do
tipo DHR-1 (TA Instruments), revela um comportamento dindmico particular decorrente do
acoplamento entre a inércia do sistema instrumentado e a elasticidade superficial do fluido. Em
escalas de tempo curtas (da ordem de ~10” a =~ 10° 5), a funcdo de fluéncia J,) (“compliance™),
expressa em Pa’!, pode exibir oscilagdes amortecidas até alcancar o regime estacionario de
deformacdo. Esse fenomeno ¢ conhecido como creep ringing, ou oscilagdo amortecida da
fluéncia, e é considerado uma caracteristica inerente a materiais viscoelasticos submetidos a
ensaios com influéncia significativa de inércia mecanica (Goudoulas e Germann, 2016).

No ambito da reologia de sistemas viscoelasticos, a observacao dessas oscilagcdes em
regimes temporais breves oferece informagdes relevantes sobre os mecanismos de relaxamento
estrutural e sobre a resposta dindmica da matriz coloidal. Essas informagdes contribuem para o
entendimento da elasticidade macromolecular e das interagdes moleculares envolvidas nos
processos de dissipagdo e armazenamento de energia mecanica.

Nas Figuras 27 - A e B, verifica-se que a adi¢do do extrato vegetal gerou o fendmeno de
fluéncia oscilatéria amortecida, tipica de sistemas que apresentam comportamento viscoelastico
dominante e estrutura interna tendendo ao estado so6lido (Tadros, 2015). Esse comportamento
amortecido pode gerar oscilagdes em tanques de agitagdo ou misturadores, especialmente na
fase transiente, quando se liga o equipamento. Para equipamentos bem dimensionados isso
geralmente ndo € critico, mas para situagdes opostas, pode ocasionar turbuléncias inesperadas
e de motores. No entanto, apenas a amostra Lanette® + EEF 6% apresentou fluéncia nio
amortecida, além dos maiores valores de fluéncia, os quais sdo condizentes com a hipdtese de
fraca estruturacao.

Em experimentos transientes conduzidos em maiores escalas de tempo, = 900 s, (Figuras
27 - C e D), praticamente todas as amostras analisadas mostraram comportamento viscoelastico
com significativa capacidade de recuperacdo estrutural apos o alivio da tensdo aplicada. Apenas
a amostra Lanette® + EEF 6,0% apresentou deformagio permanente, o que é caracteristico de
fluidos nao estruturados ou de baixa estruturagdo. Além disso, algumas amostras apresentaram
valores negativos de deformacgdo durante a recuperagdo, indicando recuperagdo superior a
100%. Esse fendmeno ¢ caracteristico de sistemas que acumulam energia mecanica durante a

fase de mistura e, posteriormente, a liberam parcialmente sob forma de movimento reversivel,
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evidenciando elevado grau de elasticidade e organizagao interna dos componentes estruturantes

do sistema.

Figura 27. A) e B) Experimentos de fluéncia para curto intervalo de tempo (0 a 1 s)
respectivamente para as amostras sem e com BCD. Tensdo constante de 5 Pa. C) e D)
experimento de fluéncia em longo intervalo de tempo (de 0 a 900 s).
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Legenda: Lanette®: Base creme manipulado. EEF: Extrato etanolico das folhas de Plinia cauliflora
incorporado na base Lanette® nas concentragdes de 1,5, 3,0 e 6,0 %. EEF/BCD: extrato etanolico das
folhas de Plinia cauliflora complexado com BCD e incorporado na base Lanette® nas concentragdes
nominais de extrato de 1,5, 3,0 e 6,0 %. Fonte: Autoria propria.

Ainda nas mesmas Figuras 27 (C e D), observa-se também uma clara tendéncia de

redugdo tanto da fluéncia quanto da recuperagdo com o aumento da concentragdo de extrato ou

de complexos, considerando a tensdo constante de 5 Pa. Isso significa que as amostras ficam

mais rigidas e menos expansiveis @ medida que se aumenta a concentragdo de extrato.
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Esses experimentos demonstram que as amostras sdo capazes de recompor parte da
estrutura, apos a retirada do estimulo mecanico, o que do ponto de vista de aplicagdo, ¢
interessante, por favorecer que o material mantenha, pelo menos parte de sua estrutura apos a
aplicacdo sobre a superficie da pele, a sua caracteristica de sistema de liberagdo controlada de

farmacos.
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11. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram a eficicia da complexacdo
supramolecular entre o extrato etanodlico das folhas de Plinia cauliflora (EEF) e a -
ciclodextrina (BCD), evidenciando sua aplicabilidade no desenvolvimento de formulagdes
topicas com propriedades anti-inflamatdrias e biocompativeis. Além disso, a encapsulacao
promoveu maior estabilidade térmica e modificacdes nas propriedades reologicas das
formulacdes, reforcando a rede estrutural da base Lanette®.

Os ensaios de viabilidade celular destacaram o perfil de seguranca das amostras, com a
complexacdo reduzindo a citotoxicidade do EEF em concentracdes elevadas, mantendo a
viabilidade celular acima de 70% nas linhagens J774A.1, L929 e BALB/c. A atividade anti-
inflamatoria foi significativamente potencializada pelo EEF/BCD, com reducao na producao de
oxido nitrico, corpusculos lipidicos e mediadores inflamatorios como PGE; e TGF-, sugerindo
um mecanismo de agao modulador sobre vias pré-inflamatorias.

A caracterizagdo macroscopica e fisico-quimica das formulagdes revelou
homogeneidade, estabilidade e pH adequado para aplicagdo topica, com a BCD mascarando
parcialmente os pigmentos do extrato e melhorando a aceitabilidade das formulagdes. Os
estudos reoldgicos confirmaram a influéncia do complexo nas propriedades viscoelasticas, com
aumento da resisténcia estrutural e comportamento tipo gel em concentragdes moderadas, além
de evidenciar o papel da BCD em favorecer a estabilidade das formulag¢des frente a diversos
tipos de estimulos mecanicos, favorecendo a estruturacdo dos cremes e tendendo a um aumento
do tempo de prateleira.

Em sintese, este trabalho valida a estratégia de encapsulagdo com BCD como uma
abordagem promissora para otimizar a solubilidade, estabilidade e atividade bioldgica de
extratos vegetais, além de mitigar potenciais efeitos citotoxicos. Os resultados obtidos
sustentam o potencial terapéutico do complexo supramolecular para aplicagdes no tratamento
de condi¢des inflamatdrias cutaneas, abrindo caminho para investigagdes pré-clinicas e clinicas
futuras. A integragcdo entre caracterizacdo fisico-quimica avancada, avaliagdo biologica e
desenvolvimento farmacotécnico apresentada nesta tese representa uma contribuicao relevante
para o campo da tecnologia farmacéutica e para o aproveitamento sustentavel de recursos

naturais.
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12. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este trabalho apresentou uma abordagem multidimensional, iniciada ainda no mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas, voltada ao desenvolvimento e a avaliagdo de complexos
supramoleculares entre os extratos etanolico das folhas e ramos de Plinia cauliflora (EEF e
EER) e a B-ciclodextrina (BCD), com aplica¢des farmacéuticas orais e topicas. A formagao dos
complexos foi confirmada por meio de técnicas espectroscopicas (RMN e Raman), que
evidenciaram interacdes de inclusdo molecular eficazes, promovendo melhorias significativas
na estabilidade, bioacessibilidade intestinal e nas propriedades reoldgicas das formulagdes
desenvolvidas.

No modelo oral, o complexo EER/BCD mostrou significativa atividade vasodilatadora
dependente do endotélio, sugerindo modulacao da via NO/sGC/cGMP por fendlicos presentes
no extrato, tais como taninos e derivados dos acidos elagico e galico. Além disso, os estudos
toxicologicos indicaram um perfil de seguranca satisfatorio, com destaque para o complexo
contendo a BCD, a qual contribuiu para a atenuacdo de alteragdes bioquimicas isoladas,
refor¢ando seu papel como excipiente funcional.

No modelo topico, a complexagdo do EEF resultou em formulacdes estaveis,
biocompativeis e com atividade anti-inflamatéria potencializada. A redugdo de mediadores
inflamatoérios e a baixa citotoxicidade in vitro sustentam o potencial terapéutico do EEF/BCD
para o tratamento de condi¢des inflamatdrias cutaneas. A BCD também contribuiu para a
melhora estética e funcional das formulagdes, promovendo homogeneidade, estabilidade de pH
e propriedades viscoelasticas favoraveis.

