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RESUMO

Chrysobalanus icaco L. (Chrysobalanaceae) é uma espécie polimérfica, amplamente
utiizada na medicina popular brasileira, cujas investigacbes quimicas e
farmacolbgicas tém revelado resultados promissores. Entretanto, a composicdo
quimica de extratos a base de plantas pode ser influenciada pelas condi¢cdes
ambientais, pela genética ou por uma combinacdo de ambas. Nesse contexto, torna-
se essencial o estabelecimento de padrbes de identidade e perfis de controle de
gualidade do extrato de C. icaco para garantir a confiabilidade e repetibilidade das
pesquisas farmacologicas. Para isso, foi adotada uma abordagem multidisciplinar,
integrando quimica analitica, genética molecular e farmacologia na avaliacdo de 25
espécimes silvestres de C. icaco, procedentes de 15 municipios do Para (Brasil). As
amostras foram coletadas durante as estacfes de maior e menor precipitacao
pluviométrica. Inicialmente, utilizou-se cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia
com deteccao por arranjo de diodos (UHPLC-DAD) para estabelecer fingerprint do
extrato hidroalcodlico de C. icaco. Também foi utilizada cromatografia eletrocinética
micelar de fluxo invertido (RF-MEKC) para estabecer fingerprint do extrato
hidroalcodlico de C. icaco, como uma técnica alternativa. Esses dados foram
submetidos a analise multivariada e dois modelos foram obtidos a partir da analise
de componentes principais (PCA) e analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA). Em seguida, as técnicas de UHPLC-DAD e espectrometria de
massas sequencial com ionizacdo por electrospray (ESI-MS/MS) foram utilizadas
para identificar os principais compostos responsaveis pela separacdo em classes.
As amostras foram categorizadas em duas classes: Classe 1 (morfotipo vermelho) e
Classe 2 (morfotipos branco e preto). Esses resultados revelaram a existéncia de
dois quimiotipos, o que foi reforcado pela caracterizacdo genética. Adicionalmente,
identificou-se correlacdo entre os dados de fingerprint e os das andlises de
fertilidade do solo e de tecido foliar. De maneira geral, os extratos hidroalcodlicos de
C. icaco apresentaram efeito citostatico, bem como alguns extratos foram seletivos
contra células tumorais de ovéario (OVCAR-3), célon (HT-29), pulmdo (NCI-H460) e
leucemia (K-562). A constatacdo mais importante deste trabalho foi a de que os trés

morfotipos de C. icaco nao sao todos fitoequivalentes uns aos outros.



ABSTRACT

Chrysobalanus icaco L. (Chrysobalanaceae) is a polymorphic species, widely used in
Brazilian popular medicine. Researchers reported very promising results in chemical
and pharmacological investigations. However, the chemical composition of herbal
extracts can be influenced by both, environmental conditions and genetics. In this
context, it is essential to establish identity standards and quality control profiles of the
C. icaco extract that ensure the reliability and repeatability of the pharmacological
research. For this purpose, a multidisciplinary approach was adopted, integrating
analytical chemistry, molecular genetics and pharmacology in the evaluation of 25
wild specimens of C. icaco from 15 municipalities of Para State (Brazil). Samples
were collected in periods of high and low rainfall. Initially, ultra-high efficiency liquid
chromatography with diode array detection (UHPLC-DAD) was used to establish the
fingerprint of the C. icaco hydroalcoholic extract. Reverse-flow micellar electrokinetic
chromatography (RF-MEKC) was also used to establish fingerprint of the C. icaco
hydroalcoholic extract, as an alternative technique. The acquired data were
submitted to multivariate analysis and two models were obtained from principal
component analysis (PCA) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA).
Subsequently, UHPLC-DAD and electrospray ionization tandem mass spectrometry
(ESI-MS/MS) techniques were used to identify the main compounds responsible for
class separation. The samples were categorized into two classes: Class 1 (red
morphotype) and Class 2 (white and black morphotypes). These results pointed to
the existence of two chemotypes, which was reinforced by the genetic
characterization. Additionally, the fingerprint data presented a correlation with soil
fertility and leaf tissue data. In general, C. icaco hydroalcoholic extracts showed
cytostatic effect, and some extracts were selective against ovarian (OVCAR-3), colon
(HT-29), lung (NCI-H460) and leukemia (K-562) cell lines. The most important finding
in this study was that the three morphotypes of C. icaco are not all phytoequivalent to

each other.
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1. INTRODUCAO

Diabetes Mellitus é uma doenca que afeta mais 415 milhées de adultos no
mundo e cuja estimativa de custos com o tratamento & superior a 673 bilhdes de
dolares®. No Brasil, calcula-se que esse nimero ja ultrapasse nove milhes de
pessoas maiores de 18 anos e permaneca em ascensdo, como na maioria dos
paises do mundo, em especial nos paises em desenvolvimento onde a medicina
tradicional a base de plantas desempenha um importante papel e, as vezes, € a
principal fonte de cuidados com a satde®?.

Frente a essa realidade, € crescente o interesse no estudo sobre plantas
com potencial hipoglicemiante identificado pelo conhecimento tradicional*>®7891011
Dentre essas plantas, o “ajuru” (Chrysobalanus icaco Linnaeus, Chrysobalanaceae)

é uma espécie nativa da Amazonia e Mata Atlantica'**

, cuja folha, raiz ou casca do
caule é especialmente utilizada na medicina popular brasileira para o tratamento de
diabetes****® Também conhecida como "ajuru-vermelho", “ajuru-branco” e “ajuru-
preto”, C. icaco € uma espécie Unica polimorfica que varia principalmente na cor e
tamanho do fruto, forma e tamanho da folha, e habito de crescimento. Essas
diferentes formas ou morfotipos crescem lado a lado, sem qualquer separacéo
ecoldgica e sem ser possivel subdividir essa espécie com base apenas em material
de herbario™.

17,18,19,20'

O efeito antidiabético de extratos de C. icaco tem sido reportado

bem como pesquisas sobre suas propriedades anti-inflamatéria e antinociceptiva®,

20,21,23,24,25 19,25

antileishmania®?, antioxidante , genotéxica’®?®, antimicrobiana®, anti-HIV?,

antiangiogénica®®, anticancer e antiresisténcia a multiplas drogas®, e prevencéo do

17,18

ganho de peso Em estudos fitoquimicos, a presenca de grupos quimicos

farmacologicamente importantes como flavonoides e terpenoides'®!”2326:27:3031 5
identificada.

No entanto, apesar dos muitos resultados promissores, sabe-se que a
eficacia de um extrato a base de plantas é normalmente derivada das interacdes
sinérgicas entre seus multiplos constituintes quimicos. Além disso, a biossintese de
metabolitos secundarios é frequentemente afetada pelas condicbes ambientais, pela
genética ou por uma combinacdo de ambas®, o que pode originar variacées no

conteudo total e/ou nas proporc¢des relativas desses constituintes, alterando o efeito
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terapéutico desejado*3*.

Nesse contexto, o0 estabelecimento de padrbes de
identidade e perfis de controle de qualidade de extratos de C. icaco para garantir a
confiabilidade e repetibilidade das investigacdes farmacoldgicas, torna-se essencial.
Com esse proposito, adotou-se abordagem sistémica e multidisciplinar,
integrando quimica analitica, genética molecular e farmacologia na avaliacdo de 25
espécimes silvestres de C. icaco, procedentes de 15 municipios do estado do Para,
Brasil, e coletados durante as esta¢gfes de maior e menor precipitagdo pluviométrica.
Este trabalho representa uma etapa imprescindivel para a aquisicdo de

conhecimento consistente, capaz de responder 0s seguintes questionamentos:

* Os diferentes morfotipos de C. icaco fornecem extratos hidroalcodlicos
semelhantes?

¥ A biossintese dos metabdlitos secundarios (em especial polifenois) em folhas
de C. icaco é influenciada pela procedéncia geografica e/ou a sazonalidade

do material botanico?

Este projeto de pesquisa foi autorizado em conformidade com a legislacao
nacional em vigéncia por ocasiao do inicio do trabalho e esta incluido na Autorizacéo
Especial de Acesso e de Remessa da Embrapa para fins de Pesquisa Cientifica
junto ao IBAMA (n° 002/2008), sob Processo n°® 02001.002715/2014-26 (Anexo 1).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Determinar parametros de identidade e qualidade de fitoproduto (tintura)

de folhas de C. icaco, pela aquisi¢cdo de fingerprint associado a analise multivariada,

considerando a procedéncia e a sazonalidade do material botanico.

2.2.

Objetivos especificos

Estabelecer teor de cinzas totais e umidade, como parametros minimos de
identidade e qualidade da droga vegetal, respectivamente; e residuo seco,
como parametro de qualidade do extrato hidroalcodlico.

Desenvolver e validar método analitico para aquisicdo de perfil cromatografico
padrao (fingerprint) do extrato hidroalcodlico, utilizando cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de diodos (UHPLC-DAD).
Construir modelo de classificacéo, utilizando métodos quimiométricos, a partir
dos dados de fingerprint UHPLC-DAD.

Caracterizar os compostos majoritarios do extrato hidroalcodlico utilizando
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) associada a deteccao por
espectrometria de massas sequencial com ionizacdo por electrospray (ESI-
MS/MS).

Avaliar a influéncia da procedéncia e da sazonalidade do material botanico
sobre o fingerprint UHPLC-DAD e correlacionar esses dados aos de analises
guimicas de fertilidade do solo e de tecido foliar.

Desenvolver e validar método analitico para aquisicdo de perfil eletroforético
padrao (fingerprint) do extrato hidroalcodlico por cromatografia eletrocinética
micelar de fluxo invertido (RF-MEKC), utilizando deteccao por arranjo de diodos
(CE-DAD), e realizar analise exploratéria nos dados de fingerprint.

Caracterizar os genotipos de C. icaco por marcadores de polimorfismo de DNA

amplificado ao acaso (RAPD).

Avaliar a atividade antiproliferativa do extrato hidroalcodlico de C. icaco contra

células tumorais humanas.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Plantas medicinais e fitoterapicos

A fitoterapia popular € uma prética tradicional muito antiga, adotada
principalmente por aqueles que ndo tém facil acesso as praticas de saude oficiais.
Por esse motivo, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) vem recomendando 0 uso
de plantas medicinais e seus derivados pelos sistemas publicos de saude como
forma de reduzir os custos dos programas de atencdo primaria a salde e ampliar o
nimero de beneficiarios®®.

No Brasil, o governo federal aprovou em 2006 a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, com o objetivo de “garantir a populagéo brasileira
0 acesso seguro e o0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo
0 uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
indUstria nacional”®’.

A biodiversidade brasileira aliada a um conhecimento etnofarmacolégico
expressivo, resultante da miscigenacéo cultural de indigenas, europeus e africanos,
constitui vantagem importante ao estudo sistematizado e multidisciplinar (botanica,
agronomia, quimica, farmacia, entre outras areas do conhecimento), visando a
validac&o do uso de plantas medicinais. No entanto, ainda sdo poucas as pesquisas
gue compreendem toda a cadeia produtiva de determinada espécie de interesse,
possibilitando o desenvolvimento de um novo fitoterapico, em conformidade com as
exigéncias da legislacéo vigente®.

A RDC N° 26, de 13 de maio de 2014, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) € a norma que regulamenta o registro de medicamentos
fitoterapicos no Brasil, exigindo avaliacbes da matéria-prima vegetal, dos derivados
vegetais e do fitomedicamento, o que inclui identificacdo botanica da espécie usada,
padrdo de identidade e qualidade (PIQ), e comprovacdo de eficacia e seguranca,
que validem as indicac8es terapéuticas propostas™.

O PIQ de um produto é o conjunto de caracteristicas qualitativas e/ou
guantitativas, que define a qualidade aceitavel do produto para os fins a que se

destina®.
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A eficicia e a seguranca da utilizacdo de uma planta medicinal ou de um
fitoterapico, ndo validados pelo uso tradicional, devem ser comprovadas por meio de
ensaios farmacol6gicos e toxicoldgicos, in vitro e in vivo, e ensaios clinicos, que
demonstrem a atividade terapéutica prevista e a auséncia de efeitos adversos ou
téxicos em seres humanos™.

Teoricamente, a atividade biologica apresentada por um fitocomplexo,
como um extrato a base de plantas, pode resultar de interacdes sinérgicas, aditivas
ou antagdnicas entre uma série de componentes quimicamente diversos*. Assim,
deve-se considerar que o potencial medicinal das plantas € suscetivel a influéncia da
diversidade genética e diferencas ecogeograficas ou fatores ambientais (abioticos e
bidticos), que exercem efeito na producao e acimulo desses constituintes quimicos,
mesmo que ndo seja de maneira constante sobre o metabolismo da planta como um
todo®234,

Essa variabilidade do mesmo material botanico dificulta o estabelecimento
de padrbes de referéncia, tornando-se o principal desafio ao controle de qualidade
das plantas medicinais e seus derivados. Contudo, apesar da complexidade
envolvida, trata-se de um setor impulsionado por um mercado mundial que tem a

previsdo de chegar a US$115 bilhdes até o ano 2020*,

3.2. Controle de qualidade de plantas medicinais e fitoprodutos

O controle de qualidade no desenvolvimento de medicamentos de origem
vegetal compreende desde a colheita da planta medicinal até a pés-comercializacdo
do fitomedicamento (farmacovigilancia), com monitoramento quimico continuo em
cada etapa de transformacéao tecnologica.

Atualmente, € consenso entre as agéncias reguladoras que a qualidade
de amostras complexas de extratos brutos vegetais seja preferencialmente avaliada
com base na sua totalidade, e ndo mais a partir de marcadores quimicos definidos
como apenas um composto ou uma classe de compostos. Dessa forma, o extrato na
integra passa a ser considerado como composto ativo, considerando os efeitos
sinérgicos entre seus varios constituintes e, portanto, suas propriedades biologicas

totai533'44'45
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Neste cenario, a metabolémica ndo direcionada tem ascendido como uma
tendéncia para o mapeamento quimico de fitocomplexos, na qual se prioriza a
identificacdo do subconjunto de metabdlitos secundarios que caracteriza a diferenca
entre amostras obtidas em condi¢cfes ecofisiologicas distintas. O perfil metabdlico
secundério caracteristico de uma amostra vegetal € definido como “impresséo
digital” ou fingerprint e pode ser empregado como referéncia no controle de
gualidade, tornando-se uma estratégia recomendada pela OMS nas Ultimas
décadas®*°.

O fingerprint € um padrdo comum Uunico da espécie vegetal, gerado a
partir de multiplas amostras, que representa uma abordagem qualitativa para fins de
autenticacao da espécie, avaliacdo da qualidade, asseguracdo da consisténcia e
estabilidade da droga vegetal e seus derivados; sem a intencédo de identificar cada
metabolito detectado, mas sim comparar perfis quimicos. Essa estratégia esta
fundamentada no conceito de fitoequivaléncia, no qual fitoprodutos originados da
mesma planta somente podem ser considerados fitoequivalentes se os seus perfis
guimicos totais forem similares e, de onde se presume, apresentem as mesmas

atividades biologicas®*>*"*®,

3.3. Técnicas analiticas aplicadas para a obtencé&o de fingerprint

Um fingerprint quimico pode ser definido como um conjunto de sinais
cromatograficos, eletroforéticos e/ou espectroscopicos adquiridos para amostras
complexas de extratos vegetais. Esse conjunto de sinais, representados por dados
multivariados, deve refletir todos os metabdlitos secundarios detectaveis e presentes
na amostra em estudo. Portanto, é necessario o uso de técnicas hifenadas de
analise, de alto desempenho, que possibilitem a desreplicacdo de extratos como
uma estratégia de racionalizacdo metodoldgica, evitando o0 isolamento de
substancias ja conhecidas*®*°.

Dentre as técnicas de separacdo, a cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia (UHPLC) é, atualmente, uma das técnicas mais importantes em quimica
analitica, pois retrata um avanco significativo na instrumentacdo da cromatografia
liquida (LC) e na tecnologia de coluna (tamanho de particula da coluna e dimenséao

da coluna), como resposta a busca por analises mais rapidas e eficientes. Essa
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evolugcdo fundamenta-se na equacdo de van Deemter, que correlaciona altura
equivalente de prato com velocidade linear e tamanho da particula; traduzindo-se
em um aumento muito significativo na resolucdo, sensibilidade e eficiéncia, com
resultados mais rapidos e menor consumo de solventes®*.

Outra técnica potencial empregada para a obtencdo de fingerprint de
extratos vegetais tem sido a eletroforese capilar (CE), que apresenta como
vantagens alta eficiéncia de separacao, seletividade, flexibilidade, baixo consumo de
reagentes, além de permitir a manipulacdo minima da amostra®?. A versatilidade da
CE esta nos diferentes modos de separacao disponiveis. Entre esses, encontra-se a
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), que é usada para separar espécies
neutras, além de espécies idnicas ou facilmente ionizaveis, o que é particularmente
atrativo para a analise de extratos complexos constituidos por diferentes classes de
compostos®®*,

MEKC compreende a adicdo de um surfactante, em concentracéo
superior a sua concentragdo micelar critica (CMC), no eletrolito de corrida (BGE)
com pH elevado, como um meio de aumentar a seletividade. As micelas formam
uma fase pseudoestacionaria dentro do capilar, criando um sistema hibrido de
eletroforese e cromatografia. Dependendo da carga, as micelas movem-se com ou
contra o fluxo eletrosmético (EOF) e durante a migracdo, as espécies em solucéo
podem interagir com as micelas por meio de interacGes hidrofobicas e eletrostaticas,
resultando na separacdo mediante particdo entre fase micelar e fase aquosa. As
interacdes diferenciais analito/micela sdo o fator principal na determinacdo da
seletividade da MEKC. Quando desenvolvido em condi¢cdes de pH menores que 3, 0
modo de separacdo recebe a denominacdo de cromatografia eletrocinética micelar
de fluxo invertido (RF-MEKC) e o efeito do EOF pode ser negligenciavel. Além disso,
um potencial de separacdo negativo € aplicado na entrada do capilar quando se
utiliza micelas carregadas negativamente, tornando a ordem de migracao invertida,
ou seja, 0s compostos mais hidrofébicos eluem primeiro e a resolucdo entre analitos
de baixa polaridade é aumentada, no geral®****>*®_ Uma limitacdo dessa técnica sdo
as variacdes no tempo de migracao ocasionadas por fatores como flutuacdes no

EOF, na temperatura, entre outros; e que podem conduzir a dados pouco
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reprodutiveis, com sobreposicdo de picos, impedindo uma interpretacdo
apropriada*®?.
Entre as técnicas espectrométricas Opticas, a mais usual € a deteccao por
arranjo de diodos (DAD), com alta sensibilidade e boa linearidade. No entanto,
limita-se & deteccéo somente dos analitos que absorvem na regido UV-VIS®.