As andlises de caracterizagdo fisico-quimica, avaliagdo farmacologica e
desenvolvimento farmacotécnico conferem robustez ao projeto e demonstram a viabilidade do
uso de complexos com BCD como sistema promissor para a valorizagdo de extratos vegetais
com potencial terapéutico.

Os achados desta tese fundamentam a continuidade do projeto em multiplas frentes de
pesquisa:

e Para as formulagdes orais, estdo previstas investigacdes complementares em modelos
pré-clinicos com uso de inibidores especificos, como o L-NAME, para elucidar os
mecanismos moleculares da atividade vasodilatadora, além de estudos farmacotécnico,
farmacocinético e de biodisponibilidade do extrato complexo com incorporacdo do IFA

em uma forma farmaceéutica para a via oral.
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e Para as formulagdes topicas, sera conduzida a avaliagdo da permeacao e liberagao
cutanea, etapa crucial para a validacdo do desempenho terapéutico e potencial de
liberacao controlada dos ativos; assim como ensaios bioldgicos que confirmam o seu
potencial anti-inflamatorio.

e No ambito translacional, os resultados obtidos permitem vislumbrar o avanco para
ensaios clinicos iniciais, visando a validacdo da seguranga e eficicia dos complexos em
humanos, bem como sua possivel incorporagdo em fitoterapicos registrados.

e Do ponto de vista tecnologico, o sistema de complexacdo dos extratos com BCD sera
melhor compreendido através das andlises de diagrama de solubilidade; avaliacdo da
eficiéncia de encapsulacao; bem como por calculos teoricos da interagao dos ligantes
entre as substancias majoritarias dos extratos e a BCD através de simulagdes DFT

(Teoria Funcional da Densidade) in silico (modelagem molecular).

Ressalta-se que este estudo representa ndo apenas a consolidagdo de uma linha de
pesquisa iniciada no mestrado, mas também um ponto de partida promissor para sua
continuidade em nivel de pds-doutorado. Os resultados aqui apresentados contribuem
significativamente para o avanco do conhecimento sobre sistemas de liberagdo baseados em
complexos supramoleculares com BCD, e inauguram uma linha de pesquisa aplicada com
elevado potencial de impacto social, terapéutico e econdmico, especialmente no
desenvolvimento de fitoterdpicos inovadores, seguros e eficazes, a partir de recursos naturais

brasileiros.
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APENDICE

Parcerias Internacionais

O projeto de pesquisa aplicado ao Doutorado Sanduiche teve como objetivo aprofundar
os estudos sobre os extratos das folhas e ramos de jabuticaba e seus complexos
supramoleculares com ciclodextrina. Em parceria com o Prof. Dr. Francisco Antonio Macias
Dominguez do Grupo de Alelopatia, Departamento de Quimica Organica, Instituto de
Biomoléculas (INBIO), Faculdade de Ciéncias, da Universidade de Cadiz, Espanha, os estudos
avangaram no desenvolvimento tecnologico ja patenteado, ampliando o conhecimento sobre os
metabolitos secundarios presentes nos extratos etanolico da jabuticaba, bem como as interagdes
intermoleculares dos complexos supramoleculares. O objetivo foi impulsionar a inovagao
tecnologica de produtos farmacéuticos inéditos, utilizando partes subutilizadas da planta,
pertencentes a biodiversidade brasileira, e promover analises que assegurem a qualidade,
eficacia e seguranca das formulagdes farmacéuticas, garantindo sua viabilidade terapéutica e
conformidade com os 6rgaos de vigilancia sanitaria.

A doutoranda Ms. Priscila de Lima Paula desenvolveu parte de sua pesquisa no
Laboratério de Alelopatia sob supervisdo do Prof. Dr. Francisco Macias e da Prof* Dra.
Alexandra Durén, de 05 de junho de 2024 a 28 de novembro de 2024. As atividades
desenvolvidas conforme o estabelecido foram:

e [solamento dos principais componentes do extrato etanolico das folhas de Plinia
cauliflora por meio de diferentes técnicas cromatograficas (cromatografia em coluna,
cartuchos Sep Pack C-18, HPLC) utilizando distintas fases estaciondrias e solventes;

o Identificacdo das substancias presentes nos extratos etandlico das folhas e ramos de P.
cauliflora por UPLC-QTOF-ESI, realizado no “Servicio Central de Ciencia y
Tecnologia” (SC-ICYT) da Universidade de Cadiz;

e (Caracterizagdo das substancias isoladas por espectroscopia de RMN;

e Avaliagdo do bioensaio do coleoptilo etiolado de trigo com os extratos etandlico das
folhas (EEF) e ramos (EER) de P. cauliflora;

e Estudo da formacdo do complexo supramolecular entre o EEF e [-ciclodextrina
(EEF/BCD) por analise dos deslocamentos de RMN de 'H da BCD e do complexo

supramolecular;
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e Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacao de metabodlitos majoritarios do EEF, quercetina
e acido elagico, por HPLC-DAD;

e (dlculos teoricos da interacao dos ligantes entre as substancias majoritarias EEF,
quercetina e acido elagico, e a BCD através de simulagdes DFT (Teoria Funcional da
Densidade) in silico (modelagem molecular) foram realizadas para confirmar a
estequiometria do complexo supramolecular;

e Diagrama de solubilidade dos complexos supramoleculares através de suspensdes
aquosas sob agitacdo constante em sistema Sinthesis 1® e, posteriormente, analisados

em HPLC.

Todas as analises foram realizadas em tempo real com a participacao ativa da aluna, e
os dados obtidos ainda se encontram em desenvolvimento junto com a colaboragdo dos
professores responsaveis.

Outra parceria foi estabelecida com o Prof. Dr. Francisco Javier Otero Espinar, do
Departamento de Farmacologia, Farméacia e Tecnologia Farmacéutica, Faculdade de Farmacia
da Universidade de Santiago de Compostela, Espanha. A partir dos cremes formulados com o
EEF e EEF/BCD, foi possivel realizar uma andlise preliminar da permeacgdo cutanea. No
entanto, devido a quantidade limitada de amostra transportada, ndo foi viavel conduzir novos
ensaios para a confirmacdo dos resultados e a continuidade das analises de controle de
qualidade, tornando-se, assim, uma perspectiva para estudos futuros.

Como fruto deste trabalho e das colaboragdes internacionais estabelecidas, dois artigos
cientificos ja se encontram em processo de submissdo, € um terceiro estd em fase de
desenvolvimento:

1. Supramolecular Complex of Plinia cauliflora Leaf Extract with Cyclodextrin: A
Promising Anti-Inflammatory Phytotherapeutic

2. Oral Vasodilatory Potential of Supramolecular Complex from Jabuticaba Branch Extract
with Cyclodextrin

3. Isolation and Identification of Myricitrin from Plinia cauliflora Leaves
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Jabuticaba (Plinia cauliflora): Uma Revisao de Literatura Sobre Sua
Composicao Quimica e Atividades Biologicas

Priscila de Lima Paula*; Nubia Benini Andrade*; Lucas de Aradjo Carvalho®; Gustavo Lucas da Silva Lima®;
Rodrigo Luiz Fabril*

*Laboratorio de Produtos Maturais bicativos, Departamento de Bioguimica, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade
Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, MG, Grasil

*Autor para correspondéncia e-mail: | rodrigo fabn@ufifor

[Falavras-chave Resumo: O Brasil possui uma rica bindiversidade vegeral e, neste cantexto, a Pinig caulifora jabuticaba)
Plinia cawliffora se destaca como uma espécie nativa com grande potencial farmacoldgico. A planta @ enconlrada em
Fropriedades varlas regides do pais e tem sldo estudada por suas diversas atividades bioldgicas, como antlexidante,
farmacolégicas ant-inflamatdra, vasodilatadora, antitumoral, antiparasitaria, lelshmanicida, antidiarreica, antiobesidade e

hMetabdlitos secundanos  foloprotetora. Estas alividades estao associadas a presenga de compostos fendlicos, como antoclaninas,
flavonaides, procianidinas, dcidos fendlicos e taninas, e estio presentes nas diferentes partes da planta. ©
uso popular da P couliffara inclui o tratamento de diversas doencas, como disenteria, diarreia, inflamacdes,