Em adicdo, a espectrometria de massas (MS) é considerada, atualmente,
a técnica mais sensivel e seletiva para rapida andalise qualitativa e quantitativa de
extratos vegetais. Além disso, a ionizacao por electrospray (ESI) tem sido a principal
fonte utilizada para analisar compostos fendlicos. Normalmente, produzem uma
ionizacdo branda dos metabdlitos, gerando informacdo apenas da massa molecular
do composto e para obter um numero maior de fragmentos caracteristicos, o
espectro de dissociacéo induzido por colisdo (CID) pode ser gerado utilizando-se um
sistema como MS-MS. Contudo, essa técnica apresenta como limitacao a dificuldade
em relacdo a eficiéncia de ionizacdo bem como a supresséo idnica, que pode ser

responsabilizada por desvios de repetibilidade e precisdo do método analitico®”*®.

3.3.1. Métodos quimiométricos

Os métodos quimiométricos de analise multivariada s&o ferramentas
matematicas e estatisticas capazes de converter grandes conjuntos de dados em
informac&o util, podendo ser aplicados aos mais diversos fins, tais como:
planejamento e otimizacdo de experimentos, reconhecimento de padrées e
classificacdo de dados, calibragéo multivariada, entre outros®*®°.

Dados de fingerprints cromatograficos e eletroforéticos de extratos
vegetais contém informacfes complexas e tém natureza multivariada. As matrizes
de dados séo, geralmente, amplas e caracterizadas por um namero muito grande de
variaveis®®2. Dessa forma, os métodos quimiométricos tém sido utilizados para
estabelecer critérios de similaridade e parametros de reconhecimento para perfis
metabdlicos de extratos de plantas medicinais®®. Entre esses, a andlise de
componentes principais (PCA), um método de reconhecimento de padrbes nao
supervisionada, frequentemente constitui o primeiro passo para uma analise
exploratoria dos dados, sem assumir qualquer conhecimento prévio de classe da

amostra. E uma ferramenta analitica eficaz para examinar a variacdo intrinseca no
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conjunto de dados e obter uma visdo geral das variagdes entre os grupos, além de
que também pode ser usada como uma ferramenta preditiva®*®°.

Apos a analise exploratéria, métodos de calibragdo e classificacdo podem
ser utilizados para a obtencdo de modelos. Dentre os métodos de classificacédo, a
analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) pode ser
considerada como um classificador linear de duas classes, que é utilizado para
maximizar a separacao entre grupos de observacfes e identificar quais variaveis
respondem por essa separacdo®. A validacdo cruzada é um procedimento muito
utilizado para validar a capacidade preditiva de um modelo de classificagéo®’.

Os dados dos perfis metabdlicos estdo sujeitos a erros experimentais
inerentes do método analitico, por isso devem ser submetidos a pré-tratamento, para
reduzir as variacOes indesejaveis que podem influenciar os resultados finais. Além
disso, a selecao criteriosa do pré-tratamento, tanto aplicado as amostras quanto as
variaveis, é essencial ao sucesso da andlise multivariada de dados®. O pré-
tratamento mais recomendado a dados cromatograficos e eletroforéticos é o
alinhamento de picos pela aplicacdo do algoritmo Correlated Optimized Warping
(COW) (disponivel em: www.models.life.ku.dk/dtw_cow)®®. Esse algoritmo alinha um
cromatograma desalinhado a um cromatograma de referéncia, maximizando a
correlacdo entre os sinais por alongamento e compressdo de um determinado
segmento (segment length), ajustado por um parametro de flexibilidade (slack

size)>%®7.

3.4. Chrysobalanus icaco Linnaeus

Chrysobalanus icaco Linnaeus (Chrysobalanaceae) (Figura 1) é uma
espécie pantropical, conhecida como ajuru ou agiru (regido Norte do Brasil), guajiru
ou grageru (Nordeste brasileiro), abageru ou bajiru (Sudeste brasileiro), coco-plum,
fat-pork ou icaco (em outras localidades no mundo). Além disso, também recebe a
denominacédo vernacular: ajuru-vermelho, ajuru-branco ou ajuru-preto, com base na
cor do fruto maduro. E uma frutifera de raro cultivo, porém relativamente frequente
em seu habitat natural, principalmente nas regides costeiras. Com ocorréncia em
diversos estados brasileiros (AM, AP, PA, MA, PI, CE, RN, PB, AL, SE, BA, ES,RJ e

SP) (disponivel em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/), é também encontrada na Africa
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tropical, Asia, ilhas do Pacifico e, no continente americano, da Flérida até o Sudeste
brasileiro'? (Figura 2).

Figura 1 - Ajuru (Chrysobalanus icaco L.). (a) Arbusto. (b) Folhas. (c) Fruto. (d)

Inflorescéncia.
Foto: Nadia E. N. P. Paracampo.

Figura 2 - Distribuicdo geografica de C. icaco.
Fonte: Imagem disponivel em: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Chrysobalanus+icaco

C. icaco é uma espécie que apresenta variacdes extremas na forma (de
orbicular a eliptica) e tamanho da folha, cor (vermelho, amarelo-palido, roxo) e
tamanho do fruto, e habito de crescimento (de arbusto rasteiro a arvore). Além disso,
exibe ampla plasticidade para desenvolver-se em diferentes associacdes vegetais
como mangues e restingas, entre outras; em locais sujeitos ao estresse hidrico ou
salino ou, ainda, exposto a inundagdo em determinadas épocas do ano; e em solos

com baixa fertilidade ou com afloramento de rochas. Na vegetacdo costeira, por
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exemplo, quando se observa alta densidade populacional, isso se deve mais a falta
de adaptabilidade das demais espécies da regido ao ambiente que a sua alta
competitividade®

No Brasil, estudos etnodirigidos tém reportado o uso tradicional do 6leo
da semente e da infusdo de raiz, casca, folha e flor para o tratamento de diarreia,
leucorreia, doencas infecciosas e pedras nos rins; com destaque para a decocc¢éo
de folhas como agente diurético e hipoglicemiante. A adocao popular de C. icaco
como antidiabético foi descrita na literatura, pela primeira vez, em 1977 470747273,

Em levantamento etnobotanico realizado no Mercado de Madureira, Rio
de Janeiro, o reputado efeito no controle de diabetes garantiu ao C. icaco o terceiro
lugar entre as 97 espécies mencionadas com maior frequéncia, confirmando sua
importancia para a farmacopeia popular. No entanto, o que se verificou foi na
verdade a comercializagcdo concomitante de folhas de C. icaco e de Eugenia
rotundifolia (Myrtaceae) (Figura 3), sob a mesma designacao popular de abajuru, o
que foi hipoteticamente atribuido a dificuldade em distingdo dessas espécies,

provenientes do extrativismo

&‘; C X0)

Figura 3 - Exsicatas ilustrando detalhes dos ramos de: (a) Chrysobalanus icaco L.

(Chrysobalanaceae) e (b) Eugenia rotundifolia Casar (Myrtaceae).
Foto: Imagens disponiveis em: http://www.herbariovirtualreflora.jbrj.gov.br/

3.4.1. Potencial quimico e bioldgico: estado da arte
Pesquisadores tém relatado o potencial quimico e biolégico avaliado a

partir de diferentes 6rgéos de C. icaco:

RAIZ
e Do extrato organico das raizes, foram isolados os diterpenos: &cido ent-15-

oxocaur-16-en-19-oico e éster metilico do acido ent-11-S-hidroxi-15-oxocaur-16-
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en-19-oico. O primeiro apresentou atividade anti-HIV in vitro %',

CASCA DO CAULE

e Em investigagdo do extrato aquoso das cascas do caule, determinou-se a

propriedade anti-inflamatoria e antinociceptiva do mesmo, e ainda se observou a

auséncia de toxicidade aguda em camundongos para a dose de 2 g/kg %%

FOLHA
e Na primeira investigacdo fitoquimica das folhas, foi identificada a presenca de
miricetina (Figura 4), flavonol que tem sido considerado como marcador

quimiotaxonémico de Chrysobalanaceae®.

0 OH
m{:OOH

miricetina quercetina miricetina 3-O-glucuronideo

miricitrina

HO OH
OH

acido galico

CH,

quercitrina

rutina

Figura 4 - Estruturas quimicas de compostos fendlicos encontrados em folha de C.
icaco.
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e No extrato hidroalcodlico das folhas, identificaram-se por HPLC/MS os seguintes
compostos:  miricetina-3-O-glucuronideo;  miricetina-3-O-rutinosideo;  rutina;
miricetina-3-O-ramnosideo (miricitrina); quercetina-3-O-ramnosideo (quercitrina)
(Figura 4); miricetina ligada a uma unidade de pentose e &cido glucurdnico;
miricetina ligada a uma unidade de pentose e ramnose; quercetina ligada a uma
unidade de pentose e ramnose; quercetina ligada a uma unidade de acido

glucurdnico™.

e No extrato metandlico hidrolisado das folhas, os seguintes compostos fendlicos
foram identificados e quantificados por HPLC-DAD: &cido gélico (0,45 mg/g),
miricetina (0,78 mg/g) e quercetina (0,14 mg/g)* (Figura 4).

e No Oleo essencial das folhas, foram identificados e quantificados por GC-MS os
seguintes compostos: 2-tridecen-1-ol (1,28%); neofitadieno (0,14%); 6,10,14-
trimetil-2-pentadecanona (0,27%); 6xido de manoil (0,16%); isdmero de fitol
(0,76%); 1,4-fenantrenodiona (0,47%); heptacosano (0,78%); octacosano (1,12%);
esqualeno (5,55%); nanocosano (11,55%); triacontano (3,12%); nerolidol Z e E
(1,14%); hentriacontano (20,02%); vitamina E (5,30%); dotriacontano (2,41%);
triacontanal (1,63%); estigma-5,22-ol (1,17%); tritriacontano (4,83%); estigma-5-ol
(3,78%); lupenona (1,53%); 4,22-estigmadienona (1,18%); Ilupenol (0,51%);
dotriacontanal  (1,39%); estigmast-4-en-3-ona (5,11%); hentetracontanol
(0,85%)%.

e A partir da fracdo em acetato de etila do extrato metandlico das folhas, foram
isolados 0s seguintes triterpenos: acido 2o-33-6p-tri-hidroxi-olean-12-en-28-oato
de B-D-glicopiranosil-(2°—17)-O-B-D-glicopiranosideo; acido 2a-3p3-6p-tri-hidroxi-
olean-12-en-28-oico; &cido 2a-33-6B-23-tetra-hidroxi-olean-12-en-28-oico; e 0
flavonoide: 5,7,3',4’,5 -penta-hidroxi-3-O-p-D-glicopiranosil-flavona®.

e Na investigacdo do potencial antiangiogénico do extrato metandlico das folhas,

verificou-se inibicdo média da angiogenese em 44%, ou seja, reduziu a formacao

de novos vasos de sangue em tecido embrionério de frango?.
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Na avaliacdo do potencial genotdxico in vitro do extrato aquoso das folhas,
verificou-se tanto a acéo protetora dos efeitos do SnCl, sobre o DNA plasmidial,

como também o efeito genotéxico, dependendo da dose do extrato® ™.

Foi avaliado in vivo, em experimento com ratos, que o extrato aquoso das folhas é
potencialmente genotoxico. Ademais, avaliou-se que ratos diabéticos tratados
com o extrato apresentaram reducdo nos niveis de triglicerideo, sem diferencas

significativas nos niveis de glicemia e colesterol®®.

Em estudo in vivo sobre o efeito do extrato aquoso das folhas na radiomarcacao
com tecnécio (**™Tc), foi sugerido que esse extrato pode interferir na marcacao
dos constituintes sanguineos com %™Tc, possivelmente pela sua acdo
guelante/antioxidante. Os autores alertaram que, embora o estudo tenha sido
realizado em animais, seria necessaria cautela na interpretacdo de exames em
medicina nuclear que usam como marcador o *™Tc, em pacientes que estdo em

tratamento com extrato de C. icaco 2.

A partir dos extratos hexéanico e metandlico das folhas, foram isolados:
estigmasterol, sitosterol, campesterol, acido pomolico e 7-O-metil-campferol. Os
extratos, fracbes e compostos isolados apresentaram atividade antimicrobiana in
vitro contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, mas nao contra

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans °.

O extrato hidroalcodlico das folhas apresentou atividade antifungica in vitro contra
isolados clinicos bucais de Candida albicans e Candida parapsilosis, mas nao
contra Candida dubliniensis e Candida tropicalis. O extrato foi analisado por

HPLC/DAD e os flavonoides rutina e miricetina foram identificados .

Acido pomolico foi isolado da fracdo em diclorometano do extrato metandlico das
folhas. Na investigacdo da atividade antitumoral desse triterpeno, observou-se a
inibicdo do crescimento e inducdo de apoptose em linhagem de células de
eritroleucemia (K-562), bem como inibiu a proliferacdo de Lucenal, uma linhagem

de células resistentes a multiplas drogas (MDR)*'"®.

Resultados experimentais demonstraram que o cha das folhas na concentracdo

de 5%, administrado por via oral por camundongos normais e com diabetes
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induzida por aloxana, reduziu a glicemia de jejum e bloqueou 64,20% da absorcéo

intestinal da glicose’’.

O extrato aquoso das folhas n&o induziu efeito anti-hiperglicemiante significativo
guando avaliado pelo teste oral de tolerancia a glicose em ratos

normoglicémicos’®.

Foram avaliadas caracteristicas fisicas e quimicas das folhas, frutos e sementes,
onde se destacou o valor nutricional do fruto pela concentracdo de cromo, selénio,
calcio e ferro. Também foi verificado que o cha das folhas, nas concentracdes de
2,5% e 5%, reduziu o valor de glicemia em animais diabéticos, com reducao maior
conforme aumento da concentracdo, sem causar alteragdo nos animais

normais’>,

Na prospeccao fitoquimica do extrato aquoso das folhas, verificou-se a presenca
de taninos, flavonoides, triterpenoides, esteroides, saponinas e alcaloides. A
atividade antioxidante desse extrato foi considerada potente no ensaio in vitro.
Além disso, na avalicdo do potencial antidiabético desse extrato, verificou-se que
0 mesmo nao foi capaz de inibir a elevacdo da glicemia no teste oral de tolerancia
a glicose em ratos, mas reduziu a glicemia pela administracdo cronica do

extrato®.

A partir da particdo butandlica do extrato metandlico das folhas, foram isolados os
flavondis quercetina e campferol, e a flavona 5,7,3’,4’,5’-penta-hidroxi-3-O-3-D-
glicopiranosil. Na avaliacdo da atividade antinociceptiva em camundongos, foi
constatado o efeito antinociceptivo sobre a dor inflamatdria, mas ndo sobre a de
carater neurogénico®. O efeito contra dor inflamatéria também foi observado a

partir do extrato aquoso®.

O extrato aquoso das folhas foi hipoglicemiante em ratos diabéticos e néo

demonstrou toxicidade aguda em camundongos até a dose de 5 g/kg 2.

A atividade antileishmania contra Leishmania amazonensis foi evidenciada a partir

de extratos e fracdes obtidos das folhas®.

O extrato etandlico das folhas foi ineficaz ao controle de larvas de Rhipicephalus

(Boophilus) microplus, na avaliacdo da atividade acaricida in vitro ®*.
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e Na avaliagdo do extrato aquoso das folhas, verificou-se a normalizacdo da
glicemia de jejum e da sensibilidade & insulina, além da inibicdo do ganho de peso
e do acumulo de gordura no figado em camundongos obesos, induzidos por dieta
hiperlipidica®®.

e O extrato aquoso das folhas, quando administrado em concentragdes mais baixas
por camundongos obesos, promoveu menor ganho de tecido adiposo, normalizou
a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose. Os flavonoides miricetina-3-O-
glucuronideo, rutina, miricetina-3-O-ramnosideo (miricitrina) e quercetina-3-0O-
ramnosideo (quercitrina) foram identificados por HPLC-DAD e MS nesse extrato,

que apresentou alta atividade antioxidante in vitro *'.

FRUTO

e A presenga dos flavonoides delfinidina-3,5-diglicosideo no exocarpo do fruto de
ajuru-preto e de cianidina-3-arabinosideo no de ajuru-vermelho, foi verificada por
meio de cromatografia de papel com leitura no UV-VIS. Em trabalho anterior, os
autores sugeriram a presenca de quercetina-3-arabinosideo e apigenina-7-O-

glucosideo®®.

e Em outra pesquisa realizada com o fruto, nove antocianinas foram identificadas
tentativamente e quantificadas por HPLC-ESI-MS/MS: petunidina-3-(6"-succinil)-
ramnosideo (367 mg/100 g em base seca); petunidina-3-acetoil-glicosideo (164
mg/100 g); petunidina-3-(6"-acetoil)-galactosideo (121 mg/100 g); delfinidina-3-(6"-
succinil)-ramnosideo (100 mg/100 g); delfinidina-3-(6"-acetoil)-glicosideo (63
mg/100 g); delfinidina-3-galactosideo/glicosideo (44 mg/100 g); peonidina-3-(6"-
succinil)-ramnosideo (25 mg/100 g); petunidina-3-galactosideo/glicosideo +
delfinidina-3-(6"-acetoil)-galactosideo (74 mg/100 g)?'.

e O extrato aquoso dos frutos foi avaliado quanto ao efeito antidiabético e verificou-
se reducdao significativa da glicemia de jejum em ratos, bem como diminuicao da

massa corporal®.

e Quantidades significativas de polifenois, magnésio e selénio foram encontrados
nos frutos. Esse estudo também constatou o efeito antioxidante e antigenotdxico

in vivo do fruto®.
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e A partir do extrato metanolico dos frutos, foram identificadas e quantificadas por
HPLC-ESI-MS as seguintes antocianinas: delfinidina-3-glucosideo (1162 ug/mL),
cianidina-3-glucoideo (382 ug/mL), petunidina-3-glucosideo + delfinidina-3-(6"-
acetoil)-galactosideo ou delfinidina-3-(6"-oxaloil)-arabinosideo (1396 pg/mL),
peonidina-3-glucosideo (345 upg/mL), petunidina-3-(6"-acetoil)-galactosideo ou
petunidina-3-(6"-oxaloil)-arabinosideo (611 upg/mL) e peonidina-3-(6"-acetoil)-
glucosideo ou peonidina-3-(6"-oxaloil) arabinosideo (689 ug/mL). Foram também
investigadas in vitro as atividades anti-inflamat6ria e antiproliferativa em linhagem
de células de carcinoma de célon (HT-29) e, de acordo com os resultados,
observaram-se efeitos quimiopreventivo e anti-inflamatério nas células
intestinais™.