Keywords gripe, bronguite e labirintite. Além dissa, os frutos da jabuticaba sdo consumidos dn nalurg & demenstram
Fiinia Coulifora beneficios 4 sadde, incluinde efeitos antioxidantes e a redugao dos niveis sérlcos de glicose e insulina em
Pharmacologleal Properties jndividuos saudavels. Mo entanta, apesar do uso tradiclenal, a pesquisa cientifica sobre as propriedades
Secondary Metabolites farmacolégicas das folhas e ramos da P couliffora é limitada, o gue apresenta uma oporiunidade de estudas

adicionals e exploragao de seu patenclal medicinal. Esta revisao descreveu as princlpals propriedades
guimicos @ bialdgicas encontradas na literatura sebre P couwliffora, com foco nas partes vegetais, bem
como folhas, ramos e frutos. A metodologia empregada nessa revisao foi a busca de Informagoes nos
bancos de dados: Coogle Académico, Sciele, Science Direct, Scopus, Periddico CAPES e PubMed; usando
palavras-chave em inglés ¢ portuguds, como “Plaig cauliflora”, “laboticaba®, “Jabuticabeira®, "Muyroiara
cauliffora™ e sindnimos. Os artigos cientificos prigrizados para a coleta de dados foram agueles publicadas
na tltma década, entre os anos de 2011 a 2023, A revisao destacou a importdncia de promover um melbhor
aproveilamento quimico-farmacoldgics da odas as partes da P cowliffora, incentivando pesquisas futuras
sobre a descoberta de novos compostos e a relagao destes fitoconstituintes com as atividades bioldgicas
presentes na espécie.

Jaboticaba [Plinia cauliflora): A Literature Review About Its Chemical Composition and Biological Activities
Abstract: Brazil has a rich biodiversity and, in this context, Plinla cauliflora [jaboticaba) stands cut as a native
species with significant pharmacolegical potential. The plant is found In various regions of the country and
has been studied for its diverse biological activities, including antioxidant, antl-inflammatory, vasodilatar,
antitumoral, antiparasitic, leishmanicidal, antidiarrheal, antiobesity and photopratective properties. These
activities are assoclated with the presence of phenolie compounds, such as anthocyanins, flavonaids,
procyaniding, phenolic acids and tannins, present in the different parts of the plant. The popular use of
P, cauliffora includes the reatment of various conditions, such as dysentery, diarthea, inflammatian, fu,
bronchitis and labyeinthits. In additien, jaboticaba feuits are consumed fresh and hava demonstrated health
benafits, including antioxidant effects and the reduction of sarum glucose and insulin levels in healthy
individuals. However, despite its traditional use, scientific research on the pharmacological properties of the
leaves and branches of 2 eouliffara are limited, which presents an appartunity For further study and explaration
of its medicinal potential. This review article aims to describe the main pharmacological properties found in
the literature abaut P coulifora, focusing an the plant paris: leaves, branches and fruits. The methodology
used in the literature review Included the fallowing databases: Coogle Scholar, Sciels, Sclence Direct, Scopus,
Penddico CAPES and PubMed; using keywords in both English and Portuguese language, such as "Flinia
cauliffora”, "laboticaba, "labuticabeira”, "Myrciaria cauliffiora”, and synonyms. The prioritized scientfic articles
for data collection were those published in the last decade, between 2011 and 2023. The review underscores
the imporance of promoting better pharmacological utilization of all parts of 2 caulifTora, encouraging fulure
research on the chemical composition and bislogical activities of the plant.

Recebldo am: 10/11/2023
Aprovacao final em: O1/01/2024
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Introdugao

O Brasil & o pals corn a maior biodiversidade do mundo (BRASIL, 2021). Sua extensao territorial
abriga diferentes ecossistemas compreendidos nas cinco regides geograficas do pais. A abundancia
de biomas possibilita uma flora variada, com espécies vegetais caracteristicas de cada regiao. Por
conseguinte, o pais assume um papel importante na conservagao e no uso sustentavel da sua
biodiversidade. No cenario da salde, diversas espécies vegetais possuem um grande potencial
para o desenvolvimento de novos medicamentos, uma vez que produtos naturais sao largamente
utilizados como fontes de agentes terapéuticos contra enfermidades cotidianas, seja por meio da
medicina tradicional como no uso popular (BRITO et al,, 2021).

Dentre as espécies nativas, encontra-se a Plinia couliflora (DC.) IKausel, nomeada popularments
como jabuticaba ou jabuticabeira. A arvare frutifera do bioma da Mata Atlantica pertencente a familia
Myrtaceae, que compreende o total de 109 géneros vegetais e tern no minimo 4 espécies sindnimas,
tais como Eugenia cauwliflora (Mart.) DC.; Myrcia jaboticaba (Vell) Baill; Myrciaria cawliflora (Mart.)
O Berg; Myrtus jaboticaba Vell. (TPL, 2022), entre outros. Seus frutos temn tonalidade roxo escuro,
formato arredondado, sabor agradavel e crescem diretamente ao redor do tronco, o gque conferiu a
jabuticabeira a nomeacao coloquial de “Arvore de uvas brasileiras” (WANG et al., 2014).

Conforme relatos da literatura, P. cauliflora apresenta inameras atividades biologicas. Dentre
elas, destacam-se as propriedades antioxidante, anti-inflamatoéria, antiturnoral (BRITO et al, 2021;
DUARTE et al, 2021; PAULA et al, 2021 e 2023}, antiparasitaria [ARAUJD et al, 2014), leishmanicida,
antidiarreica (BRITO, 2019), antiobesidade (MOURA et al, 2021} e fotoprotetora (CEFALI er al., 2021).
A grande diversidade de atividades bioldgicas da P. cauliflora esta associada, emn geral, a presenca
de compostos fendlicos na planta (SOUZA-MOREIRA et al,, 2013). As antocianinas, presentes nas
cascas dos frutos, sdo representantes fendlicos que atuam como fortes agentes antioxidantes
e anti-inflamatdrios (GALVAO et al, 2021). Além disso, descreve-se que a jabuticabeira & rica em
flavonoides, procianidinas, acidos fendlicos e taninos, os quais demonstraram acdes antioxidante,
anti-inflamatdaria, antimicrobiana, antialérgica e antitumoral (REYNERTSON et al, 2008; PAULA et
al., 2021).

Devido ao amplo perfil fitogquimico da espécie, muitas partes da arvore sao utilizadas para fins
farmacéuticos e medicinais (SOUZA-MOREIRA et al, 2013; WANG et al, 2014). O uso popular dos
ramos e das folhas para o tratamento de disenteria e diarreia é largamente empregado na regiao
Nordeste do Brasil (AGRA et al, 2008). Preparados nas formas de xarope, decoccoes e infusaes,
as folhas e ramos sao usados no tratamento de inflamacdes, gripe, bronquite e labirintite (CRUZ;
[KARPLAM, 2004; AGRA et al, 2008; PAIVA et af, 2017). Além disso, os frutos na sua forma in natura
promovem beneficios para a salde relacionados ao forte efeito antioxidante e anti-inflamatdaria
das cascas da jabuticaba e & promocao da diminuicao dos niveis séricos de glicose e insulina em
individuos saudaveis (PLAZA et al, 2016). No entanto, apesar da utilizacao popular de partes da
planta, poucos estudos cientificos foram realizados acerca do potencial biologico das folhas e
ramos de 2. cauwliflora.

Messe contexto, o presente artigo trata-se de uma revisao de literatura das partes da planta de uso
papular [frutos, folhas e ramos), tendo comao objetivo promover a discussao sobre as propriedades
farmacologicas da . cauliflora e seu potencial como planta medicinal. O estudo foi desenvolvido
paor meio da analise da literatura cientifica existente acerca da planta e da selecao critica dos dados
encontrados sobre a espécie, dando enfogque nas referéncias mais atuais. Os objetos de estudo
apresentados sao os aspectos botanicos, uso popular, composicao quimica, atividades bioldgicas e
possiveis utilizacoes farmacoldgicas da jabuticaba.

Aspectos botanicos

FPlinia cawliflora (DC) Kausel [Figura 1) € popularmente conhecida como jabuticaba, jabuticabeira,
jabuticaba-ponhema, jabuticaba-agu, jabuticaba-paulista e jabuticaba Sabara, cujos sindnimos
sao: Eugenia cauliflora (Mart.) DC.; Eugenia jaboticaba (Vell) Kiaersk., Muyrcia jaboticaba (Vell)
Baill.; Myrciaria cawliflora (Mart) O.Berg; Myrciaria joboticaba (Vell) O.Berg; Myrtus cauliflora Mart.;
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Muyrtus jaboticaba Vell,; e Plinia jaboticaba (Vell) IKausel [TPL, 2022). A espécie pertencente a familia
Myrtaceae, amplamente distribuida no Brasil, sendo nativa na Mata Atlantica com disseminacao
no Paraguai e Argentina (MAZZARING et al, 2017; MOURA et af, 2018; GASPAROTTO et al, 2019;

FAULA et al, 2021).