SEMENTE

e No Oleo obtido das sementes, identificou-se por GC a presenca dos acidos
graxos: palmitico (4,0%); estearico (18,0%); oleico (11,0%); linoleico (6,0%);
araquidico (1,0%); a-eleostearico (9c, 11t, 13t) (22,0%); a-parinarico (9c, 11t, 13t,
15c¢) (10,0%); a-licanico (9c, 11t, 13t) (10,0%); 4-oxo-a-parinarico (9c¢, 11t, 13t,

15c) (18,0%)"*. Esse 6leo também apresentou taninos do tipo catecol ™.
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4. COLETA, BENEFICIAMENTO DO MATERIAL BOTANICO,
OBTENCAO DO FITOPRODUTO E ANALISES FISICO-
QUIMICAS

4.1. Material e métodos
4.1.1. Coleta de material botanico para estudo quimico

Amostras de folhas de 25 C. icaco silvestres foram coletadas em 24
pontos georreferenciados (latitude, longitude e altitude) por um sistema de
posicionamento global (GPS) GPSMAP® 76CSx (Garmin, SP, Brasil), em 15
municipios localizados em trés das seis Mesorregifes do estado do Para (Figura 5).
S&o esses:

Mesorregido: BELEM

Barcarena, Belém, Castanhal e Santo Antdnio do Taua.

Mesorregido: MARAJO
Salvaterra e Soure.

Mesorregido: NORDESTE DO PARA

Abaetetuba, Acara, Braganca, Marapanim, Nova Timboteua, Salinopolis, S&o

Caetano de Odivelas, Terra Alta e Vigia.

Os municipios foram escolhidos com orientacdo de parataxonomistas do
Laboratério de Botanica da Embrapa Amazoénia Oriental (Belém-PA) e a selecdo dos
espécimes foi decidida in loco mediante avaliacdo de caracteristicas morfoldgicas da
planta (cor do fruto e habito) e/ou do solo (mangue, restinga, etc.).

No Estado do Para, localizado no Hemisfério Sul, na regido da linha do
Equador, as estacbes do ano dividem-se apenas em periodo mais e menos
chuvoso. Temperatura e umidade relativa do ar sdo praticamente constantes durante
0 ano todo. Por isso, as coletas ocorreram em periodos de maior (marcgo-abril/2014)
e menor (setembro-outubro/2014) precipitacdo pluviométrica, conforme dados do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Dados de precipitacdo em 2014
registrados por cinco estacdes automaticas do INMET (Belém, Braganca, Castanhal,

Salindpolis e Soure), localizadas em area de coleta, estdo apresentados no Anexo 2.
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Figura 5 - Mapa da area de coleta dos 25 espécimes silvestres de C. icaco e solo,
ilustrando 24 pontos georreferenciados em 15 municipios do estado do Par4, Brasil.
Os dados de posicao geografica (latitude, longitude e altitude) estdo apresentados

na Tabela 1.

Fonte: IBGE, 2007.
Elaboracéo: Laboratério de Sensoriamento Remoto da Embrapa Amaz6nia Oriental.

As coletas foram realizadas em horario compreendido entre 8h e 17h e
sempre observando a fenofase pré-floracdo. Assim, coletaram-se folhas de 25
espécimes no primeiro semestre de 2014 e repetiram-se essas coletas, a partir dos
mesmos espécimes, no segundo semestre. Entretanto, na segunda coleta,
observou-se que dois dos 25 individuos sofreram poda drastica durante o intervalo
entre as coletas. Dessa forma, totalizaram-se 48 amostras (25 do primeiro semestre
e 23 do segundo semestre) a serem avaliadas. Além das coordenadas geograficas,
a temperatura e a umidade relativa do ar foram medidas com o auxilio de reldgio
termo-higrébmetro MT-241 (Minipa, SP, Brasil).

De 4 a 5 kg de cada amostra in natura foram armazenados em sacos de

papel identificados e transportados em caixas de isopor até o Laboratério de
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Agroinduastria da Embrapa Amazénia Oriental (Belém-PA), conservadas a 4 °C até o
beneficiamento. Todas as informacfes sobre a coleta e as amostras de C. icaco

encontram-se detalhadas na Tabela 1.

4.1.2. Coleta de material botanico para estudo taxonémico

Durante a coleta de C. icaco do primeiro semestre, cinco ramos de cada
espécime foram coletados, com aproximadamente 30 cm de comprimento e
contendo folhas maduras, flores e/ou frutos, para fins de herborizacéo (preparacéo
de exsicatas) e identificacdo taxonémica. Essas amostras foram armazenadas em
sacos de papel identificados e levadas ao Laboratério de Boténica da Embrapa
Amazonia Oriental. A coleta do material botanico, herborizagéo e identificacdo das
amostras foram conduzidas em conformidade com a metodologia classica utilizada
em taxonomia®. Essas exsicatas foram incluidas & colecdo do Herbario IAN da
Embrapa Amazoénia Oriental (Belém-PA) e, conforme método de comunicagao
cientifica, duplicatas (copias das exsicatas) foram encaminhadas como intercambio
de material ao Herbario de Kew, Reino Unido, para avaliacdo pelo Dr. Ghillean
Tolmie Prance, taxonomista vegetal especialista em Chrysobalanaceae. As

informacdes sobre as amostras de C. icaco encontram-se descritas na Tabela 1.

4.1.3. Coleta de material botanico para estudo genético

Durante a coleta do segundo semestre, brotos (folhas novas) de cada
espécime foram coletados para caracterizacdo genética, incluindo os dois
drasticamente podados. Essas amostras foram acondicionadas em sacos de
polietileno identificados e transportados em caixa de isopor contendo bolsa térmica
de gelo até o Laboratério de Genética da Embrapa Amazénia Oriental (Belém-PA).

As informacdes sobre as amostras de C. icaco encontram-se descritas na Tabela 1.

4.1.4. Coletade solo para estudo de fertilidade

Além do material botanico, foram coletadas amostras de solo compostas
por trés subamostras, recolhidas na profundidade 0-20 cm em vértices de um
triangulo imaginario ao redor de cada espécime. Dos 25 espécies de C. icaco
estudados, notou-se que dois séo arvores que crescem lado a lado como se fossem

um unico individuo, portanto foi realizada uma coleta Unica de solo em torno desses
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dois individuos, totalizando 24 amostras no primeiro (Figura 6) e 23 no segundo
semestre de 2014. Isso, porque a coleta de solo esteve condicionada a de material
botanico para estudo quimico (Sec¢do 4.1.1.). Essas amostras foram armazenadas
em sacos de polietileno identificados e conduzidas ao Laboratério de Solos da
Embrapa Amazoénia Oriental (Belém-PA), para posterior analise de fertilidade. A area
de coleta encontra-se ilustrada na Figura 5. Na Tabela 1, estdo apresentados o0s
dados de posicao geografica dos 24 pontos de coleta e a descricdo do solo baseada
na vegetacdo caracteristica do habitat: Mata de Terra firme, Mata de Igapo,
Manguezal ou Restinga.

Figura 6 - Amostras de solo coletadas no habitat dos 25 espécimes de C. icaco,
durante o periodo chuvoso. Amostras apds etapa de preparo para analise de

fertilidade.
Foto: Nadia E. N. P. Paracampo.
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(continua)
COD Vernaculo IAN Data Hora Cidade Local/N® Complemento Latidude Longitude Alt(m) T(C) UR (%) Solo Habito
BJ1 - 28/04/14 13h55 ; 33,3 72 )
bAJ”r“ 192706 Acara Cacesl) Propriedade do 10 57110 188" 5 48°12'10,195"W 48,67 Tera  snore
BJ2 ranco 07/10/14 _ 23 Sr. Jereca _ firme
CP1 Ajuru 24/03/14 9h12 Praia do Restaurante 35,9 66 Terra Arbusto
b 191976 Barcarena  Caripi/ Floresta 10 29'33,354" S 48° 42' 26,005" W 1,09 fi porte
CP2 ranco 24/09/14  9h49 1 Tropical 311 63 M€ médio
sc1 ; 04/04/14 10h25 Sé&o ; ; 28,1 62 Arbusto
bAJ”r“ 192018 Caetano fgma WETTE grog”edade 40 go4729537"S  4804'15359"W 7,82 fT.e"a porte
sSC2 ranco 30/09/14 _ de Odivelas r. branco _ Irme médio
BE1 Ajuru 24/03/14 13h43 Praia de 29’5 77 Arbusto
‘ 191977 Abaetetuba Beja/ - 1°36'59,651" S 48° 48' 37,583" W -0,6 Igapé porte
BE2 preto 24/09/14 15h07 3 31,4 64 médio
CM1 3 28/03/14 10h21 . 34,1 51 Arbusto
AJ”:” 191986 Marapanim ffmara/ - 0°36'18,419" S 47°40'28,736"W 6,13 lgapé  porte
CM2 preto 29/09/14 11h07 34,2 55 médio
IT1 - 24/03/14 11h03 Praia de - 31,2 67 Arbusto
AJ”{” 191978 Barcarena  ltupanema/ grog”e"ade 40 1031'5360"S 48°43'27,981"W 277 Restinga porte
IT2 preto 24/09/14 12h56 2 r.Jorge 31,7 54 médio
NT1 - 27/03/14 15h19 36,9 42 Arbusto
AJ”{” 191983 '}‘.OV;‘ t gAlZ"’/ ; 191'25749"S  47°21'9,598"W 9,5 fT.e"a porte
NT2 AR 23/09/14 14h33 !lmboteua 37,9 Fgy e alto
oul Ajuru 29/04/14 14h51 Outeiro/ 31,5 67 )
t 192357 Belém 24 Praia do Amor 1°15'8,523" S 48°27'43,527"W 10,22 Restinga Arvore
ou2 preto 06/10/14 15h40 31,6 66
PGL  Ajuru 20/04/14 13h03 Praia 34,7 63 )
192462 Salvaterra Grande/ - 0°46'7,600" S 48° 30'43,622"W 10,94 igap6 Arvore
PG2 preto 12/10/14  9h29 19 33,3 65
PJ1 - 28/04/14 13h55 : 33,3 72 )
AJ“{” 192705 Acara ggcoall grog”edade 40 jo57'10,188" S 48°12'10,195"W 48,67 fT.e"a Arvore
PJ2 preto 07/10/14 11h20 r.Jereca 39,3 43 trme
PPL  Ajuru 19/04/14 12h29 Praia do 31,2 65 Arbusto
t 192465 Soure Pesqueiro/ - 0° 39'41,361" S 48° 28'55,902" W 6,61 Restinga porte
PP2 RIELO 11/10/14 10h37 16 34,2 62 médio
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(continuacao)

COD Vernaculo IAN Data Hora Cidade Local/N® Complemento Latidude Longitude Alt(m) T(°C) UR (%) Solo Habito
VIl - 28/04/14 11h28 ; 30,1 75 )
AUTU 95358 Acara gzacoa'/ gmf’/r.'edade 40 jo578125"S 48°12°9752"W 34,73 fT.e"a Arvore
VI2 preto 07/10/14 11h50 o WY 33,3 49 Trme
Al A 26/03/14 10h49 Praia de 32,7 56 Arbusto
h 191979 Braganca Ajuruteua/ - 0°50'0,362"S 46°36'7,990"W  -2,76 Restinga porte
AJ2  vermeiho 22/09/14 10h29 4 35 72 baixo
ATl Ajur 27/03/14 13h27 Praia do SemEEa 36,7 55 Arbusto
h 191984 Salin6polis  Atalaia/ B | 0°35'44,600" S 47°18'36,761"W 5,89 Restinga porte
AT2 Vermeino 23/09/14 12h56 ) arceiona 36,3 69 baixo
BR1 - 26/03/14 11h58 358 50 Arbusto
Aju”ljh 191980 Braganca EA“SS/ - 0°55'9,263" S 46°41'36,137"W 3,73 Mangue porte
BR2 Vvermelho 22/09/14 12h44 32,2 63 médio
CT1 Ajuru 26/03/14 16h58 Sitio Joana Propriedade do 30,7 62 Terra 3
Ih 191981 Castanhal D'arc/ Sr. Dalvarino 1°017'28,595" S 47°53'39,480"W 80,64 fi Arvore
Ciz EmEln 22/09/14 16h09 6 Sousa 31,7 55 lirme
CRL  Ajuru 28/03/14  9h25 Praia do 34,8 58 Terra | Arbusto
ho 191985 Marapanim  Crispim/ - 0° 35'14,883"S 47°39'25993"W  -0,84 f. porte
CR2 Vvermelho 29/09/14 10h04 10 32,6 57 firme baixo
HO1 - 25/04/14 10h41 Horto de 33,6 60 Arbusto
AJ”r‘l‘h 184904 Belém ginbrapa/ Plantas 1026'17,851" S 48°26'36,758"W 23,2 fT.e"a porte
HO2 Vvermelho 02/10/14 10h37 Medicinais 31 5g lirme médio
MA1 - 27/03/14 10h47 Praia do - ; 34,7 49 Arbusto
Ajunljh 191982 Salinépolis  Magarico/ dQU|I\c/)|squJ18~ Cafe  go3p 36,939"S  47°22'8,952" W 1,57 Igapo porte
MA2 Vvermelho 23/09/14 10h33 7 a Manha 32,1 68 médio
PI1 - 25/04/14  8h37 32,9 78 Arbusto
UL 192359 Belém Eg‘brapa/ Piscicultura 1025'34711" S 48°25'13,171"W 18,87 fema porte
pi2  Vvérmelho 02/10/14 9h15 31,7 67 lrme médio
RGL  Ajury 20/04/14 11h28 Praia 32,3 64 Arbusto
Ih 192463 Salvaterra  Grande/ - 0° 46'5,001" S 48° 30'41,708" W 8,3 Restinga porte
RG2 Vvermelho 12/10/14  8h30 18 30,8 75 baixo
L N 19/04/14  14h35 Praia do 325 62 Arbusto
Ih 192464 Soure Pesqueiro/ - 0° 39'36,602"S 48° 28'57,895" W 7,82 Restinga porte
Rp2 Vvermeiho 11/10/14 12h20 17 32,7 64 médio
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(concluséo)

COD Vernaculo IAN Data Hora Cidade Local/N® Complemento Latidude Longitude Alt(m) T(°C) UR (%) Solo Habito
SAl - 04/04/14 14h39 Santo : 26,9 79 Arbusto
Aju“ljh 192020 Antonio 15 g“’%‘?dlade do jog3a782s 4808 6597"W 42,18 fT.e"a porte
SA2  Vermeino 30/09/14 12h25 do Taua Eracic 33,6 44 TIrme médio
TAl ; 28/03/14 14h40 : 31 62 Arbusto
AJ“”fh 191987 TerraAlta 12 gr"p;\'ﬁz""de da  10227168"S 47°54'39,718"'W 37,86 fT.e"a porte
TA2  Vvermeino 29/09/14 14h22 ra. Nilda 35,5 47 Tirme médio
VG1 Ajuru 04/04/14 13h08 Penha Propriedade 28,9 78 Terra )
h 192019 Vigia Longa/ da Sra. Maria 0°59'41,782" S 48° 11' 26,450" W 9,5 fi Arvore
vG2 Vermeho 30/09/14 10h08 14 Augusta 335 46 '"me
Nota:

COD: cédigo da amostra. Vernaculo: nome popular da espécie baseado na cor do fruto maduro. IAN: nimero de exsicata no Herbario IAN da Embrapa Amazonia
Oriental. Data: dia/més/ano da coleta. Hora: horario da coleta. Complemento: especificacdo da localizacdo da coleta. Local/N°: localizacdo da coleta/niumero do
ponto de coleta ilustrado na Figura 5. Cidade: municipio da coleta. Latitude: coordenada geogréfica (norte-sul). Longitude: coordenada geografica (leste-oeste). Alt
(m): altitude em metro. T (°C): temperatura ambiente em grau Celsius. UR (%): umidade relativa em porcentagem. Solo — descricdo do solo baseada na vegetacéo
caracteristica do habitat: Mata de Terra firme, Mata de Igapd, Manguezal ou Restinga. Habito — forma geral da planta: arvore ou arbusto (porte baixo: rasteiro;
porte médio: até 1,5 m de altura; porte alto: até 4 m de altura). (-): auséncia de informacéo.
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4.1.5. Beneficiamento do material botanico

Esta etapa (Figura 7) foi conduzida em ambiente de laboratério com a
utilizacdo de toucas, mascaras e luvas descartaveis bem como jaleco por toda
equipe envolvida, a fim de minimizar a contaminag&o microbioldgica. A operacdo de
pré-limpeza compreendeu desfolhamento e selecao, eliminando talos, folhas velhas
ou com aparente deficiéncia e/ou patologia. As folhas selecionadas foram lavadas
guase que individualmente e em &agua corrente para remocdo de sujidades,
centrifugadas com o auxilio de secador giratério de salada (Plasutil) e dispostas
sobre folhas de papel tipo kraft. Em seguida, as amostras foram transferidas para
sacos de papel e levadas para a estufa com circulacdo forcada de ar 320-SE
(Fanem®, SP, Brasil) a 45 + 2 °C por 10 dias. Apds a secagem, as amostras foram
rasuradas e moidas em moinho de facas tipo Willey TE-650/1 (Tecnal®, SP, Brasil),
com peneira de retencédo em ac¢o inox e malha de 20 mesh (0,85 mm). As amostras
trituradas foram quarteadas sobre folhas de papel manteiga, conforme preconizado
na Farmacopeia Brasileira®. Depois, foram acondicionadas em sacos de polietileno
de alta densidade (PEAD) lacrados em seladora de pedal e armazenadas a —25 °C.