Fonte: Acervo dos autores, 2022,

Sua arvore tem cerca de 10-15 metros de altura, com folhas Unicas de até 7 cm de comprimento.
As flores e frutos crescem em cachos ao longo do tronco e galhos. O fruto da jabuticaba @ uma
baga do tipo globular de até 3,5 cm de diametro, com casca lisa, firme e brilhante, com mudanga de
verde para roxo escuro ou preto durante o amadurecimento e recobre uma polpa branca, translucida,
gelatinosa, com sabor doce e ligeiramente acido, que adere firmemente a umas quatro sementes.
Mo Brasil, a colheita ocorre geralmente de agosto a novembro, durante a primavera, sendo que os
frutos, apresentam vida Gtil curta, de trés dias apos a colheita (GASPAROTTO et al, 2019; INADA et
al., 2021).

A jabuticaba apresenta grande potencial de mercado, desde o fruto seco e produtos artesanais,
como sucos, geleias, vinagres, licores e vinhos. A espécie também & utilizada na industria
farmacéutica, por suas caracteristicas nutracéuticas, devido a presenga de compostos funcionais,
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como oleos essenciais nas folhas e alto teor de antocianinas nas cascas dos frutos. Além disso, ja
foi descrita na espécie a presencga de flavonoides, taninos, terpenos, alcoois e acidos organicos, gque,
de forma geral, também contribuem para o seu uso na industria (GASPARQTTO et af, 2013; INADA
et al, 2021; PAULA et al., 2021).

Alguns estudas relatam que P. cawliflora @ uma boa fonte nutricional de acido ascorbico (vitamina
C), rica em minerais com Ferro, manganés, cobre e potassio e também contém niveis significativos
de aminoacidos, como triptofano e lisina (WU; LONG; KEMELLY, 2013; INADA et al., 2021).

Uso popular

Mo Brasil, P. cauliflora pode ser encontrada nas regides nordeste, sudeste, centro-oeste e sul, o
gue proporciona um amplo uso popular da planta em diferentes estados do pais (CASPARCTTO
et al, 2019). Diversos estudos cientificos demonstram que a jabuticabeira € muito utilizada tanto
na alimentagdo como para fins medicinais, principalmente no tratamento de diarreia e desinterias
intestinais (GASPAROTTO, et al, 2019; PAULA et al,, 2021) pela populacao brasileira de areas urbanas
e rurais (DO NASCIMENTO et al, 2013; BORTOLOTTO et al, 2015; LEAL et al, 2018; GASPAROTTO
et al, 2019). Os beneficios da utilizagao tradicional de . cauwliflora estao associados aos compostos
fendlicos, que contribuemn para a capacidade antioxidante da planta (PLAZA et al, 2016).

O uso popular de P. cauliflora mais difundido no Brasil € para o tratamento de diarreia, no qual
frutos, ramaos e folhas da planta sdo empregados (GASPAROTTO et al, 2019). Entretanto, algumas
aplicagoes especificas da planta variam conforme as estruturas vegetais. Os frutos sao popularmente
utilizados para o tratamento de enfermidades como hemoptises, problemas respiratorios, como a
asma e tosses, e, na forma de gargarejo, contra inflamacgoes cronicas das tonsilas (WANG et al, 2014;
GASPAROTTO et al, 2019). As folhas e ramos sao partes vegetais normalmente descartadas para
o consumo alimenticio e utilizadas principalmente em carater medicinal. Por meio de infusdes ou
decoccdes, tais estruturas sao popularmente empregadas na terapia de irritacdes na pele, diarreia,
disenteria, bronquite, asma [SOUZA-MOREIRA et al, 2013; GASPAROTTO et al, 2019).

Em alguns estados do Brasil, as folhas e ramos de . cauliflora sao usados para o tratamento de
enfermidades distintas. As comunidades ribeirinhas da Bahia utilizam a infusao de folhas e ramos
no tratamento de hemorragias pélvicas, corrimento vaginal, feridas uterinas, e o xarope a base

de folhas & usado para o tratamento de doengas respiratdrias, como asma e bronquite (SOUZA-

MOREIRA et al, 2013; PAIVA et al, 2017; GASPARATTO et al, 2019). Ja a populacao rural do estado
do Mato Grosso emprega os ramos e folhas no tratamento de casos de labirintite (GASPAROTTO et
al,, 2019).

Metodologia

A revisao de literatura acerca de Plinia couliflora foi realizada com base nos seguintes
bancos de dados: Google Académico, Scielo, Science Direct, Scopus, Periodico CAPES e
FubMed; usando palavras-chave em inglés e portugués, como “Plinia cauliflora”, "laboticaba”,
“labuticabeira”, “Myrciaria cauliflora” e sindnimos. Os artigos cientificos priorizados para a
coleta de dados foram agueles publicados na Ultima década, entre os anos de 2011 a 2023,
As informacbes encontradas foram selecionadas com base na relevancia dos artigos e nas
partes da planta reportadas nas pesquisas, com énfase para as folhas, ramos e frutos. Dados
complementares apresentados sobre a espécie vegetal foram coletados em dissertagoes e teses.

Resultados e discussao

Artigos encontrados

Foramrecuperados 1831 artigos, onde 63 artigos abordarar as atividades bioldgicas de jabuticaba:
antioxidante, fotoprotetora, anti-inflamataria, cicatrizante, antitumoral, antidiarreica, antidiabética,
antiobesidade e antimicrobiana. Dentre estes, 16 demonstraram a composicao fitoquirmica de P
cauliflora e/ou de seus sindnimos, tais como a presenca de: acidos fendlicos, taninos, flavonoides,
antocianinas e terpenos. Cerca de 12 artigos/trabalhos citaram o uso de extratos das folhas, 6
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citaram extratos de ramos e 20 relataram estudos com extratos dos frutos inteiros ou partes dele.

Composicao fitoquimica

Acidos fendlicos

Segundo Galvao et al. (2021), o perfil de compostos fendlicos das folhas de P cauliflora foi
tracado por meio de Cromatografa liquida de ultra eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
[UPLC-QTOF-MS5) e Foram identificados os acidos fendlicos digalico e m-cumarico no extrato
hidrometandlico das folhas de jabuticaba. O acido digalico € apontado como um acido fendlico
nao mutagénico, carcinogénico e hepatotdxico (GALVAO et al, 2021). Porém, conforme as regras
de Lipinshi, houve alertas de instabilidade e toxicidade em sua estrutura. O acido m-curnarico
apresentou mutagénese consideravel quando isolado (RESENDE et al,, 2012) e esse efeito pode ser
inibido pelo acompanhamento de compostos quimicos com efeito quimioprotetor (GALVAQO et al,,
2021). Consoante a Paula et al. (2021), por meio da analise por Cromatografa liquida de alta eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas (HPLC-QTOF-MS), foram identificados, nas extratos etanolico
das folhas e ramos de jabuticaba, os acidos quinico, elagico, galico e seus derivados.

Em relag@o a quantificacao dos constituintes fenolicos realizado no estudo de Pinc et al. (2023),
observou-se que o extrato etandlico das cascas dos frutos de P. cauliflora apresentou um teor de
fendlicos totais (CPT) e flavondides totais (CFT) de 115,59 £ 1,79 g GAE (expressos em acido galico)
e 6,95 ¢ 0,04 ug QF (expressos em quercetina), respectivamente.

Antocianinas

A pesquisa realizada por Plaza et al. em 2016 identificou no extrato aquoso das cascas de frutos
da jabuticaba, por meio do método de Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (HPLC-DAD-ECD) acoplado a Espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-VIS), as
antocianinas cianidina-3-glucosideo (curamanina) e delfinidina-3-glucosideo (mirtilina). O estudo
relacionou as antocianinas encontradas ao efeito antioxidante desempenhado pelas cascas de
jabuticaba (FLAZA et af,, 2016).

Entre as antocianinas identificadas no extrato hidroalcoolico das cascas dos frutos, por meio da
técnica de HPLC-DAD-MS5, pelos autores Romao et al (2019) e Palozi et al. (2019) estao a O-hexosil-
cianidina e O-hexosil-delfinidina. A cianidina-3-0-glucosideo foi encontrada por Leite-Legatti et al.
[2012) no mesmo extrato hidroalcdolico por HPLC-MS. Além disso, no extrato metanolico do fruto
de . cauliflora explorado por Reynertson et al. (2006) e Gasparotto et gl (2019) Foram encontradas
as substancias cianidina-3-0-glucosideo e delfinidina-3-0O-glucosideo, por LC-M5 (REYNERTSOM
et al, 2006, GASPAROTTO et al, 2019).

Flavonoides

Os flavonoides possuern alto potencial para atividades anti-inflamatdria e antioxidante [PAULA
et al, 2021) e tais compostos podermn ser encontrados em diferentes partes de . cauliflora, como
demonstrado por Paulaetal. (2021) e Galvao et al. (2021}, que identificaram essa classe de metabdlitos
em alta concentracao nas folhas dessa espécie.

Galvao et al. (2021) identificaram 11 compostos flavonoidico no extrato hidrometandlico das folhas
de jabuticaba, divididos em seis subclasses de metabdlitos, por meio do sistema de UPLC-QTOF-MS.
Dentro da subclasse flavonol foram identificadas a quercetina, miricitrina, mirecitina-3'-glucosideo
e a miricetina. Da subclasse flavanol, catequina-5-0-galato e (+)-catequina. Da subclasse flavona e
flavonona, luteolina-7-glucuronida e eriocitrina, hesperetina e hesperidina, respectivamente. E da
subclasse dihidroflavonol identificaram a dihidroguercetina-3-0O-raminosideo.

FPaula et al. (2021) quantificaram o teor de flavonoide nos extratos etandlico das folhas e ramos
de jabuticaba e observaram que o teor flavonoidico nas folhas (72,52 + 0,72 ug/ma) era maior do
gue nos ramos (32,47 + 3,38 yg/maqg). Aléem disso, identificaram, por meio do sisterna de HPLC-QTOF-
M5, as substancias quercetina, quercitrina, miricetina, miricitrina e seus derivados, os quais foram
relacionados com as atividades anti-inflamatdria e antioxidante desempenhadas no mesmo estudo.
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Através da técnica de Cromatografia liquida de ultra-alto desempenho acoplada a Espectrometria
de Massas (UHPLC-M5/MS), Pinc et al. (2023) encontrou uma predominancia de flavonoides no
modo paositivo para o extrato etandlico das cascas dos frutos de P. cauliflora, sendo a quercetina o
compaosto majoritario.

Terpenos

Ma revisao feita por Wu, Long e Kennelly (2013) foi destacado a identificacao feita por Fortes
et al. (2011) dos monoterpenos (o- e B-pineno, a-terpineol, linalol (E) B-ocimeno) e sesquiterpenos
{amorfa-4,7(11)-dieno, &-cadineno, d-amorfeno e a-cadineno) do extrato hidroalcdolico dos frutos
da jabuticaba por Cromatografia gasosa acoplada & Espectrometria de massas (CG-MS), que
contribuern significativamente para o sabor dos frutos da jabuticaba.

Gasparotto et al. (2019) ressaltaram alguns terpenos presentes nos oleos volateis das folhas de
P. cawliflora, como o espatulenol (27,2%; alcool sesquiterpeno triciclico), dxido de cariofileno [21,6%;
sesquiterpeno biciclico) e epiglobulol (8,1%; sesquiterpeno aromadendrano). No que diz respeito
aos compostos que dao a caracteristica do aroma dos frutos, seus odorizantes mais fortes foram
(F-pineno (um isdmero de pineno com uma ligagdo dupla exociclica, que transmite um aroma de
madeira de pinho), 8-cadineno (que pertence a classe de sesquiterpenos, com um odor lenhoso e o
linalol (um alcool terpeno com um aroma floral).

Taninos

Reynertson et al (2006) identificaram o acido galico e o acido elagico, pela primeira vez em
2006, no extrato metandlico de P. cauliflora por HPLC. Wu et al. (2012) encontraram, pela primeira
vez, no extrato metandlico do fruto de Plinia sete galotaninos, sao eles a casuarina, casuarinina,
telimagrandina |, telimagrandina Il, pedunculagina, casuarictina e hexahidroxidifenoil-galoil-glicose,
juntamente cormn dois derivados do acido elagico, dilactona do acido valoneico e acido elagico-
pentasideo. Além disso, também foram isclados e identificados no estudo de Wu er al. (2013) dois
elagitaninos, a iso-oenaoteina C e ogenoteina C no extrato metanolico dos frutos da espécie.

Souza-Mareira et al. (2011) identificaram nos extratos etandlicos das folhas e frutos de jabuticaba,
por HPLC, a presenca dos acidos galico e elagico. Além disso, Souza-Moreira et al. (2013), isclaram
o tanino hidrolisavel casuarinina (elagitanino C-glicosidico), como o principal componente na fracao
de n-butanol das folhas de P. cauliflora.

Inada et al. (2021) salientam, em sua revisao, gue muitos estudos tém destacado a presenca de
taninos hidrolisaveis na jabuticaba, como elagitaninos e galotaninos, sendo que, os mais abundantes
eram os elagitaninos (vescalagina, castalagina e pedunculogina). Além disso, vale ressaltar que
o elagitanino cauliflarina foi detectado pela primeira vez ermn Myrciaria cauliflora por Pereira et al.
em 2017. Alguns desses estudos relataram que os taninos hidrolisaveis eram os compostos mais
abundantes em todo o fruto, polpa, casca e sementes (INADA er of, 2021).

Paula et al. (2021) identificaram por meio do sistema de HPLC- QTOF-M5S varios derivados tanicos
nos extratos etandlico das folhas e ramos de P. cauliflora, sendo em maior quantidade neste Gltimo,
tais como os derivados dos acidos elagico e galico, a casuarictina, epigalocatequina, telimagrandina
|, castalagina e dilactona do acido valoneico, ressaltando que esses 3 Ultimos compostos foram
identificados pela primeira vez nessas partes da planta.

Depsideos e outros compostos fendlicos

Em 2006, Reynertson et al. relataram que um novo depsideo, a jaboticabinag, junto com outro
depsideo conhecido, o 2-0-(34-dihidroxibenzoil)-2,4,6-acido tri-hidroxifenilacético, foi isolado e
identificado no extrato metanolico dos frutos da jabuticabeira.

Outros compostos fendlicos comuns, como hidroxicinamatos, foram isolados e relatados nos
frutos de jabuticaba (REYMERTSON, 2006; WU et al, 2012; WU, LONG; KENMELLY, 2013). Os acidos
cinamico, O-cumarico, protocatecuato e protocatecuato de metila também foram identificados no
estudo de Reynertson et al (2006). Ja no estudo de Wu er al. (2012), foram determinadas no extrato
metandlico da jabuticaba a presenca de siringina-3-0-glicosideo e siringina. Por fim, por meio de
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UPLC-QTOF, Galvao et al. (2021) identificaram o composto fendlico esculina no extrato hidroalcéolico
das folhas de jabuticaba.

Alividades biologicas

Antioxidante

O estresse oxidativo € um processo biolégico caracterizado pela incapacidade do sistema
bioldgico de neutralizar a excessiva producao de radicais livres. A superproducao de radicais livres
no organismo, decarrente do desequilibrio energético, é prejudicial a salde [PLAZA et al, 2016).
Estudos apontam que o estresse oxidativo esta relacionado com doencas significativamente
danosas, como a Diabetes Mellitus tipo 2, a resisténcia a insulina (GHOSH; KONISHI, 2007; GUO
et al, 2012; MATSUZAWA-MNACATA et al, 2008), doencas cardiovasculares (KEAMNEY et al, 2003)
e hipertensao arterial (ROBERTS et al, 2001). O aumento da incidéncia dessas doengas no mundo
destacou a importancia de desenvolver novos agentes antioxidantes [PLAZA et al, 2016).

Estudos apontam a atividade antioxidante da Plinia cauliflora, dentre os quais destaca-se as
pesquisas de Plaza et al, 2016, Cefali et al, 2021 e Paula et al, 2021, que analisaram a atividade
antioxidante de diferentes estruturas vegetais da jabuticaba.

Flaza et al. (2016) e Cefali et al. (2021) pesquisaram a capacidade de reduzir o estresse oxidativo
do extrato aquoso e etandlico das cascas dos frutos de P. cauliflora, respectivamente, por meio das
técnicas de reducao in vitro dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil {[DPPH) e acido 2,2 -azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-é-sulfénico) (ABTS), e demonstraram o alto potencial antioxidante dos extratos.
O estudo de Plaza et al (2016) ainda analisou a composicao quimica das cascas de P. cawliflora
por HPLC e correlacionou a presencga dos elagitaninos e galotaninos como sendo os principais
rmetabdlitos responsaveis pela atividade antioxidante.