Figura 7 - Etapas do beneficiamento das folhas de C. icaco ap0s a operagéo de pre-
limpeza. (a) Lavagem. (b) Centrifugacdo em secador giratério de salada. (c)
Secagem prévia a temperatura ambiente. (d) Secagem em estufa com circulagéo
forcada a 45 + 2 °C por 10 dias. (e) Moagem (malha 20 mesh). (f) Quarteamento da

amostra (g) Embalagem em saco de PEAD.
Foto: Nadia E. N. P. Paracampo.
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Cerca de 200 g de cada amostra foram dispostos separadamente em
sacos de PEAD com ziper e armazenados em freezer para serem utilizados nos
procedimentos de extracdo, determinacdo de 4gua em drogas vegetais (umidade) e
cinzas totais®. Aproximadamente, 15 g de cada amostra foram encaminhados ao

Laboratorio de Solos para andlise de tecido foliar.

4.1.6. Obtencéo do extrato hidroalcodlico (tintura)

Na medicina popular brasileira, as folhas de C. icaco sao utilizadas como
produto de infusdo, no entanto optou-se pela investigacao da tintura por tratar-se de
uma forma mais estavel para ser utilizada em manipulacédo farmacéutica™®.

5 g de folhas secas e pulverizadas foram extraidos por maceracdo com 50
mL de alcool de cereais 70% (v/v) (95 °GL Cerealcool, aferido com alcobmetro Gay
Lussac Arba) durante sete dias consecutivos em erlenmeyers cobertos com
Parafilm®, envolvidos com papel aluminio e dispostos sobre mesa agitadora
pendular TE-240-1 (Tecnal®, SP, Brasil) com velocidade de agitacéo de 90 + 2 bpm,
a temperatura ambiente (20 £ 2 °C) e ao abrigo da luz. O procedimento de extracao
(Figura 8) foi repetido (em triplicata) para as 48 amostras de C. icaco, totalizando
144 extratos. Em seguida, as tinturas foram filtradas em papel de filtro qualitativo (80
g/m?, Qualy) sob pressdo reduzida em bomba de vacuo TE-0581 (Tecnal®, SP,
Brasil) e aferidas a 50 mL com etanol 70% (v/v). As tinturas foram armazenadas em
frascos de PEAD de 20 mL a temperatura de —11 °C. A relacdo droga vegetal:liquido
extrator (1:10) e o tempo de extracdo empregados sdo os recomendados para a

obtenc&o de tinturas no Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira®.

4.1.7. Analises fisico-quimicas

A determinacéo do teor de agua em drogas vegetais (umidade) e cinzas
totais na droga vegetal (folhas de C. icaco), bem como residuo seco na tintura foram
realizadas segundo os procedimentos estabelecidos na Farmacopeia Brasileira® e
pela OMS®.

Nesta etapa foram utilizados: estufa e mufla (Quimis®, SP, Brasil), balanca
analitica Libror AEG-320 (Shimadzu, SP, Brasil).
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Figura 8 - Procedimento de obtencdo do extrato hidroalcodlico (tintura) de folhas de
C. icaco. (a) Extracdo em mesa agitadora pendular com velocidade de agitacéo de
90 + 2 bpm, a temperatura ambiente (20 + 2 °C) e ao abrigo da luz. (b) Filtracdo do

extrato em papel de filtro qualitativo (80 g/m?) sob presséo reduzida.
Foto: Nadia E. N. P. Paracampo.

4.2. Resultados e discussao

4.2.1. Avaliacdo taxonémica

Durante o trabalho de campo, observaram-se variacdes extremas em
caracteres morfoldgicos de C. icaco como: tamanho e formato das folhas, cor e
tamanho dos frutos e habito da planta. Além disso, verificaram-se dois morfotipos
(cor do fruto maduro) crescendo lado a lado como se fossem um individuo Unico
(Figura 10e). Por isso, apesar do presente estudo envolver 25 individuos de C.
icaco, tem-se apenas 24 amostras iniciais de solo, bem como pontos de coleta
georreferenciados. Entretanto, a insuficiéncia de informacfes para uma revisédo
taxonémica mantém C. icaco como uma espécie polimorfica®?. As Figura 9 e 10
ilustram as variacbes morfolégicas quanto a cor do fruto maduro e ao habito da
planta, respectivamente, observadas entre os espécimes estudados.

O exame detalhado das exsicatas nao possibilitou distincdo de quaisquer
morfotipos a partir das entidades taxonémicas, embora tenha sido constatada
variacdo consideravel no tamanho das folhas. Exsicatas de C. icaco dos espécimes
estudados estdo demonstradas na Figura 11. As medi¢cOes foram feitas do menor ao
maior tamanho de folhas e frutos em cada espécime, e caracteristicas como textura
da folha e tipo de &pice foram avaliadas. Mesmo quando as amostras foram

classificadas com base nas cores de frutos maduros, ndao foram encontrados
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diferencas Obvias. Dessa forma, verificou-se que a partir somente da morfologia néo

€ possivel classificar esses espécimes em nenhuma categoria significativa.

Figura 9 - Variagbes morfolégicas quanto a cor do fruto maduro observadas entre os
espécimes de C. icaco estudados. (a) Ajuru-branco — fruto amarelo-palido. (b) Ajuru-

preto — fruto roxo. (c) Ajuru-vermelho — fruto vermelho ou rosado.
Foto: Nadia E. N. P. Paracampo.

Figura 10 - Variacdes morfolégicas quanto ao habito da planta observadas entre os
espécimes de C. icaco estudados. (a) Ajuru-preto, arbusto com 1,5 m de altura. (b)
Ajuru-preto, arvore. (c) Ajuru-vermelho, arbusto rasteiro. (d) Ajuru-preto, arbusto com
4 m de altura. (e) Ajuru-preto e Ajuru-branco, arvores crescendo lado a lado como se

fossem um unico individuo.
Foto: Nadia E. N. P. Paracampo e Expedito Rodrigues da Silva Filho.
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Figura 11 - Exsicatas de C. icaco. (a) Ajuru-vermelho, IAN 191979. (b) Ajuru-branco,

IAN 191976. (c) Ajuru-preto, IAN191983.
Foto: Helena Joseane Raiol Souza.

4.2.2. Analises fisico-quimicas

N&o existe monografia farmacopeica descrita para a espécie C. icaco,
nem qualquer outro tipo de especificacdo. Dessa forma, as analises fisico-quimicas
foram desenvolvidas a fim de estabelecer a avaliacdo qualitativa da droga vegetal e
a padronizacao do extrato hidroalcodlico (tintura).

O teor de agua das amostras variou de 7,4 + 0,3% (m/m) a 10,9 + 0,3%
(m/m). O menor e o maior teor de agua foram observados em RP2 e BEI1,
respectivamente (Grafico 1). Foi verificado que todas as amostras analisadas
apresentaram teor de agua abaixo do limite maximo aceitavel de 14% (m/m),
preconizado em diferentes farmacopeias para plantas medicinais®*, indicando que as
mesmas foram submetidas a processo adequado de secagem e armazenamento.

O teor de cinzas totais variou entre 3,52 + 0,04% (m/m) e 7,32 + 0,07%
(m/m) e foram obtidos em RP2 e CT1, respectivamente (Grafico 2). Esses resultados
incluem cinzas fisioldgicas e nao fisiolégicas®.

O residuo seco do extrato hidroalcodlico variou de 1,1 + 0,1% (m/v) a 2,6
+ 0,1% (m/v) e foram verificados nas tinturas de CP1 e BRI, respectivamente
(Gréfico 3).

Em trabalhos futuros, esses resultados poderdo servir de referéncia a C.

icaco, visto que ndo existe limite estabelecido.
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Gréfico 1 - Teor de umidade em amostras de folhas de C. icaco.
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Gréfico 2 - Teor de cinzas totais em amostras de folhas de C. icaco.
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Grafico 3 - Teor de residuo seco em amostras de extrato hidroalcodlico 70%

(tintura) de folhas de C. icaco.
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5. PADRAO DE IDENTIDADE DE Chrysobalanus icaco L.
DETERMINADO PELA APLICACAO DE FINGERPRINTING
CROMATOGRAFICO ASSOCIADO A QUIMIOMETRIA

5.1. Reagentes
Acetonitrila HPLC/Spectro Tedia; Acido férmico 98% PA ACS Merck.

5.2. Material e métodos
5.2.1. Preparo da amostra

Aliquotas de cada extrato (tintura) foram centrifugadas durante 5 min a
9660 x g (MiniSpin® Eppendorf®, HH, Alemanha) e solucdes das amostras foram
preparadas diluindo-se 400 uL de extrato em 10 mL de agua (Direct Q-3 Millipore,
MA, EUA). Em seguida, essas solugdes foram filtradas em membranas de 0,22 um
de poro Millex®-GV (Merck Millipore, HE, Alemanha). As anélises de fingerprint das
tinturas de C. icaco foram realizadas a partir dos 144 extratos hidroalcodlicos e cada

extrato foi injetado em duplicata no UHPLC-DAD.

5.2.2. Condi¢des UHPLC-DAD

A andlise por UHPLC foi realizada em sistema ACQUITY UPLC® (Waters
Corporation, MA, EUA), equipado com bomba binaria, amostrador automatico e
DAD. Para a separacao cromatografica foram utilizadas coluna Zorbax Eclipse XDB-
C18 (2,1 mm x50 mm; 1,8 um) e pré-coluna Eclipse XDB-C18 (2,1 mm x 5 mm;
1,8 um) (Agilent Technologies, CA, EUA). A fase movel foi composta de (A) 1% de
acido férmico em agua e (B) acetonitrila, filtradas em membrana de 0,45 um de poro
Durapore® (Merck Millipore, HE, Alemanha). O seguinte sistema de gradiente foi
usado: B 10% - 40% de O - 4,2 min, B 40% - 10% de 4,2 - 4,8 min, 10% de B
mantido durante 0,6 min. A vazéo foi de 0,3 mL/min. As temperaturas da coluna e do
amostrador automatico foram mantidas a 30 °C e 7 °C, respectivamente. O volume
de injecdo de amostra foi de 1 uL. O comprimento de onda foi fixado em 273 nm
para a aquisicdo dos cromatogramas. Os espectros no UV-VIS foram adquiridos na
faixa de 202 a 798 nm, com resolucdo de 4,8 nm, 80 pontos/s. O software

empregado foi Empower versao 2 (Waters Corporation, MA, EUA).
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5.2.3. Condigbes ESI-MS/MS

O sistema MS/MS utilizado foi 0 Xevo® TQD triplo quadrupolo, equipado
com ESI (Waters Corporation, MA, EUA) e controlado pelo software MassLynx
versdao 4.1 (Waters Corporation, MA, EUA). As condi¢cbes cromatograficas
estabelecidas no UHPLC/DAD, foram aplicadas na analise por UHPLC/DAD/ESI-
MS/MS em sistema ACQUITY UPLC® equipado com bomba quaternaria, exceto pela
concentracdo de (A) que foi reduzida para 0,1% (v/v) de &cido férmico em &gua, e
pelo tempo de analise que foi estendido para 6,0 min. Andalises Full Scan foram
executadas na faixa m/z de 100 - 1000, com ionizagdo em modo positivo (ESI+) e
negativo (ESI-). Os parametros instrumentais foram otimizados antes das andlises
das amostras utilizando quercetina como padréo. Nitrogénio foi utilizado como géas
de nebulizacdo com fluxo de 1000 L/h e gas do cone com fluxo de 100 L/h. A
temperatura de dessolvatacédo foi de 600 °C. No modo positivo, a voltagem no
capilar e no cone foram 2,40 kV e 20 V, respectivamente. No modo negativo, a
voltagem no capilar foi —1,50 kV e no cone foi —50 V. Nos experimentos de ESI-
MS/MS, os ions mais abundantes foram selecionados como ions precursores para
fragmentacdo por dissociacdo induzida por colisdo (CID). Argonio foi empregado
como géas de colisdo & presséo de 3,7.10° mBar. Os espectros dos fons produtos
foram registrados entre m/z 100 e m/z do ion sob estudo. A fragmentacéo foi
realizada para cada composto usando-se rampa de energia de colisdo (10 - 30 V) e

de voltagem do cone (15 - 40 V), a fim de obter maior intensidade do sinal.

5.2.4. Analise quimiométrica

Os arquivos de dados gerados pelo DAD, de um total de 288 corridas
cromatograficas, foram exportados no formato ARW usando o software Empower 2.
Em seguida, foram convertidos para o formato xlsx usando Excel® 2010 (Microsoft
Office, WA, EUA) e importados para o MATLAB® R2016a (MathWorks, MA, EUA).
Os arquivos gerados pelo MS (MassLynx 4.1) foram convertidos ao Excel® e
importados ao MATLAB®. O pré-tratamento dos dados incluiu alinhamento dos picos,
utilizando o algoritmo COW®?, normalizacéo e centragem na média. Depois, por meio
da interface gréfica do PLS_Toolbox 7.3 (Eigenvector Technologies, WA, EUA), a

classificacdo néo supervisionada pela analise de componentes principais (PCA) foi
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aplicada para avaliagdo das similaridades e diferencas entre esses perfis
cromatograficos, bem como teve também o intuito de identificar tendéncias entre as
amostras quanto as caracteristicas morfolégicas (habito, cor do fruto maduro),
procedéncia (origem geografica, caracteristicas do solo, proximidade com o mar) ou
época de colheita.

Posteriormente, também foi utilizado o método supervisionado de analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). Os graficos de loadings
foram empregados para identificar a influéncia das variaveis na separagéo entre as
classes. Todos os célculos quimiométricos neste trabalho foram realizados em
notebook Inspiron 15 Série 5000 da Dell® com processador Intel® Core™ i7-5500U
(2.4 GHz, Cache de 4 MB); e memoéria 16 GB, Dual Channel DDR3, 1600 MHz.

5.2.5. Tratamento de residuos

Os residuos toxicos gerados nesta etapa do trabalho experimental foram
descartados e/ou tratados conforme as normas para a gestao de residuos quimicos
do Instituto de Quimica da Unicamp (disponivel em: http://www.igm.unicamp.br/sites/

default/files/normasResiduos.pdf).

5.3. Resultados e discusséo
5.3.1. Otimizacdo do método fingerprinting por UHPLC-DAD

As condicdes propicias para o método UHPLC-DAD foram otimizadas por
procedimentos univariados, tomando como partida os parametros descritos na
literatura para avaliacdo de extratos de folhas de C. icaco por HPLC**. Assim, a
fim de melhorar o desempenho cromatogréfico, o efeito da vazdo da fase movel foi
examinado de 0,2 a 0,35 mL/min com a temperatura da coluna mantida em 30 °C, e
a temperatura da coluna foi investigada de 25 a 35 °C a vazao de 0,3 mL/min. Em
seguida, foram avaliados o volume de inje¢cdo de amostra de 0,7 a 1,3 uL e a
concentracdo do modificador acido de 0,1 a 1,1% (v/v), com a temperatura da coluna
mantida em 30 °C e a vazdao em 0,3 mL/min. Em relac&o a otimizacado do gradiente,
foram considerados a composicao da fase movel e o tempo. Em seguida, observou-
se que as respostas dos constituintes quimicos detectaveis nas amostras ocorreram

principalmente na regido do espectro compreendida entre 235 e 411 nm. Além disso,


http://www.iqm.unicamp.br/sites/%20default/files/normasResiduos.pdf
http://www.iqm.unicamp.br/sites/%20default/files/normasResiduos.pdf
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a maior intensidade dos picos cromatograficos foi verificada no comprimento de
onda 273 nm, selecionado para realizacdo do estudo. O tempo necessario para uma
separacédo satisfatéria foi de 5,4 min por amostra, bem inferior ao estabelecido para
os protocolos para C. icaco por HPLC, que sé&o de 30 a 50 min por amostra. As
melhores condi¢cdes de analise foram selecionadas com base na observacdo da
qualidade de separacdo para detectar um nimero maximo de picos caracteristicos
dentro do comprimento do fingerprint e encontram-se descritas na Se¢ao 5.2.2.

5.3.2. Validagdo do método fingerprinting por UHPLC-DAD

A validacdo de um método cromatografico é pautada em compostos
individuais e esta muitas vezes relacionada a concentracdo de um unico analito. No
entanto, um fingerprint cromatografico € um perfil quimico de uma matriz complexa
e, por conseguinte, sua validacdo € raramente realizada ja que néo representa a
avaliacdo global desse perfil, que é na verdade uma propriedade da amostra®.
Mesmo assim, é indispensavel identificar desvios inerentes ao processo da analise
gualitativa por meio da validacdo, ou seja, conhecer a variabilidade intrinseca ao
método, pois as similaridades e diferencas entre fingerprints devem ser avaliadas a
partir de amostras homogéneas e estaveis.

No Brasil a ANVISA estabelece os parametros para a validacdo de
métodos analiticos por meio da RE N° 899 de 29/05/2003%" e métodos bioanaliticos
por meio da RDC N° 27 de 17/05/2012%. Porém, considerando-se a complexidade
da matéria prima vegetal, os niveis de aceitacdo adotados para as analises de
derivados de plantas medicinais sdo os estipulados para os métodos bioanaliticos
(RSD < 15%) (disponivel em: http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/fitoterapicos/
Controle_qualidade _extratos.pdf).

A validacdo do método fingerprinting por UHPLC-DAD, incluindo
parametros de adequacdo do sistema, foi realizada com base em compostos
individuais. Entre todos os picos observados (Figura 12), trés deles (picos n°® 6, 10 e
16) foram definidos como picos caracteristicos e majoritarios nos extratos de C.
icaco e o pico 6 (RT = 1,91 min) foi escolhido como pico de referéncia para o calculo
do tempo de retencédo relativo (RRT) e da area de pico relativa (RPA). Os desvios
padrao relativo (RSD) de RRT e de RPA do pico 10 (RT = 2,21 min) e 16 (RT = 4,06


http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/fitoterapicos/
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min) foram calculados para a estimativa de precisdo de injecédo, estabilidade da
amostra, repetibilidade e preciséo intermediaria.