FPaula et al. (2021) apresentaram a acao antioxidante dos extratos etandlico das folhas e ramos
da planta e ambos os extratos mostraram atividade antioxidante promissora para as diferentes vias
de oxidacao testadas. Os compostos fendlicos, tais como flavonoides, taninos e acidos fendlicos,
existentes nas estruturas vegetais, s3o os principais componentes responsaveis pela propriedade
bioldgica. A pesquisa apontou que novos testes precisam ser realizados para que uma formulagao
farmacéutica com os extratos seja desenvolvida. Neste estudo, foi abordado a importancia das
atividades biologicas de estruturas vegetais comumente descartadas no processamento dos frutos
da jabuticaba, contribuindo para o maior aproveitamento dessa planta.

Cefali et al (2021) estudaram a capacidade antioxidante do extrato etandlico das cascas de frutos
de jabuticaba. Testes in vitro com radicais DPPH e ABTS foram realizados para avaliar a atividade
antioxidante de P. cauliflora. Os resultados obtidos foram promissores, com potencial antioxidante
acima de 20% em ambos ensaios. Os autores reforgam a possibilidade de adicionar o extrato em
formulagoes cosméticas para protegao contra o envelhecimento prematuro.

Fotoprotetora

Os raios ultravioletas (UV) emitidos pelo sol sao os responsaveis por causar a maioria das
alteracoes fotocutanéas, devido a formacgao de radicais livres, como consequéncia da interagao
entre a radiacao UV e espécies reativas de oxigénio (EROs) [FERREIRA et al., 2021). Uma das formas
de prevenir e tratar os danos da radiacao UV a pele & a utilizacao de substancias antioxidantes,
principalmente de fontes naturais, uma vez gue, comprovada sua eficacia, podem potencializar a
fotoprotecdo da formulacdo (FERREIRA et al, 2021; SIMPOSIO DE FOTOPROTECAO EM FOCOD,
2021).

Os flavonoides sao substancias polifendlicas encontradas em frutas e vegetais com patencial
antioxidante, capazes de fornecer protecao a pele contra danos causados por estresse oxidativo e
exposicao a radiacao UV [BRAVO, 1998; GIACOMOMNI, 2008; MASAIKI, 2010). P. cauliflora apresenta
em sua casca alto teor de flavonoides (DANMNER et al., 2011), o que pode |he conferir tais propriedades
mencionadas.

O estudo de Cefali et al. (2021) avaliou o efeito fotoprotetor do extrato etanolico das cascas
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de P. cauliflora, bem como a incorporacdo do mesmo em uma emulsao Atocosmética oleo/agua.
Para isso, calculou-se o fator de protecao solar (FPS) in vitro (290-320 nm) do extrato puro, extrato
diluido (0,16% extrato puro: solvente v/v) e de sua farmulacao diluida em isapropanol (1:10 emulsao:
isopropanol v/v) por meio da espectrofotometria no ultravioleta-visivel. Os extratos bruto e diluido
e a formulacao fitocosmeética apresentaram um FPS de 24,86; 5,03 e 19,00, respectivamente. Tais
resultados podem ser atribuidos a presenca de flavonoides, o que torna a formulagao promissora,
principalmente em associacao a filtros solares fisicos (CEFALI et al, 2021).

Anti-inflamatoria

A resposta inflamatoria @ um processo fisioldgico que ocorre apods lesao tecidual ou exposicao
do organismo a um patogeno, ou substancia nociva. Os dois principais componentes da inflamacao
5ao as respostas imune inata e imune adaptativa (RANG; DALE, 2016). Esse processo é caracterizado
pela producao e liberagao de mediadores quimicos, como as cilocinas, quimiocinas, eicosandides
e fatares de transcricao nuclear kappa B (NF-kB) [RANG; DALE, 2016; XIAQ, 2021). Tais mediadores
sao os responsaveis pelos sintormas clinicos caracteristicos da inflamacao: lesao, dor, vermelhidao,
inchago local e febre [PAULA et al, 2021). Apesar da inflamagao ser um processo fisiolégico, a
exacerbacao do processo inflamatério pode provocar danos ao organismo e, por isso, & necessario
utilizar agentes farmacologicos anti-inflamatorios para combater o processo inflamatério (AZAB et
al., 2016).

Segundo relatos na literatura, a 2. cauliflora possui potencial para o desenvolvimento futuro
de um novo agente anti-inflarnatdrio (AZAR et al, 2016; PAULA et al, 2021 e 2023). Os extratos
etanolico das folhas e ramos da jabuticaba desempenharam importante atividade anti-inflamatéria
nos ensaios in vitro e in vivo realizados por Paula et al (2021). No ensaio in vitro, baseado na
determinacao indireta de oxido nitrico (NO) em sobrenadante de macrofagos 1774A.0, abservou-
se inibicdo de cerca de 95% na concentracdo de 125 pg/mlb para ambos os extratos. Ja no teste in
vivo, que analisou a reducao do edema de orelha estimulado com dleo de créton em camundongos
Swiss, os extratos etandlico das folhas e ramos apresentaram redugdo de cerca de 80% apos 6
horas de tratamento, reforgando a capacidade anti-inflamatdria da espécie. Quando encapsulados
com cicledextrina, os mesmos eXtratos demonstraram um aumento na absorgao dos componentes
ativos em comparacao aos extratos puros, pois em 4 horas de tratamento do edema de orelha, ambas
amostras (nas mesmas condi¢bes) mostraram inibicao do edema superior a 93%, enquanto que os
extralos puros necessitaram de mais tempo em contato com a pele para produzir uma resposta
equivalente aos extratos encapsulados (PAULA et al, 2023).

Tais estruturas vegetais (folhas & ramos) possuem poucos estudos acerca de seu potencial
farmacologico e sdo normalmente descartadas no processamento dos frutos da jabuticaba. Isso
demonstra a necessidade do maior reaproveitamento etnofarmacologico da espécie (PAULA et af,
2021).

Cicatrizante

A cicatrizacao de feridas e a regeneracao tecidual compreendem um complexo processo
biologico baseado em uma cascata coordenada de células e eventos moleculares que promoverm a
reconstituicao do tecido lesado [MARTELLI et al, 2018). A inflamacao & a etapa caracterizada pela
presenca de neutrofilos e mondcitos no tecido danificado secretando enzimas proteoliticas, fatores
de crescimento e citocinas pré-inflamatorias (CANGWAR, 2015; MARTELLI et al, 2018). Problernas
na cicatrizagao podern decorrer de respostas imunes e inflamatdrias descontroladas, infecgoes
microbianas e producao excessiva de espécies oxigenadas reativas (CANGWAR, 2015).

As cascas de P cauliflora possuem uma composicao rica em antocianinas, que sao responsaveis
pela atividade antioxidante dessa planta (PITZ et al, 2016). Assim, essas estruturas vegetais podem
reduzir o estresse oxidativo e auxiliar na melhora das etapas da cicatrizagao de feridas.

itz et al (2016) avaliaram a cicatrizagao de feridas do extrato hidroalcoolico das cascas de
jabuticaba em testes in vitro. O ensaio de proliferacao celular foi realizado com fbroblastos de
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camundongos. O extrato estimulou a proliferagéo celular em 100 pg/mlL depois de 24 horas e em
25,50 e 100 pg/mL apds 48 horas. Na concentracao de 200 ua/mL o extrato vegetal demonstrou
ser citotoxico, reduzindo a viabilidade celular. Além disso, o teste de Scratch Assay também foi
realizado para avaliacao da cicatrizacao por meio da migragao de células sob estimulo da amostra.
As concentragoes de 0,5 e 100 pg/mL aumentaram a taxa de migracao celular apos 12 h. Fortanto,
foi concluido que . cawliflora apresenta potencial no processo de cicatrizacao de feridas (PITZ et al,
2016).