Como parametros para avaliagdo da conformidade do sistema, a preciséo
da injecdo foi determinada pela analise de seis injecdes da mesma solucdo da
amostra, e os RSD do RRT e da RPA nao excederam 0,07% e 2,19%,
respectivamente; bem como o teste de estabilidade da solucdo da amostra foi
avaliado por meio da andlise da mesma solu¢do da amostra em diferentes tempos
(0, 2, 4, 8, 12 e 24 h), e os valores de RSD do RRT e da RPA estiveram abaixo de
0,41% e 4,84%, respectivamente.

A repetibilidade e precisdo intermediaria do método foram avaliadas pela
analise de seis solu¢cdes de uma mesma amostra dentro de um unico dia (n = 6) e
em dias diferentes (N = 12), respectivamente. Em termos de repetibilidade, os
valores de RSD do RRT e da RPA estiveram abaixo de 0,20% e 3,59%,
respectivamente. Em termos de preciséo intermediaria, os valores de RSD do RRT e
da RPA ndo excederam 1,18% e 4,63%, respectivamente.

Todos os testes foram realizados com solugdes de extrato da amostra
codificada como BEL, escolhida aleatoriamente, preparada como descrito na Secéo
5.2.1. Os resultados estao resumidos na Tabela 2 e todos os valores de RSD estéo
de acordo com os critérios de aceitacdo das agéncias reguladoras para métodos
analiticos (RSD < 5%)°"°, 0 que indica que o método fingerprinting por UHPLC-DAD

foi satisfatoriamente validado.

Tabela 2 - Dados de conformidade do sistema e validacdo do método fingerprinting
de extratos hidroalcodlicos de folhas de C. icaco (extrato BE1) por UHPLC-DAD.

Precisdo da inje¢céo Estabilidade* Repetibilidade Preciséo intermediaria
Pico n° RSD (%) RSD (%) RSD (%) RSD (%)
RRT RPA RRT RPA RRT RPA RRT RPA
10 0,07 1,15 0,15 3,39 0,07 2,37 0,16 2,43
16 0,04 2,19 0,41 4,84 0,20 3,59 1,18 4,63

Nota:
*Tempo: 0, 2, 4, 8, 12 e 24h.
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5.3.3. Fingerprints UHPLC-DAD de C. icaco

As amostras de C. icaco foram coletadas em diversas localidades em
Estado da Amazonia brasileira, a partir de diferentes solos e em duas estacdes
distintas. Ainda que essas amostras tenham apresentado as variagcdes morfolégicas
jA& descritas, verificou-se que seus perfis cromatogréaficos, por inspecao visual,
demonstraram-se semelhantes ou sem diferencas evidentes. Embora variagcbes de
intensidade em bandas cromatograficas tenham sido observadas. Diante disso,
constatou-se a importancia de abordagem para o reconhecimento de padrdes.

Nos perfis, pode-se ver cerca de 16 picos comuns e 0s cromatogramas
fingerprint representativos de cada morfotipo com base na cor do fruto maduro estao
apresentados na Figura 12. Os picos considerados nas andlises de precisdo estdo
identificados com os algarismos arabicos 6, 10 e 16, seguidos por seus respectivos

tempos de retencéo.
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Figura 12 - Fingerprints UHPLC-DAD representativos de extratos hidroalcodlicos de
folhnas de C. icaco para cada morfotipo (cor do fruto) (extratos BJ1, VI1 e BR1).
Coluna: Zorbax Eclipse XDB-C18; temperatura da coluna: 30 °C; fase movel: (A) 1%
acido férmico em agua e (B) acetonitrila; eluicdo em gradiente; vazao: 0,3 mL/min;
volume de injecdo: 1 uL; tempo de analise: 5,4 min; deteccdo: 273 nm. Os picos
caracteristicos e majoritarios utilizados nos céalculos de desvios padrao relativo no
procedimento de validacdo do método estdo identificados com os algarismos
arabicos 6, 10 e 16 e seus respectivos tempos de retencéo.
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5.3.4. Caracterizacdo dos trés picos majoritarios por UHPLC-DAD-ESI-MS/MS

Para caracterizar e tentar identificar os picos mais intensos (n° 6, 10 e 16)
nos fingerprints de C. icaco, foram obtidos os espectros no UV/Vis. Todos os trés
picos mostraram espectros no UV tipicos de flavonoides com bandas a 340-354 nm
(banda I) e 226—-268 nm (banda Il) (Apéndice A). Além disso, ambos os modos de
ionizacdo positivo e negativo foram operados na analise por MS. Inicialmente, os
144 extratos de C. icaco foram analisados, com inje¢do Unica, no modo Full Scan
para avaliacdo dos cromatogramas de ions totais (TIC). Verificou-se pelos resultados
maior intensidade dos ions no modo negativo que no modo positivo, assim ESI no
modo negativo foi aplicado para a aquisicdo de ions precursores e ions produtos das
amostras BJ1, VI1 e BR1, selecionadas por apresentarem maior intensidade de sinal
em 273 nm. As condigbes usadas no UHPLC foram as mesmas, apenas a
concentracdo de acido formico em agua (0,1%) foi reduzida para evitar a perda de
sensibilidade®*?,

No espectro de massas do pico 6 (Figura 13), verificou-se ion precursor
[M-H]” em m/z 493 (100%), indicando massa molecular de 494 amu para o
composto 6. Pela analise MS/MS, observou-se fragmento em m/z 317 (100%)
correspondente a perda de acido glucurénico (176 amu), semelhante ao padrao de
fragmentacdo do flavonoide miricetina 3-O-glucuronideo, ja identificado em extratos
hidroalcodlicos e aquosos de folhas de C. icaco **7.

Na analise do pico 10 (Figura 14), observou-se ion precursor em m/z 595
(100%), indicando massa molecular de 596 amu para o composto 10. No espectro
de fragmentacédo do ion precursor, verificaram-se ions produtos em m/z 595 (100%)
e m/z 316. O ion produto em m/z 316 pode ser atribuido a aglicona miricetina, apos
a perda de uma unidade de pentose (132 amu) e uma unidade de ramnose (146
amu) a partir de [M-2H]", que também ja foi anteriormente identificada por Barbosa e
colaboradores como miricetina ligada a uma unidade de pentose e ramnose™®.

Nos dados de MS para o pico 16 (Figura 15), observou-se ion precursor
em m/z 363 (100%), indicando massa molecular de 364 amu para o composto 16.
No espectro de fragmentacdo, observaram-se ions produtos em m/z 348 (100%),
m/z 363, m/z 283 e m/z 268. O ion produto em m/z 348 foi deduzido como

[M—H-CHgs] correspondente a perda de metila (15 amu). Entretanto, além disso, nao
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existem dados suficientes para sugerir uma identificacdo confiavel. Apesar de todos

os esforcos, ndo foi possivel desreplicar o composto 16 a partir das técnicas

utilizadas e, cosequentemente, 0 mesmo permanece desconhecido.
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Figura 13 - Espectros de fragmentacdo MS/MS do pico 6, modo negativo (ESI-), do
fingerprint UHPLC-DAD de extrato hidroalcodlico de folhas de C. icaco. (a) ion
precursor. (b) fon produto. (c) Estrutura quimica da miricetina 3-O-glucuronideo.

literatura apenas com identificacdo provisoria, sem o uso de padrdes auténticos

Na verdade, mesmo os compostos 6 e 10 encontram-se descritos na

16,17

e, portanto, recomenda-se a identificacdo inequivoca também desses compostos,

incluindo sua estereoquimica, mediante: extracdo, fracionamento, isolamento e

técnicas espectroscopicas complementares, como ressonancia magnética nuclear.
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Figura 14 - Espectros de fragmentacdo MS/MS do pico 10, modo negativo (ESI-), do
fingerprint UHPLC-DAD de extrato hidroalcodlico de folhas de C. icaco. (a) lon

precursor. (b) fon produto.
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Figura 15 - Espectros de fragmentacdo MS/MS do pico 16, modo negativo (ESI-), do
fingerprint UHPLC-DAD de extrato hidroalcodlico de folhas de C. icaco. (a) lon
precursor. (b) lon produto.
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5.3.5. Analise quimiométrica
5.3.5.1. Anélise multivariada dos dados gerados pelo DAD

A analise de fingerprint das 48 amostras de C. icaco por UHPLC-DAD
resultou em um total de 288 cromatogramas (6 replicatas). Para cada cromatograma,
obteve-se a matriz de dados (X,) de dimensdes 25921 x 123 (tempo de retengao x
comprimento de onda) e calculou-se a matriz transposta (X,'). A maior intensidade
dos picos foi verificada no comprimento de onda de 273 nm, que foi selecionado
para a realizacdo do estudo e, dessa maneira, a matriz transposta foi reduzida a um
vetor linha. Em seguida, o nimero de pontos nos dados de tempo de retencao dessa
matriz foi reduzido (tempos de retencdo tomados a cada 10 variaveis, reduzindo
para 2593 pontos), sem prejudicar as caracteristicas originais do cromatograma,
com a singular finalidade de facilitar o processamento de dados. Depois, usou-se 0
cromatograma de cada amostra e as suas repeticbes para compor as matrizes de
dados originais de dimensdes 6 x 2593 para cada amostra. Em cada uma dessas
matrizes, os picos foram alinhados por COW®® usando cédigos para o MATLAB,
incluindo a selecdo automatica de parametros e cromatograma de referéncia. O
cromatograma medio de cada uma das 48 amostras de C. icaco foi calculado,
resultando em vetores de dimensdo 1 x 2593, que foram combinados para formar a
matriz  Magx2s93, COmM 0O objetivo de estabelecer parametros quimiométricos
comparativos para discriminacdo das amostras. Antes da analise multivariada, o
algoritmo automatizado foi aplicado também a matriz Myg«s03 para selecdo dos
parametros de deformacdo otimizada (cromatograma de referéncia = 14; segment
length = 452; slack size = 11) empregados no alinhamento dos fingerprints das 48
amostras de C. icaco. Apos o alinhameto, os cromatogramas foram normalizados
para area unitaria e centrados na meédia utilizando a interface PLS_Toolbox. A
analise multivariada PCA, ndo supervisionada, e PLS-DA, supervisionada, também
foram realizadas usando essa interface. Validacdo cruzada foi empregada para
avaliar o desempenho dos modelos obtidos por PCA e PLS-DA. Utilizou-se o método

Venetian Blinds (com 6 separacfes) como procedimento de validagao cruzada.

5.3.5.1.1. Analise de componentes principais

A PCA foi empregada para investigar a existéncia de qualquer padrdao nos
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dados que pudessem ser utilizados para extrair informagdes a partir dos fingerprints
de C. icaco. Inicialmente, avaliaram-se outliers que foram atribuidos a variabilidade
na medicao e, por isso, ndo houve necessidade de remové-los. Em seguida, os trés
primeiros componentes principais, que representaram 82,19% da variancia total
(PC1 46,89%, PC2 25,99% e PC3 9,30%), foram considerados significativos e
observou-se no gréafico 3D de scores da PCA (Grafico 4), uma clara tendéncia a
separacdo de amostras do morfotipo vermelho (cor do fruto maduro) em relacéo as
dos outros morfotipos (branco e preto). Além disso, embora o tamanho da amostra
do morfotipo branco tenha sido pequeno, foi possivel notar uma tendéncia de
sobreposicdo entre as amostras do morfotipo branco e as do morfotipo preto, néo
podendo ser distinguidas. Cada ponto no Grafico 4 representa uma amostra
individual e foi codificado de acordo com o seu morfotipo (triangulos invertidos para
morfotipo vermelho, quadrados para morfotipo preto e estrelas para morfotipo
branco). Portanto, as amostras de C. icaco foram diferenciadas e categorizadas em
dois grupos de acordo com os morfotipos: Grupo | (morfotipo vermelho) e Grupo I

(morfotipo branco e morfotipo preto).
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Gréfico 4 - Gréfico de scores da andlise de componentes principais (PCA) —
visualizacdo 3D (PC1xPC2xPC3) da distribuicdo e agrupamento dos dados de
UHPLC-DAD das 48 amostras de C. icaco, que descreve 82,19% do total de
variancia dos dados. Os simbolos indicam morfotipo vermelho (triangulos invertidos),
morfotipo preto (quadrados) e morfotipo branco (estrelas).
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A melhor separagéo para distinguir os dois grupos foi observada em PC3.
Sendo assim, examinando as variaveis responsaveis pela discrimina¢do dos grupos
no grafico de loadings da PCA (Gréfico 5), verificou-se que a variavel 2010 (com
loading negativo), que corresponde ao composto 16, estad forte e negativamente
correlacionada ao Grupo I.

A partir desse resultado, péde-se concluir que os Grupos | e Il ndo séo
gualitativamente consistentes ou fitoequivalentes entre si, pois extratos vegetais
considerados fitoequivalentes devem apresentar 0s mesmos constituintes em

15, A existéncia

concentragfes exatas ou dentro de um intervalo de variagao raciona
desses dois quimiotipos de C. icaco, observada pela primeira vez, provavelmente
ndo teria sido percebida sem uma andlise holistica dos dados dos fingerprints
UHPLC-DAD, ou seja, apenas por comparacéo visual dos perfis cromatogréaficos ou
pela utilizacdo de métodos convencionais para quantificacdo de marcadores, ao

invés do uso de métodos de reconhecimento de padrdes.
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Gréafico 5 - Gréfico de loadings da analise de componentes principais (PCA) —
visualizacdo das variaveis responsaveis pela separacdo de grupos em PC3. A
variavel assinalada corresponde ao composto 16 no fingerprint UHPLC-DAD de
extrato hidroalcodlico de folhas de C. icaco.

5.3.5.1.2. Analise discriminante por minimos quadrados parciais

O algoritmo PLS-DA foi empregado na construcdo de um modelo de
classificacdo. Os dados dos fingerprints UHPLC-DAD foram utilizados como
variaveis X, enquanto que as variaveis Y foram associadas aos dois grupos

previamente definidos pelo modelo PCA.
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As amostras de C. icaco foram divididas em dois grupos: um conjunto de
40 amostras (22 do morfotipo vermelho e 18 do morfotipo preto) foi selecionado para
construir o conjunto de calibracéo, a fim de desenvolver e otimizar o0 modelo PLS-
DA. As demais 8 amostras (4 do morfotipo vermelho e 4 do morfotipo branco) foram
utilizadas para validag&o externa. Intencionalmente, as amostras consideradas como
possiveis outliers na analise exploratéria de componentes principais e as poucas
amostras do morfotipo branco foram utilizadas como subconjunto de validacao
externa.

Na classificagcdo, foram necessérias 4 variaveis latentes (LVs) para definir
adequadamente as classes de C. icaco: Classe 1 (morfotipo vermelho) e Classe 2
(ndo morfotipo vermelho). O gréfico 3D de scores PLS-DA (Gréfico 6) mostrou a
Obvia discriminacdo das classes consideradas, confirmando as diferencas em seus
fingerprints. Cada ponto representa uma amostra individual e foi codificado de
acordo com a sua classe (triangulos invertidos para Classe 1 e circulos para Classe
2). Todas as amostras utilizadas para calibracdo foram corretamente classificadas e
os valores de sensibilidade e especificidade foram de 1,00. Para a validacéo

cruzada, a sensibilidade e a especificidade foram superiores a 0,944.
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Gréafico 6 - Grafico de scores da analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA) — visualizacdo 3D (LV1xLV2xLV3) da distribuicdo dos dados de
calibracdo das amostras de C. icaco. Os simbolos indicam Classe 1 (triangulos
invertidos) e Classe 2 (circulos).
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O modelo PLS-DA foi aplicado para classificar as 8 amostras do
subconjunto de validacdo externa. O resultado das previsGes para a Classe 1 esta
apresentado na Grafico 7. A probabilidade limiar de associacdo da amostra com a
Classe 1 no modelo foi de 0,5111, que foi estimada com base na estatistica
bayesiana. A partir das regras PLS-DA, considerou-se que uma amostra pertencia a
Classe 1 quando o valor estimado da classe apresentava um valor superior ao limiar
de discriminacao (linha tracejada vermelha). Verificou-se que o modelo PLS-DA foi
capaz de discriminar as amostras de C. icaco com sensibilidade igual a 1 e
capacidade preditiva de 100%.
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Grafico 7 - Grafico de scores da analise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA) — visualizacdo da capacidade preditiva do modelo PLS-DA para C.
icaco. As amostras que cairam acima da linha tracejada superior foram consideradas
pertencentes a Classe 1. Os simbolos indicam morfotipo vermelho (quadrados) e
morfotipo branco (tridangulos). O limiar de discriminacéo foi de 0,5111.

Pela estratégia utilizada no conjunto de validacdo externa, observou-se no
Grafico 7 que os "outliers" (quadrados) foram de fato classificados como Classe 1.
Além disso, foi verificado que os valores estimados para amostras de morfotipo
branco (tridangulos) as classificou como Classe 2, o que confirmou o resultado obtido
pela PCA.

Os loadings para LV1 estdo demonstrados na Grafico 8a. As variaveis

925 (com loading negativo) e 1070 (com loading positivo), que correspondem aos
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picos dos compostos 6 (miricetina 3-O-glucuronideo) e 10 (miricetina ligada a uma
unidade de pentose e uma de ramnose), respectivamente, sao as de maior
magnitude e parecem fortemente responsaveis pela separacédo na LV1. Ambos séo
derivados de miricetina e estéo positivamente e negativamente correlacionados com
morfotipo vermelho, respectivamente.

Adicionalmente, as variaveis foram avaliadas usando a projecdo da
importancia da variavel (VIP) (Grafico 8b), que estima a importancia individual de
cada varidvel no modelo PLS-DA. Assim, verificou-se que as variaveis que
apresentam valor VIP superior a 1 (threshold = 1, linha tracejada vermelha) sao as
mais relevantes para a classificacdo; sendo possivel notar que os maiores valores
VIP (assinalados com asteriscos) correspondem aos picos dos compostos
majoritarios (6, 10 e 16) no fingerprint de C. icaco. A relagéo dos valores VIP esta
apresentada na Tabela 3.
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Grafico 8 - Andlise discriminante por quadrados minimos parciais (PLS-DA). (a)
Grafico de loadings — visualizacdo das variaveis com maior magnitude e fortemente
responsaveis pela separacdo em LV1. As variaveis assinaladas correspondem aos
compostos 6 e 10 no fingerprint UHPLC-DAD. (b) Gréafico VIP — visualizacdo da
projecdo da importancia da variavel (VIP). Os asteriscos vermelhos indicam as
variaveis com as maiores pontuacdes VIP e que correspondem aos compostos 6, 10
e 16 no fingerprint UHPLC-DAD de extrato hidroalcodlico de folhas de C. icaco.
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Tabela 3 - Projecao da importancia da variavel (VIP) para varidveis discriminatérias
(threshold = 1).

Pico *Tempo de retengéo (min) Variavel [M = H] (m/2) Valor VIP
1 0,46 259 377 6,79
2 0,62 284 609 5,81
3 0,76 361 609 1,66
5 1,83 883 * 2,76
6 1,91 925 493 43,6
7 3,14 934 449 30,3
8 3,22 999 645 1,97
9 3,36 1055 463 14,6
10 2,21 1070 595 68,3
11 2,30 1100 * 15,3
12 3,64 1179 629 17,7
13 3,80 1238 579 5,04
16 4,06 2010 363 314

Nota:

* Tempos de retengcdo no DAD.
** Picos observados no DAD, mas ndo detectados por MS.

Recentemente, os resultados apresentados acima foram publicados no
periodico Journal of Separation Science, v. 40, n.10, p.2161-2169, 2017.

5.3.5.2. Anélise multivariada dos dados gerados pelo ESI-MS

O extrato de uma planta medicinal € usualmente composto por diversas
classes de compostos quimicos, que podem requerer diferentes métodos analiticos
elou diferentes métodos de deteccdo. Como cada detector fornece informacao

192 realizou-se andlise exploratéria também no conjunto de

significativamente distinta
dados gerados pelo ESI-MS durante o Full Scan dos 144 extratos de C. icaco, no
modo negativo. Na Figura 16, observam-se TICs caracteristicos de cada morfotipo
de C. icaco, onde os picos definidos como caracteristicos dos extratos segundo
analise por DAD (picos n°® 6, 10 e 16) estdo identificados pelas letras a, b e c,
respectivamente. Por inspecéo visual, verificou-se a presenca de cerca de 14 picos
com variacdes nas intensidades das bandas cromatogréficas.

Para cada um dos 144 TICs, obteve-se um vetor constituido por 297
linhas (tempos de retencdo) e 1 coluna (A = 273 nm), a partir do qual se calculou o
vetor linha. Em seguida, cada amostra e suas repeticdes foram usadas para compor
as matrizes de dados originais de dimensdes 3 x 297, cujos picos foram alinhados
usando COW com selecdo automatica de parametros segment length e slack size,

bem como cromatograma de referéncia para cada matriz®®. Depois disso, o


http://www.medscape.com/viewpublication/20621
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cromatograma médio de cada amostra foi calculado, resultando em vetores 1 x 297,
que foram combinados para formar a matriz Tasxg7 utilizada na analise
quimiométrica. Antes da PCA, o algoritmo automatizado foi aplicado também a
matriz Tasx297 para selecado dos parametros de COW (cromatograma de referéncia =
39; segment length = 75; slack size = 10) empregados no alinhamento dos
fingerprints das 48 amostras de C. icaco. Posteriormente, os cromatogramas foram
alinhados, normalizados para &rea unitaria e centrados na média, utlizando a

interface gréfica PLS_Toolbox.
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Figura 16 - Cromatogramas de ions totais representativos de extratos
hidroalcoodlicos de folhas de C. icaco para cada morfotipo (cor do fruto) (extratos
BJ1, VI1 e BR1). Coluna: Zorbax Eclipse XDB-C18; temperatura da coluna: 30 °C;
fase movel: (A) 0,1% acido férmico em agua e (B) acetonitrila; eluicdo em gradiente;
vazao: 0,3 mL/min; volume de injecdo: 1 uL; tempo de andlise: 6 min; modo de
ionizacdo: negativo. Os picos identificados pelas letras a, b e ¢ correspondem aos
picos 6, 10 e 16, definidos pela analise por DAD como caracteristicos,
respectivamente.

Na analise exploratéria, trés PCs que descreveram 68,77% da variancia
dos dados foram selecionados. No grafico 3D de scores da PCA (Grafico 9a),
verificou-se que as amostras do morfotipo vermelho também se agruparam
distintamente dos outros dois morfotipos pela projecdo nos trés primeiros
componentes principais (PC1 35,77%, PC2 20,55% e PC3 12,45%), assim como

foram igualmente divididas em dois grupos relativos: Grupo | (morfotipo vermelho) e



75

Grupo Il (morfotipos branco e preto). A melhor separagcéo para distinguir os dois
grupos foi percebida em PC2. As varidveis responsaveis pelo agrupamento
observado foram identificadas no grafico de loadings da PCA. Examinando os
loadings em PC2 (Gréfico 9b), observou-se que as variaveis 22 e 279 (com loadings
positivos) se destacaram, indicando maior peso sobre a discriminacdo do morfotipo
vermelho em relagdo aos morfotipos preto e branco. Portanto, deduziu-se que essas
variaveis estao positivamente correlacionados ao Grupo |, ou seja, seriam mais
intensas no morfotipo vermelho em comparacao aos demais. Além disso, constatou-
se que a variavel 273, que corresponde ao pico identificado como ¢ no TIC (pico n°
16 no fingerprint UHPLC-DAD de C. icaco), manteve-se negativamente
correlacionado ao Grupo |. Dessa forma, a analise exploratéria dos TICs obtidos por
ESI-MS ratificou o resultado observado a partir dos dados de DAD.
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Grafico 9 - Andlise de componentes principais (PCA). (a) Grafico de scores —
visualizacdo 3D (PC1xPC2xPC3) da distribuicdo e agrupamento dos dados de
UHPLC-ESI-MS das 48 amostras de C. icaco, que descreve 68,77% do total de
variancia dos dados. Os simbolos indicam morfotipo vermelho (triangulos invertidos),
morfotipo preto (quadrados) e morfotipo branco (estrelas). (b) Gréfico de loadings —
visualizacdo das varidveis responsaveis pela separacdo de grupos em PC2. As
variaveis assinaladas representam as com maior magnitude e a variavel 273
corresponde ao composto 16 no fingerprint UHPLC-DAD.
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6. AVALIACAO DA INFLUENCIA DA PROCEDENCIA E DA
SAZONALIDADE DO MATERIAL BOTANICO SOBRE O
FINGERPRINT UHPLC-DAD DE Chrysobalanus icaco L.
E CORRELACAO DESSES DADOS COM OS DAS
ANALISES DE FERTILIDADE DE SOLO E DE TECIDO
FOLIAR

6.1. Reagentes

Os reagentes utilizados nesta etapa foram da marca Synth grau analitico.

6.2. Material e métodos

As analises de fertilidade do solo e de tecido foliar foram realizadas com a
colaboracédo do Analista Quimico da Embrapa Amazoénia Oriental, Me. Orivan Maria
Marques Teixeira (Anexo 3).

6.2.1. Analise quimiométrica dos dados de fingerprint UHPLC-DAD

Nesta etapa, foram considerados apenas os dados de fingerprint UHPLC-
DAD referentes as 23 amostras de C. icaco que possuem material coletado nos dois
periodos (chuvoso e menos chuvoso), visto que dois dos individuos de ajuru-branco
foram podados, conforme descrito na Secédo 4.1.1. Assim, foram considerados 46
extratos e, portanto, 138 cromatogramas. Esse procedimento foi adotado com o
intuito de, por andlise exploratéria, avaliar a influéncia especifica de fatores
ambientais nos fingerprints. Inicialmente, o tratamento dos dados foi similar ao
descrito na Secdo 5.3.5.1. Na sequéncia, os vetores das amostras 1 x 2593 foram
combinados para formar a matriz Pssx2s93. A PCA foi antecedida pelo alinhamento
dos picos cromatograficos com a aplicacdo do algoritmo automatizado a matriz
Pusxas03. Os parametros de COW® também foram selecionados automaticamente:

cromatograma de referéncia = 12; segment length = 452; slack size = 10.

6.2.2. Andlise de fertilidade de solo
O Laboratorio de Solos da Embrapa Amazodnia Oriental participa do
Programa de Analise de Qualidade de Laboratérios de Fertilidade (PAQLF),

coordenado pela Embrapa Solos.
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Determinagfes de macro e micronutrientes, bem como outros indicadores
da composicado dos solos foram realizadas nas 47 amostras, em duplicata e de
acordo com procedimentos estabelecidos no “Manual de andlises quimicas de solos,
plantas e fertilizantes”'%: pH em agua (Quimis®, SP, Brasil); célcio, calcio+magnésio,
aluminio, nitrogénio, acidez potencial e matéria organica por volumetria; sodio e
potassio usando fotdmetro de chama Q498M2 (Quimis®, SP, Brasil); fosforo
disponivel por espectrofotometria no UV-VIS (Biospectro, PR, Brasil); ferro, zinco,
cobre e manganés foram realizadas em espectrémetro de emissdo atbmica com
plasma induzido por micro-ondas MP-AES 4200 (Agilent Technologies, CA, EUA), no
gual o fluxo de nebulizacao e posicao de visualizagéo foi otimizado para cada analito
pelo software MP Expert. Os resultados foram organizados e calculados em planilha

Excel® 2010 (Microsoft Office, WA, EUA).

6.2.3. Analise de tecido foliar

O Laboratorio de Solos da Embrapa Amazonia Oriental participa do
Programa Interlaboratorial de Andlise de Tecido Vegetal (PIATV), coordenado pela
ESALQ-USP.

Foram determinados macro e micronutrientes nas 48 amostras de tecido
foliar, em duplicata, conforme procedimentos estabelecidos no “Manual de andlises

"193: nitrogénio pelo método de Kjeldahl;

quimicas de solos, plantas e fertilizantes
potassio usando fotdmetro de chama; fésforo por espectrofotometria no UV-VIS;
céalcio, magneésio, ferro, zinco, cobre e manganés por MP-AES. Para digestdo do
tecido vegetal, foi utilizado um sistema de digestdo por micro-ondas Start D
(Milestone, BG, Italia). Os resultados foram organizados e calculados em planilha

Excel®.

6.2.4. Analise quimiométrica dos dados de fertilidade do solo e tecido foliar
As planilhas Excel® contendo os dados referentes as andlises de

fertilidade do solo e de tecido foliar foram convertidas para arquivos do MATLAB®.

Em seguida, no PLS_Toolbox, os dados das matrizes de dimensdes 47 x 14 (dados

de fertilidade do solo) e 48 x 9 (dados de tecido foliar) foram autoescalados,
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tornando-se adimensionais. Depois, aplicou-se a PCA para reconhecimento de

padrdes dentro de cada conjunto de dados.

6.2.5. Tratamento de residuos
Os residuos toxicos gerados nas andlises de fertilidade do solo e de
tecido foliar foram descartados e/ou tratados conforme as normas para a gestéo de

residuos quimicos nos laboratérios da Embrapa Amazonia Oriental*®,

6.3. Resultados e discussao

6.3.1. Andlise quimica de fertilidade de solo e de tecido foliar

O principal propésito da analise quimica para avaliacdo da fertilidade do
solo é determinar a suficiéncia ou deficiéncia de nutrientes para o desenvolvimento
da planta, além de condicfes adversas como acidez, salinidade, etc., que o possam
prejudicar'®. Esses nutrientes disponiveis no solo exercem fun¢des especificas na
fisiologia da planta como: estrutural, constituinte de enzimas ou ativador enzimatico.
Ademais, as condicbes de precipitacdo afetam a umidade do solo e, por isso,
necessitam ser consideradas para melhor interpretacdo da disponibilidade dos
macro e micronutrientes. Enquanto que, a analise de tecido foliar € normalmente
utilizada para avaliacdo do estado nutricional da planta, assim como indicar a falta
de algum nutriente no solo*%®1%7,

Sobre a nutricdo de C. icaco, pesquisadores reportaram que essa planta
se desenvolve em solo acido, salino-sodico e também em solo com pH neutro, todos
de baixa fertilidade e, em sua maioria, extremamente arenosos. Foram observados
teores reduzidos de N (nitrogénio) e P (fésforo) nas folhas, ramos, inflorescéncias e
frutos imaturos dessa espécie, em relacdo aos da maioria das plantas cultivadas.
Contudo, sem apresentar sinais visiveis de deficiéncia nutricional. Mesmo vegetando
em locais de fertilidade, salinidade e disponibilidade hidrica muito variadas, essa
planta manteve concentracdes similares de N, P, K (potassio) e Na (sédio) nos
6rgdos analisados'®. Adicionalmente, foi verificado que o habito de crescimento
dessa planta (arvore ou arbusto) ou altura pode estar relacionado a disponibilidade
de &gua, nutrientes e/ou concorréncia por luz, pois em ambiente com solo argiloso e

7

maior diversidade vegetal, o crescimento é mais vertical®®. Essa hip6tese também
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pdde ser observada entre os 25 espécimes de C. icaco estudados neste projeto,
conforme demonstrado na Tabela 1, Se¢&o 4.1.

Um dos principais fatores que podem interferir na disponibilidade dos
nutrientes no solo e que, portanto, afetam a absorcao e a nutricdo das plantas'® é o
pH ou acidez ativa. Nas amostras de solo coletadas no habitat dos 25 espécimes de
C. icaco silvestres, observou-se que o pH variou entre 4,4 £ 0,2 e 6,6 £ 0,3. Outro
indicador da qualidade do solo € o teor matéria organica, cujos resultados estiveram
entre 0,5+ 0,2 e 36,3 £ 0,6 g/kg.

Os Graficos 10 e 11 ilustram os resultados obtidos na determinacao de
potassio e matéria organica no solo, respectivamente. No Gréafico 12, verificam-se os
resultados de zinco obtidos na andlise de tecido foliar. Os demais resultados da
analise de fertilidade de solo encontram-se no Apéndice B e os de tecido foliar, no
Apéndice C.

O nitrogénio € um dos nutrientes de funcdo estrutural bastante requerido
pela maioria das culturas. Entretanto, & extremamente moével no solo, o que dificulta
sua determinac&o e interpretacao eficiente dos resultados'™®. Talvez isso explique os
valores de desvios padrao tdo elevados obtidos para nitrogénio no solo (Apéndice
B).
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Gréafico 10 - Andlise de fertilidade do solo — teor de potassio, determinado por
fotometria de chama, das 47 amostras de solo coletadas no habitat dos espécimes
de C. icaco durante o periodo chuvoso e menos chuvoso.
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Gréfico 11 - Andlise de fertilidade do solo — teor de matéria organica, determinado
por volumetria, das 47 amostras de solo coletadas no habitat dos espécimes de C.
icaco durante o periodo chuvoso e menos chuvoso.
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Gréfico 12 - Analise de tecido foliar — teor de zinco, determinado por MP-AES, das
48 amostras de folhas de C. icaco coletadas durante o periodo chuvoso e menos
chuvoso.

6.3.2. Analise exploratdria dos dados de fertilidade de solo e de tecido foliar
Na PCA aplicada as matrizes de dados de solo e de tecido foliar, ndo se
distinguiu nenhum agrupamento ou tendéncia dentro dos conjuntos de dados

analisados, quanto as caracteristicas morfolégicas (habito, cor do fruto maduro),
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procedéncia (origem geografica, caracteristicas do solo, proximidade com o mar) ou

época de colheita.

6.3.3. Fingerprint x procedéncia x sazonalidade x fertilidade do solo x tecido
foliar

Pesquisadores tém descrito muitas hipéteses sobre a influéncia de fatores
ambientais no metabolismo de plantas medicinais como, por exemplo, a existéncia
de relacdo entre a bhiossintese e/ou acumulo de compostos fendlicos e a incidéncia
solar; a idade da planta; o estresse oxidativo, hidrico ou térmico; e os estagios de
floragéio e frutificacdo'"'*?. Esses estudos tém sido obtidos principalmente com o
intuito de determinar a época ideal para fins de colheita.

Igualmente, a investigacdo de relacdo entre a producdo de metabdlitos
secundarios e o contetido de metais no solo e/ou folha tem sido relatada®***3. Assim,
verificou-se a influéncia ora positiva, ora negativa da concentracéo de potassio sobre
os teores de flavonoides glicosilados, dependendo da espécie em estudo***411°,

Para C. icaco, Nissen-Levi e colaboradores observaram que nas folhas de
plantas tratadas com sais de magnésio, foi detectado o dobro da concentracéo de
antocianinas que as do grupo controle em mesmo estagio de desenvolvimento*.
Resultados como esse podem ser considerados estratégicos a manipulacdo de
nutrientes com o proposito de alterar positivamente o metabolismo de uma planta
medicinal ou, simplesmente, para a domesticacdo da espécie.

Desta forma, a analise de fertilidade do solo, bem como de tecido foliar
foram realizadas com a finalidade de investigar a possivel correlacdo entre os
valores de nutrientes no solo e na folha com a resposta no perfil quimico dos
extratos de C. icaco, em condicBes de habitat com maior ou menor precipitacdo
pluviométrica.