Castangia et al. (2021) demonstraram o potencial cicatrizante do extrato aquoso liofilizado das
cascas de jabuticaba incorporadas a nanovesiculas fosfolipidicas para os queratindcitos da pele
humana. Os autores apontam que P cauliflora pode ser uma fonte sustentavel de elagitaninos e
antocianinas na incorporacao de formulacdes cosmeéticas para cuidados corn a pele. O extrato foi
incorporado emvesiculas poliméricascomgrande similaridade asmembranas celulares fosfolipidicas,
com intuito de aumentar a estabilidade dos compostos, além de veicular e potencializar a atividade
cicatrizante. Foram realizados ensaios jn vitro de biocompatibilidade e efeito protetor de estresse
oxidativo, onde comprovaram que o extrato vegetal incorporado em vesiculas apresenta maior
viabilidade para as células da pele, aproximadamente 100% em comparacao a dispersao aquosa,
com cerca de 88%. Portanto, o estudo concluiu que o extrato das cascas de jabuticaba possui grande
potencial terapéutico para a cicatrizagao de feridas da pele, principalmente quando incorporado
a sistemas nanomeéricos, como as vesiculas de hialuronano-transfersomas, representando um
sistermna promissor para o tratamento de doengas de pele (CASTAMNGIA et af, 2021).

Antitumoral

O cancer @ uma doenca caracterizada pelo crescimento celular desordenado, o que gera a
formacao de tumores (DASHORA et al,, 2011). As células cancerosas sao caracterizadas pela perda
de funcionalidade, incapacidade de diferenciacao, capacidade de invasao tecidual e de produzirem
metastase (RANG et al, 2016). Atualmente, o cancer &€ um dos grandes problemas de saude plblica,
devido a sua magnitude epidemiocldgica e complexidade do tratamento farmacoldgico (DUARTE
et al, 2021), no qual os farmacos antitumorais tradicionais sao altamente citotoxicos, causando
rmuitos efeitos adversos nos pacientes (RANG et al,, 2016). Devido a isso, € imprescindivel que novos
agentes antitumorais sejam encontrados visando terapias mais eficazes e menos danosas para o
tratamento do cancer.

Wanaq et al. (2014) testou o efeito antiproliferativo de diferentes extratos aquosos e etanoicos de
sementes, tronco e cascas dos frutos da P. cauliflora contra células cancerigenas orais humanas.
Os resultados apontaram gque apos 24 h do tratamento com os diferentes extratos vegetais, o
extrato aquoso das sermentes de jabuticaba foi o que demonstrou maior potencial antiproliferativo,
com concentracao inibitoria média (Cl_ ) de aproximadamente 15 pg/mL. Outro efeito biologico
apresentado pelo mesmo extrato foi o estimulo de apoptose celular nas células cancerigenas,
aumentando15,2% nas células tratadas com 10 ug/mL e 57,1% na concentragao de 50 g/ mL. Portanto,
os autores concluiram que as sementes da jabuticaba apresentam grande potencial antiturmoral e
podem ser a chave para a melhora do tratamento do cancer.

Duarte et al. (2021) estudaram o efeito antitumoral in vive do extrato acetdnico das cascas dos
frutos de P. cauliflora em um tumor sélido de Ehrlich. O tumaor de Ehrlich & um adenoccarcinoma
rmamario com grandes areas de necrose de facil manuseio empirico (SELEME, 2005; DUARTE et al.,
2021). Os animais tratados com o extrato de jabuticaba tiveram redugao de massa tumoral de 54,5%,
em comparagao com a massa tumoral do grupo de controle negativo que erade 231+ 035ge o
grupo de animais tratados com 5-fluorouracil (agente antitumoral tradicional) teve reducao de 65,434
O extrato vegetal diferentemente do 5-fluorouracil nao alterou nenhum parametro bioquimico e
hematolégico dos camundongos, o que indica baixa toxicidade (DUARTE et al, 2021). Os autores
concluiram que a P cauliffora tern grande potencial antitumoral, podendo ser incorporada em
formulagdes para o tratamento de cancer, além de apresentar vantagem sob o tratarmento tradicional,
uma vez gue foi observada a auséncia de efeitos taxicos, fisicas, comportamentais, bioguimicos ou
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hematoldgicos.

Em estudo de Lin e Huang (2023), foram observados efeitos citotdxicos e antiproliferativos do
extrato hidroalcdolico de frutos de . cawliffora nas células de melanoma B16F10. As monocamadas
de celulas BI6FI0 em placas de 96 pogos foram expostas ao extrato em diferentes concentragoes
por pogo. Apos a incubacgao, o extrato em concentragoes de 400, BOO, 1000 e 1500 pg/mL causou
morte celular em células BI6FI0 a taxas de 2,17, 72 e 98 %, respectivamente. A incubacao de células
BI6FI0 com o extrato, na concentragao de 1500 pg/ml, resultou em morte celular quase completa.

Segundo os autores, estas descobertas indicam que o extrato de . cauliflora exibe atividade anti-

SSB (Single-Stranded DMNA-Binding Protein) e possui potencial anticancerigeno, tornando-o um
candidato promissaor para futuras aplicacées médicas.

Antidiarreica

A diarreia & uma desordem gastraintestinal definida pela Organizacao Mundial da Salde (OMS)
como a formacao, por dia, de trés ou mais episadios de fezes amolecidas/ liquida, cu a eliminacao de
fezes mais frequente que a habitual. Logo, esta relacionada com volume, frequéncia, caracteristicas
de dejecgoes, bern como a influéncia dos habitos alimentares (FIRES et af, 2015; OLIVEIRA et al,
2018).

Para o processo de remissac dos quadros diarreicos, terapias imediatas como a reidratagao oral,
alimentacao balanceada e probidticos sao utilizadas, além do uso de medicamentos parareducao da
motilidade (SHARMA; SHARMA, 2007, BRITO, 2019). Entretanto, medicamentos como a loperamida
e o difenoxilato tém provocado reagoes colaterais de constipagao e distensao abdominal (RANG;
DALE; RITTER, 2001).

Desse modo, os produtos naturais com agao terapéutica eficaz tém surgido como uma alternativa
de baixo custo para controlar a desardem intestinal (BRITO, 2019). A casca da espécie P. cauliflora
& usada popularmente no tratamento da diarreia, devido & presencga de taninos gue possuem
propriedades adstringentes [SOUZA-MOREIRA et al, 2011; QIN et al,, 2011; INADA et al., 2021).

Grito (2019) investigou a acao antidiarreica da casca do fruto de P cauliflora (extrato metandlico
acidificado) por meio do método de indugao da diarreia por dleo dericino. O tratamento com o extrato,
nas concentragdes de 200 e 400 mg/kg, reduziu significativamente o namero de fezes molhadas
em 82 e 96,6 %, respectivamente. Em relagao aos fluidos intestinais, as concentragoes de 200 e 400
mg/kg foram capazes de reduzir o acimulo de fluido em cerca de 50 e 63,2 %, respectivamente. Na
motilidade intestinal, ambas doses reduziram significativamente a distancia percorrida pelo carvao
ativado, bemn como promoveu uma porcentagem significativamente menor de transito intestinal

(17,5 e 9,5 %, respectivamente), guando comparado ao controle negativo (79,3%). Dessa forma, pode-

se concluir gue a presenca de flavonoides, fenilpropanoides e terpenos presentes neste extrato,
podem estar associados aos efeitos antidiarreicos observados nesse estudo (BRITO, 2019).
Consoante a revisao de literatura feita por Wu, Long e I<ennelly (2013), os extratos etandlico das
folhas de jabuticaba apresentaram atividade antidiarreica contra as espécies Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Salmonella spp., e Shigella spp., mas nao mostrou efeito sobre a motilidade intestinal
[SOUZA-MOREIRA et al, 2011). Ja na revisao de literatura feita por Gasparotto et ol. (2019), relatou-se
nos estudos de Souza-Moreira et al. (2011) que os camundongos suigos tratados por via oral com
extrato etandlica das folhas de 2. caufiflora (1000 ma/hg) ndo apresentaram alteracbes na motilidade
gastrintestinal. Desta forma, o efeito antidiarreico nao age necessariamente na motilidade intestinal.

Antidiabetica e antiobesidade

A diabetes é uma condicao metabdlica cronica caracterizada por hiperglicemia, resultante da
insuficiéncia na produgado ou utilizagcao de insulina, um hormodnio critico na regulacao da glicose
sanguinea. A obesidade mantém uma relagao estreita com a diabetes, pois o excesso de adiposidade
corporal, especialmente na regiao abdominal, amplifica a resisténcia a insulina, resultando em
desequilibrios no controle glicémico [SANCHO; PASTORE, 2012).