Na analise exploratéria da matriz Pssx2593, foram selecionados dois PCs
gue descreveram 73,31% da variancia dos dados. No grafico de scores da PCA
(Gréfico 13), cada ponto representa uma amostra individual. As amostras de mesma
procedéncia estdo interligadas por um segmento de reta, onde as extremidades

correspondem as amostras coletadas no periodo chuvoso (1) e menos chuvoso (2).
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Verificou-se que a maioria dos scores para as amostras de mesma
procedéncia apresentaram tendéncia a agrupamento. Entretanto, algumas das 46
amostras de C. icaco encontram-se localizadas em ambos os lados (positivo e
negativo) no eixo PC2. Esses resultados sugerem que o fingerprint UHPLC-DAD do
extrato de C. icaco sofre variagdo com relacdo a origem geogréfica e a época de
colheita. Entretanto, ndo foi observada a formacéo de agrupamentos ou tendéncias
referentes ao habito da planta, tipo de solo, mesorregido de procedéncia ou

disponibilidade de algum nutriente no solo.
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Grafico 13 - Grafico de scores da analise de componentes principais (PCA) —
visualizacdo (PC1xPC2) da distribuicdo dos dados de fingerprint UHPLC-DAD das
46 amostras de C. icaco, que descreve 73,31% do total de variancia dos dados.
Cada ponto representa uma amostra individual. As amostras de mesma procedéncia
estdo interligadas por um segmento de reta, onde as extremidades correspondem as
amostras coletadas no periodo chuvoso (1) e menos chuvoso (2).

Em relacdo a andlise quimica do solo, observou-se no Grafico 13 uma
tendéncia de distribuicdo da amostra no eixo PC2 vinculada a concentracdo do
nutriente como, por exemplo, potassio (K), ou seja, quanto maior o teor de K na

amostra de solo (Grafico 10), mais negativa a posicdo da amostra de C. icaco em
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PC2, especialmente as amostras localizadas em ambos os lados no eixo PC2: NT,
BR, CT, MA, TAe VG.

As variaveis responsaveis por essa distribuicdo foram identificadas a partir
do gréfico de loadings em PC2 (Grafico 14), onde foi possivel verificar que dois picos
se destacaram: o primeiro (negativo) referente a variavel 925 e o segundo (positivo),
referente a variavel 1070, que correspondem aos compostos 6 (RT = 1,91 min) e 10
(RT = 2,21 min), respectivamente, definidos como caracteristicos do extrato de C.
icaco por UHPLC-DAD. Portanto, a partir dessa observacgéao, inferiu-se a correlagéo
positiva do composto 6 (miricetina 3-O-glucuronideo) a concentracéo de K no solo, o
gue sugere a participacdo desse nutriente como ativador no sistema enzimatico de
producéo desse flavonoide.

Potassio € o segundo nutriente mais requerido pelas plantas, depois do
nitrogénio. Embora ndo desempenhe nenhum papel estrutural nas plantas, sua
principal funcdo bioquimica € exatamente a ativagdo enzimatica, além de ser

responsavel também pela regulacdo osmética®®’.
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Gréafico 14 - Grafico de loadings da andlise de componentes principais (PCA) —
visualizacdo das variaveis responsaveis pela distribuicdo das amostras em PC2. As
variaveis assinaladas correspondem aos compostos 6 e 10 no fingerprint UHPLC-
DAD de extrato hidroalcodlico de folhas de C. icaco.

Em relacdo a analise quimica do tecido foliar, notou-se uma tendéncia

similar de distribuicdo da amostra no eixo PC2 associada a concentracdo do

nutriente zinco (Zn), por exemplo: quanto maior o teor de Zn na amostra de tecido
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vegetal (Gréafico 12), mais positiva a posicdo da amostra de C. icaco em PC2
(Gréfico 13), especialmente as amostras localizadas em ambos os lados no eixo
PC2: NT, BR, CT, MA, TA e VG. Consequentemente, deduziu-se a correlagdo do
composto 10 (miricetina ligada a unidade de pentose e ramnose) a concentracao de
Zn na folha; cuja principal fun¢@o no metabolismo das plantas € como componente e
ativador enzimatico®’.

Todavia, essas observacdes estdo sustentadas apenas na interpretacéo
visual desses gréficos e, portanto, necessitariam ser refinadas por meio de analises
multiconjuntos, que utilizem simultaneamente todas essas variaveis para extragéo de
informacdao util, com a finalidade de permitir interpretacao confiavel sobre a influéncia

desses nutrientes na producéo de metabdlitos secundarios em C. icaco.



85

7. DESENVOLVIMENTO DE METODO DE CROMATOGRAFIA
ELETROCINETICA MICELAR DE FLUXO INVERTIDO
USANDO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL PARA
ANALISE DE FINGERPRINT DE Chrysobalanus icaco L.

7.1. Reagentes
Hidroxido de sédio (NaOH) PA 97% Synth; Acido fosforico (HsPOg4) PA
85% Synth; Dodecil sulfato de sédio (SDS) 99% Sigma.

7.2. Material e métodos

7.2.1. Preparo da amostra

Aliquotas de cada extrato (tintura) foram centrifugadas durante 5 min a
9660 x g (MiniSpin® Eppendorf®, HH, Alemanha). Em seguida, foram filtradas em
membranas de 0,22 um de poro Millex®-GV (Merck Millipore, HE, Alemanha).

7.2.2. Condi¢cdes CE-DAD

Nesta etapa, utilizou-se um sistema de eletroforese capilar (CE) modelo
1600 (Agilent Technologies, CA, EUA), equipado com DAD, amostrador automatico
e sistema de controle de temperatura do capilar, controlados pelo software
ChemsStation (revisdo B.04.01(481)). Os espectros foram adquiridos na faixa de 190
a 600 nm e os eletroferogramas monitorados em 230 nm, 254 nm, 280 nm, 330 nm e
350 nm. As separacdes foram realizadas empregando-se capilar de silica fundida
AG 160-2650-5 (Agilent Technologies, CA, EUA) de 50 um de diametro interno (i.d.)
e 58,5 cm de comprimento total (50,0 cm de comprimento efetivo até o detector). A
janela para deteccdo foi aberta a 8,5 cm de uma das extremidades do capilar,
mediante a queima do revestimento externo de poliimida nessa regido, de maneira a
obter-se abertura de 2,0 mm. Antes do primeiro uso, o capilar foi condicionado pela
passagem de solucdo aquosa de NaOH 0,1 mol/L por 30 min. No inicio de cada dia
de trabalho, o capilar foi lavado com a mesma solucdo alcalina (5 min), agua
ultrapura (5 min) e finalmente condicionado com o eletrdlito de corrida (BGE) por 20
min. Além disso, ap6s cada corrida, o condicionamento do capilar foi realizado com
NaOH 0,1 mol/L (1 min), agua ultrapura (2 min) e BGE (5 min) a 950 mbar.
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A fim de obter o perfil eletroforético ou fingerprint CE-DAD contendo o
maior nimero de picos e maior eficiéncia de separacdo, ensaios por CE foram
inicialmente avaliados, incluindo eletroforese capilar de zona. Posteriormente, a
partir da adaptacdo do método RF-MEKC proposto por Rabanes e colaboradores
para extratos vegetais™’, foram realizados estudos univariados para otimizagéo das
condicbes experimentais: concentracdo do extrato, concentracdo do eletrdlito,
potencial de separacgéo, tempo e pressédo da injecao hidrodinadmica, temperatura e
tempo de andlise. Assim, foram definidos os seguintes parametros: concentracdo do
extrato, concentragao original da tintura (1:10); injecao hidrodinamica, 25 mbar por
6 s; potencial de separacdo, —20 kV; temperatura de andlise, 20 °C; tempo de
analise, 30 min. No que se refere a solucdo de separacdo, Rabanes e
colaboradores™!’ propuseram 50 mmol/L de HsPO, a pH 2,5 e 50 mmol/L de SDS.
Essa concentracao de SDS foi definida apds a realizagdo de estudo sobre o efeito
da concentracdo de SDS variando de 10 a 100 mmol/L em 50 mmol/L de H3POy,
onde consideraram eficiéncia de separacgao e tempo de analise, como parametros de
avaliacao.

A otimizacdo do BGE € o procedimento mais critico nas analises de
CE8. Por isso, com o intuito de otimizar a solucdo de separacéo a ser empregada
na obtencéo do fingerprint CE-DAD de C. icaco partindo dos valores recomendados
acima, utilizou-se o método de planejamento de experimentos (DOE), que avalia
também as interacées entre os fatores''®. As concentracdes das solucées usadas na
separacdo foram estudadas mediante delineamento composto central (CCD) 22
contendo trés pontos centrais e quatro axiais, assumindo como variavel resposta o
“numero de picos” monitorado em 254 nm, visto que nesse comprimento de onda os
picos apresentaram maior intensidade. O procedimento foi desenvolvido com trés
replicatas auténticas no ponto central. Cada ensaio do delineamento foi realizado em
ordem aleatéria e com duplicata de injecdo. Nas Tabelas 4 e 5, observam-se os
dados do primeiro delineamento adotado.

O valor de o foi calculado em funcdo do numero de variaveis
independentes (n = 2) por meio da equacao®’:

a=(2N"=141
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A amplitude de variagao entre o limite inferior e o superior de cada fator foi
calculada de modo que incluisse no planejamento a concentra¢do 6tima da solucéo
de separacéo proposta por Rabanes e colaboradores™’: [HsPO4] = 50 mmol/L (pH
2,5) e [SDS] = 50 mmol/L; bem como o limite inferior da concentragdo de SDS nao
fosse menor que sua concentracdo micelar critica (CMC = 8,2 mmol/L). A amostra
de tintura de C. icaco utilizada nos ensaios foi a codificada como BE1, selecionada
na Secdo 5.3.2. Os resultados foram tratados pelo software Statistica® versdo 10
(StatSoft, OK, EUA), realizando-se andlise de varidncia (ANOVA) para estimar

efeitos estatisticamente significativos.

Tabela 4 - Niveis codificados e reais dos fatores do primeiro delineamento composto
central.

Niveis codificados e reais dos fatores

Fatores o 1 0 ) o
HzPO4 (mmol/L) 30 50 100 150 171
SDS (mmol/L) 9 16 33 50 57

Tabela 5 - Ensaios do primeiro delineamento composto central.

NUmero de Fatores (valores codificados) Fatores (valores reais)
ensaios H3;PO,4 (mmol/L) SDS (mmol/L) HsPO,4 (mmol/L) SDS (mmol/L)
1 -1 -1 50 16
2 +1 -1 150 16
3 -1 +1 50 50
4 +1 +1 150 50
S) 0 0 100 33
6 0 0 100 33
7 0 0 100 33
8 -1,41 0 30 33
9 +1,41 0 171 33
10 0 -1,41 100 9
11 0 +1,41 100 57

Diante dos resultados obtidos no primeiro delineamento, verificou-se a
necessidade de realizar um novo CCD 22 contendo, igualmente, trés pontos centrais
e guatro axiais. Nas Tabelas 6 e 7, estdo apresentados os dados do segundo

delineamento empregado, onde a faixa de variagéo entre o limite inferior e o superior
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de cada fator foi calculada de modo que incluisse nesse novo planejamento as
concentragbes cujo resultado no primeiro DOE tenha apresentado tendéncia ao
maior numero de picos: [H3PO4] = 50 mmol/L (pH 2,5) e [SDS] = 16 mmol/L; bem
como o limite inferior da concentracdo de SDS nao fosse menor que sua CMC.

Tabela 6 - Niveis codificados e reais dos fatores do segundo delineamento
composto central.

Niveis codificados e reais dos fatores

F
atores o 1 0 1 ol
HsPO, (mmol/L) 22 30 50 70 78
SDS (mmoliL) 9 11 16 21 23

Tabela 7 - Ensaios do segundo delineamento composto central.

NUmero de Fatores (valores codificados) Fatores (valores reais)
ensaios H3;PO,4 (mmol/L) SDS (mmol/L) H3PO,4 (mmol/L) SDS (mmol/L)
1 -1 -1 30 11
2 +1 -1 70 11
3 -1 +1 30 21
4 +1 +1 70 21
5 0 0 50 16
6 0 0 50 16
7 0 0 50 16
8 -1,41 0 22 16
9 +1,41 0 78 16
10 0 -1,41 50 9
11 0 +1,41 50 23

7.2.3. Analise quimiométrica

Os arquivos de dados gerados pelo DAD foram exportados usando o
software ChemStation no formato CSV e convertidos para o Excel® 2010 (Microsoft
Office, WA, EUA). Em seguida, foram importados para o0 MATLAB®. O tratamento
dos dados (alinhamento dos picos) foi realizado pela implementacdo do algoritmo
COW®. Posteriormente, os eletroferogramas foram normalizados, autoescalados e

submetidos a PCA, utilizando-se a interface grafica PLS_Toolbox.

7.2.4. Tratamento de residuos
Os residuos toxicos gerados nesta etapa do trabalho experimental foram

descartados e/ou tratados conforme as normas para a gestdo de residuos quimicos



89

do Instituto de Quimica da Unicamp (disponivel em: http://www.igm.unicamp.br/sites/

default/files/normasResiduos.pdf).

7.3. Resultados e discussao

7.3.1. Primeiro delineamento composto central
Para avaliacdo do nimero de picos, considerou-se como unidade de pico
o sinal no eletroferograma com resolucdo experimental®*:
Rs21,5
Sendo que, a resolucdo (Rs) entre dois picos adjacentes em um
eletroferograma foi calculada usando a equacéo:

Re=2 (tm™ = tn")
W+ wh)

1<, W wk, sdo os tempos de migracéo e a largura do pico na base para

onde tm
cada dois picos consecutivos, respectivamente®®. Além disso, somente foi
considerado como unidade de pico o sinal medido cuja relagdo sinal-ruido (SNR)

tenha sido superior a 3.

Na Tabela 8, verificam-se os resultados da analise estatistica para a

variavel dependente niumero de picos.

Tabela 8 - Efeitos e interagdes calculados para 0 niumero de picos no primeiro
delineamento composto central.

Efeito Erro puro p*
Média 17,62746 0,333320 0,000357
H3PO, (Linear) -2,43983 0,408900 0,026957
H3PO, (Quadratico) -1,71039 0,487930 0,072627
SDS (Linear) -4,21317 0,408602 0,009275
SDS (Quadratico) -1,26625 0,486959 0,121517
H3PO4,x SDS 5,00000 0,577350 0,013072

Nota:

Os valores destacados em negrito sdo estatisticamente significativos a um intervalo de confianca de
95%.

* Probabilidade de significancia (p < 0,05).

O efeito estimado indica o quanto cada fator influencia na resposta

observada. Assim, os efeitos significativos ao nivel de 95% de confianca para o


http://www.iqm.unicamp.br/sites/%20default/files/normasResiduos.pdf
http://www.iqm.unicamp.br/sites/%20default/files/normasResiduos.pdf
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namero de picos no primeiro CCD foram: H3PO4 (Linear), SDS (Linear) e a interagcéo
HsPO,4 x SDS. O efeito da concentragdo de SDS (Linear) foi negativo, indicando que
guanto menor a concentracdo de SDS, maior o nuUmero de picos.

A partir das variaveis significativas, foi realizada a ANOVA e os resultados
estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Andlise de variancia (ANOVA) para o nimero de picos do primeiro
delineamento composto central.
Fonte de variacdo Soma quadratica Graus de liberdade Média quadratica  Fcaculado Ftabelado

Regressao 77,5097 5 15,50195 1,058622 5,05°
Residuos 73,2176 5 14,64351

Falta de Ajuste 72,5509 3 24,18363 72,5509 19,16"
Erro Puro 0,6667 2 0,333333

Total 150,7273 10

Nota:

2 (5:5;95); ° (3;2;95) .

O valor obtido para o coeficiente de determinagéo (R?) no primeiro CCD
foi de 0,51424, indicando que apenas 51,43% da variagcdo na resposta pode ser
explicada pelo modelo. Esse valor ndo é considerado satisfatério para obtencéo de
modelo valido e util para predicdo. De acordo com Barros Neto e colaboradores,
quanto mais préximo de 1 o valor de R? melhor o ajuste do modelo®?°. Além disso,
para que uma regressao seja nao apenas significativa, mas também util para fins
preditivos, a relacdo Fcaculado/Ftavelado dEVE ser superior a trés. A partir dos dados da
Tabela 9, verifica-se que a relacdo para a regressao apresentou o valor de 0,2096,
ficando muito abaixo da relacéo esperada. Adicionalmente, o valor de Fcaculado para a
falta de ajuste do modelo (72,55) foi superior ao Fiapelado (19,16), fornecendo uma
alta relacdo, o que igualmente ndo é ideal para a validacdo do modelo, pois para que
um modelo seja considerado bem ajustado essa relagéo deve ser inferior a 0,10,

Apesar dos resultados obtidos ndo permitirem a geracdo de um modelo
matematico preditivo, o grafico de contorno (Grafico 15) foi gerado e aponta a
tendéncia para a obtencdo do maior numero de picos ( > 26) na regido de menor
concentragdo tanto para H3PO, quanto para SDS, regido representada pela

intensidade mais forte da cor vermelha.
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Grafico 15 - Gréfico de contorno obtido para avaliagdo do numero de picos em
funcdo das concentracbes de &cido fosforico [H3PO,4] e dodecil sulfato de sdodio
[SDS] na solugéo de separacdo em RF-MEKC. Primeiro delineamento composto

central.

7.3.2. Segundo delineamento composto central

Os valores correspondentes aos efeitos estimados para o numero de

picos estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Efeitos e interagfes calculados para o nimero de picos no segundo

delineamento composto central.

Efeito Erro puro p*
Média 16,35276 0,333288 0,000415
H3PO, (Linear) -0,55556 0,410305 0,308436
H3:PO, (Quadratica) -3,14403 0,492535 0,023673
SDS (Linear) -0,60606 0,410305 0,277685
SDS (Quadratica) -2,63383 0,492535 0,033237
HzPO,x SDS 1,50000 0,577350 0,121690

Nota:

Os valores destacados em negrito sdo estatisticamente significativos a um intervalo de confianca de

95%.
* Probabilidade de significancia (p < 0,05).

De acordo com analise dos efeitos das variaveis independentes (Tabela

10), somente H3PO, (Quadratico) e SDS (Quadréatico) apresentaram significancia

estatistica sobre o numero de picos ao nivel de 95% de confianca.
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A partir desses efeitos significativos, efetuou-se a ANOVA e os resultados

para esse novo planejamento estéo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Analise de variancia (ANOVA) para o numero de picos do segundo
delineamento composto central.
Fonte de variagdo Soma quadratica Graus de liberdade Média quadratica  Fcaculado Frabelado

Regressao 21,69197 5 4,3383395 1,736769 5,05°
Residuos 12,48984 5 2,497969

Falta de Ajuste 11,82318 3 3,94106 11,82318 19,16°
Erro Puro 0,66667 2 0,33333

Total 34,18182 10

Nota:

2 (5:5;95); ? (3;2;95) .