Conforme a alguns estudos, as antocianinas podem prevenir o Diabetes Mellitus tipo 2 ([DM2) e

Vou27,n15um, 2024 -CONCAF  FRgvista Brasieira Multidscipinar - ReBram 171



155

FPaula et al.

faisotsintinigieks s
obesidade [SANCHO; PASTORE, 2012). Recentemente, a jabuticaba mostrou ter beneficios sobre
o tratamento da obesidade e resisténcia & insulina em experimentos com animais, devido a alta
concentragao de antocianinas nas cascas do fruto (WU; LONG; KENMELLY, 2013). Moura et al. (2018)
observaram gue animais alimentados com extrato metandlico do fruto da jabuticaba comn baixa e alta
concentragao de taninos exibiram efeitos antidiabgéticos, sendo que este ultimo, reduziu os niveis de
insulina, aumentou o indice homeostatico de resisténcia a insulina (HOMA-IR) e apresentou uma
inibicao promissora da o-glucosidade in vitro (INADA et al,, 2021).

Moura et al (2021} avaliaram o efeito do extrato fendlico dos frutos maduros de jabuticaba
diante da obesidade, e, como resultado, o extrato foi capaz de reduzir significativamente o estresse
oxidativo e a hiperlipidernia, prevenindo o ganho excessivo de peso corporal em camundongos
alimentados com dieta obesogénica.

Lenquiste et al. (2012) relataram que o consumode 1,2 e 4 ¥ da casca liofilizada de jabuticaba pode
reduzir a insulina sérica (47,57 e 52 %, respectivamente) e HOMA-IR (40, 54 e 48 %, respectivamente)
em ratas obesos. Além dissg, o consumo de 2% maostrou aumentar os niveis da lipoproteina de alta
densidade (HDL) ern 41,65% e melhora a resisténcia a insulina.

Gasparotto et al. [2019) evidenciou ern sua revisao que o extrato de farinha da casca da jabuticaba
(7,10 e 15 %) adicionado a uma dieta moderadamente rica em gorduras teve efeitos hipolipemiantes,
especialmente no que diz respeito a redugdo dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos em
ratos tratados com a dieta por quatro semanas.

Segundo revisao de Inada et al (2021), dois ensaios clinicos relataram que o consumo agudo
da casca de jabuticaba em po e seu suco por individuos saudaveis reduziram a glicose sérica
[BALISTEIRO er al, 2017) e o nivel de insulina apds uma refeicao (PLAZA et al, 2016). Esses efeitos
foram associados ao aumento da fosforilagao do receptor de insulina (pIRS-1) (LAMAS et al., 2018),
aumento da sensibilidade a insulina restaurando a transducéo de sinal prejudicada por meio da via
IR/IRS1I/ARL/FoxO no figado e tecido adiposo de camundongos (DRAGANO et al, 2013), aumento
do tecido hepatico, adiposo e masculo Akt (MOURA et al, 2021), e inibicao in vitro de ar-glucosidase
[CALLONI et al, 2020; FIDELIS et al, 2020; MOURA et al, 2018) e ar-amilase (FIDELIS et al., 2020).
Tais atividades foram relacionadas aos compostos fenolicos, possivelmente hidrolisaveis e taninos
condensados.

Antimicrobiana

Agentes antimicrobianos tém sido usados desde o século XV para o tratamento de doencas
infecciosas. Entretanto, o seu uso indiscriminado pela populacao vem causando sérios problemas
de saude publica em todo o mundo, pois os microrganismos tém a capacidade de desenvolver
resisténcia a esses agentes terapéuticos (CHIS et al, 2022; CHAVASCO et al, 2014). Assim, os
pradutos naturais tém se tornado um interesse crescente como uma fonte promissora de novas
substancias antimicrobianas (AMANING, et al,, 2022).

Seqgundo a revisao de Wu, Long e I(ennelly {2013), o extrato etanolico das folhas de jabuticaba
apresentaram uma forte atividade bactericida in vitro diante do bioflme bacteriano oral, bem cormo
atividade contra Sthapyloccocus aureus. Quanto a atividade antifingica, o extrato das folhas
apresentou alta atividade contra as espécies Candida tropicalis e Candida albicans. Outra observacao
foi a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de jabuticaba diante da bactéria gram-positiva,
[Klebsiella pheumoniae.

Em sua revisao, Gasparotto et al. (2019) evidenciaram que os extratos aquoso, etanolico,
metanolico e cloroformico das folhas de P cauliflora apresentaram alta atividade contra espécies
de Candida spp. Os autores também destacaramn a susceptibilidade das cepas de Candida krusei
diante do extrato etandlico e a fragcao n-butanolica.

Inada et al (2021) relataram em sua revisdao de literatura que extratos hidroalcoolico,
hidrometandlico e hidroaceténico das cascas e sementes de jabuticaba apresentaram ampla
atividade antimicrobiana in vitro contra varios fungos e bactérias gram-positivas e negativas,
como Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, 5. aureus, Escherichia coll,
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dentre outros. Tais achados possivelmente estao relacionados & presenca de flavonoides e taninos
hidrolisaveis, reconhecidos na literatura por sua atividade antimicrobiana.

Oliveira et al. (2011} avaliaram a atividade antimicrobiana de duas formulagoes farmacéuticas
[creme tdpico e enxaguante bucal) com 0,25% do extrato etandlico das folhas de P cauliflora (70%). Os
efeitos antissépticos do creme topico e enxaguante bucal que continham o extrato foram avaliados
contra 5. aureus, Staphylococcus epidermidis, E. coli, Lactobacillus acidophilus e C. albicans. Como
resultado, os extratos foram ativos contra todos 0s microrganismos testados, com a excecao de L.
acidophifus.

Conforme o estudo realizado por Chavasco et al. (2014), C. albicans foi susceptivel ao extrato das
folhas de P cauliflora, e tal atividade pode estar relacionada a presencga de flavonoides, alcaloides,
saponinas e taninos.

Na pesquisa de Lin e Huang (2023), o extrato hidroalcdolico de frutos de P. cauliflora exibiram
atividade antimicrobiana através do ensaio de difusao em agar. As capacidades antibacterianas do
extrato foram quantificadas pela zona de inibigao. Este extrato exibiu atividades antibacterianas
promissoras contra os patdogenos humanos E. coli, K pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e S.
aureus e produziu as zonas de inibicgdo de 19 +1,19 £ 2,18 + 2 e 22 + 2 mm, respectivamente.

O trabalho desenvolvido por Pinc et al. (2023) avaliou as atividades antibacteriana e antifungica
do extrato etandlico da casca dos frutos de . cauliflora através do método de Concentracao Inibitdria
Minima (CIM). Os resultados obtidos foram satisfatdrios para a inibigao de bactérias Bacillus subtilis,
E. coli, 5. aureus e P. aeruginosa. Entretanto, para a atividade antifiingica, o extrato avaliado nao
apresentou resultados significativos para a inibigao do fungo C. albicans.

Conclusao

Este trabalho de revisao apresentou estudos cientificos acerca do uso popular da Plinia cauliflora,
bem como da composicao fitoquimica de suas estruturas vegetais e as principais atividades
bioldgicas encontradas na literatura sobre esta espécie vegetal. O principal uso popular identificado
no Brasil foi para o tratamento da diarreia, porém outras doencas popularmente tratadas com a
jabuticaba sao inflamacgoes, desinterias intestinais, asma, bronquite e tosses. A composicao
fitoquirmica de P. cawlifiora é definida como rica em compostos fendlicos, a exemplo das antocianinas,
flavonoides e taninos, além de compostos terpénicos, que estao diretamente relacionados com as
propriedades terapéuticas das diferentes partes da arvore. As atividades biolégicas desempenhadas
pela jabuticaba com maior quantidade de estudos encontrados na literatura sao as atividades
anti-inflamataria e antioxidante. Pesquisas recentes também demonstram o grande potencial
antimicrobiano, cicatrizante e antitumoral de P. cauliflora, erm testes in vitro e in vivo. As perspectivas
futuras obtidas na presente revisao sao de que a jabuticaba tem alto potencial para ser utilizada
como fonte natural alternativa no desenvolvimento de uma grande diversidade de formulagoes
farmacéuticas, devido aos efeitos farmacoldgicos promissores que a planta apresenta. E esperado
que haja o maior aproveitamento das partes vegetais descartadas durante o processamento
do fruto da jabuticaba, tais como os ramos, folhas, cascas e sementes, visto que varios estudos
demonstraram que essas estruturas vegetais possuem atividades biologicas e rica composigao
fitoquimica. Ademais, serao necessarios novos estudos, para que seja comprovada a eficacia e
seguranga da utilizagao da jabuticaba em futuras formulagdes farmacéuticas.
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