O valor obtido para o R? no segundo CCD foi de 0,63461, indicando que
somente 63,46% da variabilidade na resposta pode ser explicada pelo modelo. A
partir dos dados da Tabela 11, verifica-se que como os valores da relagdo para
regressao (Fcaculado/Fiabelado) fOI de 0,3439 e para falta de ajuste foi de 0,6171,
novamente ndo se alcangcou um modelo valido e util para fins preditivos. Entretanto,
no grafico de contorno gerado (Grafico 16), evidenciou-se a tendéncia para a
obtencdo do maior nimero de picos ( > 16) quando as concentracdes das solucdes
de H3PO4 e SDS foram 50 mmol/L e 16 mmol/L, respectivamente, representada pela
regido de intensidade mais forte da cor vermelha.

Analisando os graficos de contorno do primeiro e do segundo CCD,
verificou-se que a tendéncia observada em relacéo a concentracdo 6tima da solucéo
de separacéao indicou um namero de picos superior a 26 no primeiro CCD, porém foi
apenas maior que 16 no segundo. Por isso, calculou-se o ruido instrumental médio
nos dois delineamentos, observando-se que o valor de ruido no segundo CCD (0,15
+ 0,05 mAU) foi trés vezes maior que no primeiro (0,05 £ 0,03 mAU), o que
provavelmente comprometeu a visualizacdo dos picos menos intensos no segundo
delineamento.

A otimizacdo dos parametros concentracdo de Hz;PO4 e SDS mostrou que
para se obter o maior nimero de picos na andlise de fingerprint de C. icaco por CE-
DAD, deve-se adotar a solucdo de separacdo composta por 50 mmol/L de H3zPOg4
(pH 2,5) e 16 mmol/L de SDS.
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Grafico 16 - Gréfico de contorno obtido para avaliagdo do numero de picos em
funcdo das concentracbes de &cido fosforico [H3PO,4] e dodecil sulfato de sdodio
[SDS] na solucdo de separacdo em RF-MEKC. Segundo delineamento composto
central.

7.3.3. Validag&o do método fingerprinting por CE-DAD

De acordo com Cass e Cassiano’??, ndo existe uma orientacao final sobre
validacdo de um método analitico e, portanto, trata-se de um processo personalizado
pela selecdo dos testes necessarios, com base no método usado e suas exigéncias.
Por isso, reconhecendo a necessidade de dados analiticos confiaveis para uma
correta interpretacdo dos resultados, aliada ao fato de que CE produz resultados
menos reprodutiveis que LC ou GC*, figuras de mérito para o método fingerprinting
por CE-DAD foram avaliadas.

Entre os picos observados no fingerprint, dois foram definidos como
tipicos nas tinturas de C. icaco e encontram-se assinalados com n° 1 e 2 na Figura
17. O pico 1 (MT= 10,33 min) foi selecionado como pico de referéncia para
estimativa do tempo de migracao relativo (RMT) e da area de pico relativa (RPA). Os
desvios padrao relativo (RSD) de RMT e de RPA do pico 2 (RT = 10,87 min) foram
calculados para a estimativa de repetibilidade e estabilidade da amostra.

A repetibilidade foi avaliada pela analise de trés extratos de uma mesma
amostra (réplicas de extracdo), dentro de um unico dia, com duplicata de injecao.
Como parametro para avaliacdo da conformidade do sistema, o teste de estabilidade
da amostra foi avaliado por meio da analise do mesmo extrato em diferentes tempos
(0, 4, 8, 14 e 20h).
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Esses testes foram realizados com extratos da amostra BE1, obtidos
conforme descrito na Secédo 5.2.1. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 12,
na qual se observa que os valores de RSD foram inferiores a 15%, nivel de

aceitacdo estipulado pela ANVISA para métodos bioanaliticos® %,

Em adicéo,
destaca-se que nesse processo, os valores obtidos para repetibilidade representam

tanto a precisdo do método como também a reprodutibilidade da extracéo.

Tabela 12 - Figuras de mérito avaliadas para o método de fingerprint de extratos
hidroalcodlicos de folhas de C. icaco (extrato BE1) por CE-DAD.

Estabilidade* Repetibilidade
Pico n° RSD (%) RSD (%)
RRT RPA RRT RPA
2 0,36 8,19 0,42 6,62

Nota:
* Tempo: 0, 4, 8, 14 e 20h.

Assim, pode-se dizer que o método CE-DAD para a analise de fingerprint
de C. icaco foi otimizado e, com base nas figuras de mérito avaliadas, verificou-se

gue os parametros de desempenho foram satisfatorios ao escopo do estudo.

7.3.4. Fingerprints CE-DAD de C. icaco

As analises de fingerprint das tinturas de C. icaco foram realizadas a partir
dos 144 extratos hidroalcodlicos e cada extrato foi injetado em duplicata. As
condicBes experimentais utilizadas foram as descritas ha Secéo 7.2.2. com solucéo
de separacao composta por 50 mmol/L de H3PO4 (pH 2,5) e 16 mmol/L de SDS.

Visualmente, foi possivel identificar a presenca de aproximadamente 14
picos nos fingerprints por CE-DAD, sem diferencas perceptiveis além de variacao
nas intensidades dos mesmos. Os eletroferogramas fingerprint representativos de

cada morfotipo estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17 - Fingerprints CE-DAD representativos de extratos hidroalcodlicos de
folhnas de C. icaco para cada morfotipo (cor do fruto) (extratos BJ1, VI1 e BR1).
Condigdes eletroforéticas: capilar de silica fundida 58,7 cm x 50 um (i.d.), 50,0 cm de
comprimento efetivo. Eletrélito de corrida: 50 mmol/L H3PO4 (pH 2,5) e 16 mmol/L
SDS; temperatura: 20 °C; voltagem: —20 kV; injecdo hidrodinamica: 25 mbar por 6s;
tempo de andlise: 30 min; deteccao: 254 nm. Os picos caracteristicos utilizados nos
célculos de desvios padrao relativo no procedimento de validacdo do método estéao
identificados com os algarismos arabicos 1 e 2, seguidos por seus respectivos
tempos de migracao.

7.3.5. Analise exploratoria dos dados

A analise de fingerprint das 48 amostras de C. icaco resultou em um total
de 288 eletroferogramas (6 replicatas). Para efeito de célculo foi considerado o
intervalo util de tempo de migracdo, compreendido entre 7 e 20 min e os dados
foram exportados a partir do ChemsStation, dando origem a matrizes com 206
colunas (comprimentos de onda) e numero de linhas (tempos de migracao) variavel
entre 2952 e 2999, o que possivelmente esteve relacionado a reprodutibilidade
desses dados*?®. Em seguida, foi calculada a matriz transposta. A maior intensidade
dos picos foi verificada no comprimento de onda de 254 nm, que foi selecionado
para a realizacdo do estudo e, assim, a matriz transposta foi reduzida a um vetor de
1 linha e 2950 colunas (tempos de retencao).

Os eletroferogramas de cada amostra e suas replicatas foram usados
para compor as matrizes de dados originais de dimensbes 6 x 2950 para cada

amostra, no geral, embora algumas dessas replicatas com desvios de tempos de
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migracao extremos tenham sido excluidas do conjunto de dados. Para cada matriz,
os picos foram alinhados usando-se o algoritmo COW®®, que tem sido considerado a
ferramenta mais efetiva para o alinhamento de eletroferogramas®**?*. Depois, 0
eletroferograma médio de cada amostra foi calculado, resultando em vetores de
dimensédo 1 x 2950, que foram reunidos gerando a matriz Casx2950. Antes de efetuar
a PCA, o algoritmo COW também foi aplicado a matriz Casx2950 para selecionar os
parametros de deformacdo otimizada (eletroferograma de referéncia = 3; segment
length = 100; slack size = 19), empregados no alinhamento dos fingerprints. Depois,
os eletroferogramas foram alinhados, normalizados para area unitaria e
autoescalados utilizando PLS_Toolbox. Foi verificado que o autoescalamento foi a
melhor alternativa para o pré-tratamento das varidveis, pois conferiu a mesma
importancia a todas®.

Na PCA aplicada a matriz Cagx2950 (Grafico 17), foram selecionados trés
PCs que descreveram 68,23% da variancia total dos dados (PC1 50,05%, PC2
11,45% e PC3 6,73%), sendo foi possivel visualizar uma tendéncia a separacdo dos
grupos em PC2. Cada ponto no Grafico 17 representa uma amostra individual e foi
codificado de acordo com o seu morfotipo (tridngulos invertidos para morfotipo
vermelho, quadrados para morfotipo preto e estrelas para morfotipo branco). Em
funcdo dos resultados, verificou-se que as amostras de C. icaco também foram
agrupadas com base nos morfotipos: Grupo | (morfotipo vermelho) e Grupo Il
(morfotipo branco e morfotipo preto).
Em decorréncia da menor reprodutibilidade observada para dados obtidos por CE,
alguns autores chegam a considerar que dados eletroforéticos sdo menos
adequados para analises quimiométricas que dados de cromatografia liquida, por
exemplo®. No entanto, no presente estudo, apesar da qualidade dos dados
analiticos produzidos por UHPLC-DAD e por CE-DAD terem sido diferentes, foi
possivel evidenciar a mesma interpretacdo para os resultados provenientes de
ambos os métodos, apenas garantindo o pré-tratamento mais adequado. Dessa
maneira, do ponto de vista pratico, CE-DAD pode ser considerada uma opcao de
menor custo para a andlise de fingerprint de C. icaco, tendo como principal

vantagem a analise de extrato bruto com injecdo da amostra sem diluicao.
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Grafico 17 - Grafico de scores da analise de componentes principais (PCA) —
visualizacdo 3D (PC1xPC2xPC3) da distribuicdo e agrupamento dos dados de CE-
DAD das 48 amostras de C. icaco, que descreve 68,23% do total de variancia dos
dados. Os simbolos indicam morfotipo vermelho (triangulos invertidos), morfotipo
preto (quadrados) e morfotipo branco (estrelas).
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8. CARACTERIZACAO MOLECULAR DE GENOTIPOS DE
Chrysobalanus icaco L. POR MEIO DE MARCADORES
DE POLIMORFISMO DO DNA AMPLIFICADO AO ACASO

8.1. Reagentes
Tris ultrapuro 99,9% Invitrogen; EDTA (sal dissédico) PA ACS 99%

Dinamica; Cloreto de sédio PA ACS 99% Vetec; Brometo de cetiltrimetil amdnio alta
pureza Anresco; Polivinilpirrolidona Sigma-Aldrich; Polivinilpolipirrolidona Fluka;
Cloroférmio PA Vetec; Alcool isoamilico PA Vetec; Azul de bromofenol PA
Proquimios; Agarose Ludwig Biotec; Brometo de etideo 98% USB; Acido bérico PA
99,8% Panreac; EDTA ultrapuro Anresco; Taq DNA polimerase (recombinante) (5
U/uL) Invitrogen; Cloreto de magnésio a 50 mM Invitrogen; 10X PCR Rxn (MgCly)
Invitrogen; DNA Lambda Invitrogen; DNA Ladder 1Kb Plus Invitrogen; dNTP Mix
1mM Invitrogen; BSA Sigma-Aldrich.

8.2. Material e métodos

Esta etapa do trabalho foi realizada com a colaboracdo da Pesquisadora
da Embrapa Amazoénia Oriental, Dra. Maria do Socorro Padilha de Oliveira (Anexo
4).

8.2.1. Extracao e quantificacdo de DNA
A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo de Doyle e

125 com algumas modificacBes propostas por Costa e Oliveira'® e utilizando-

Doyle
se um ou dois foliolos (aproximadamente 1 g) por planta.

Na etapa de quantificacdo, as amostras foram aplicadas em gel de
agarose a 0,8% em tampao TBE (Tris/Borato/EDTA) a 0,5X contendo brometo de
etideo. O gel foi submetido a eletroforese horizontal por 15 min a 100 V e 90 mA. As
concentragfes das 25 amostras de C. icaco foram estimadas mediante comparacéo
com bandas produzidas pelo DNA de fago A (marcador de concentracdo) em
concentragcbes de 50, 100 e 200 ng/uL. As imagens foram visualizadas em

fotodocumentador L-Pix (Loccus Biotecnologia, SP, Brasil). A leitura e interpretagéo
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dos géis de agarose foram realizadas com o software Lablmage 1D L-340 (Loccus
Biotecnologia, SP, Brasil). As amostras concentradas foram armazenadas em
ultrafreezer a —80 °C e parte de cada amostra de DNA foi diluida em TE (Tris/EDTA)
para a concentracao de 10 ng/uL, sendo mantidas a temperatura de —20 °C para uso

nas reacoes de PCR (reacdo em cadeia da polimerase).

8.2.2. PCR

A selecdo de marcadores de polimorfismo do DNA amplificado ao acaso
(RAPD) foi realizada com base em 100 primers (iniciadores) de quinze kits da
Operon Technologies (CA, EUA), que foram aplicados em cinco das 25 amostras de
C. icaco,

As reacgOes de PCR foram realizadas em microtubos de 200 uL contendo
volume final de 15 ulL para cada amostra, constituido por: 3,5 uL de DNA na
concentragcédo de 10 ng/uL; 3,47 uL de agua ultrapura; 1,65 uL de tampéao 10X PCR
Buffer; 0,6 upuL de cloreto de magnésio a 50 mM; 1,04 puL de dNTP
(desoxirribonucleotideos trifosfatos, dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 1mM; 1,04 uL de
BSA (albumina do soro bovino) a 10 ug/uL; 3,5 uL de primer na concentracéo de 0,1
nmol/uL e 0,2 uL de enzima Taq DNA polimerase (5 un./uL); utilizando termociclador
TX96 (Amplitherm) programado para 40 ciclos. Os produtos amplificados foram
aplicados em gel de agarose a 1,5%, preparados com tampdo TBE 1X corado com
brometo de etideo, e submetidos a eletroforese horizontal durante 1,5 h a 100 V. Os
géis foram visualizados em fotodocumentador e as imagens capturadas por meio
digital, selecionando-se as que apresentaram nitidez de bandas.

Os primers selecionados foram aplicados nas 25 amostras de DNA,
utilizando o mesmo volume e concentracdo dos reagentes, assim como a
programacao e as demais etapas das reacdes de PCR realizadas anteriormente. Os
padrées dos produtos gerados pelos primers foram codificados com caracteres
binarios, 0 e 1, correspondendo a auséncia e presenca de bandas no peffil
eletroforético de cada gendtipo (amostra) para cada iniciador, respectivamente. A
partir desses dados, organizados em planilha Excel® 2010 (Microsoft Office, WA,
EUA), estimaram-se as similaridades genéticas entre os 25 genoétipos com base no

coeficiente de Jaccard™®’. As andlises genético-estatisticas foram realizados com o
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auxilio dos softwares NTSYSpc versdo 2.1 (Exeter Software, NY, EUA)'?® e

Genes'®.

As estimativas de divergéncia genética entre as 25 amostras de C. icaco
foram analisadas por dois métodos de agrupamento diferentes: o método de
otimizacdo de Tocher e o método hierdrquico UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic averages). A matriz de similaridades genéticas para os trés
morfotipos cor do fruto foi obtida por meio da média das similaridades das amostras
representantes de cada morfotipo. A confiabilidade dos agrupamentos formados
pelos dendrogramas foi avaliada por meio da correlacdo cofenética (Teste Z de
Mantel) obtida pelo software NTSYSpc, onde quanto maior o valor do coeficiente de
correlacdo cofenética (CCC), menor sera a distorcdo provocada ao agrupar 0S
genodtipos. O critério adotado para definicdo de grupos baseou-se na estimativa da
similaridade genética média*":

SOm = Zsgi/N
onde sg; corresponde a similaridade genética entre cada par de individuos e N é o

numero de pares obtidos.

8.2.3. Tratamento de residuos
Os residuos toxicos gerados nesta etapa do trabalho experimental foram
descartados e/ou tratados conforme as normas para a gestdo de residuos quimicos

nos laboratérios da Embrapa Amazénia Oriental*®.

8.3. Resultados e discussao

Os marcadores moleculares sdo caracteristicas de DNA que diferenciam
individuos e sdo herdadas geneticamente, por isso ndo sofrem influéncia das
variacdes ambientais™*°.

Entre as diversas técnicas de marcadores moleculares, o RAPD destaca-
se pela rapidez e eficacia para investigar a variabiidade genética em espécies

vegetais™1%

, 0 que possibilita a obtencdo de fingerprint genético util para solucionar
problemas de reconhecimento de padrdo. Assim, agrupamentos podem ser atribuidos e
correlacionados a caracteristicas especificas como origem geogréfica, composicao

nutricional, entre outras'®. Essa técnica consiste de iniciadores arbitrarios e nao
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depende do sequenciamento prévio do genoma da espécie na qual vai ser aplicado,
porém apresenta como desvantagem a baixa repetibilidade****.

Dos 100 primers RAPD avaliados, 18 foram selecionados para a
genotipagem dos 25 espécimes de C. icaco, pois apresentaram padrdo de bandas
de qualidade. Esses primers produziram 85 produtos de amplificacdo, com média de
4,7 bandas por primer e 99,2% de polimorfismo (Tabela 13). O maior nimero de
bandas polimérficas foi registrado no primer OPA-10 (Figura 18), com 10 bandas
enquanto o menor ocorreu nos primers OPAB-03, OPAR-11, OPB-17 e OPU-08,

com duas bandas.

Tabela 13 - Identificacdo dos 18 primers RAPD selecionados e aplicados as 25
amostras de C. icaco com o numero de bandas geradas e taxa de polimorfismo.

. Sequéncia de nucleotideos N° de bandas Polimorfismo
Primer — —

(5'>3) Monomorficas Polimdrficas  Total (%)

OPA-03 5 AGTCAGCCAC 3 0 4 4 100
OPA-10 5 GTGATCGCAG 3 0 10 10 100
OPA-11 5 CAATCGCCGT 3 0 6 6 100
OPAB-03 5 TGGCGCACAC 3’ 0 2 2 100
OPAR-11 5 GGGAAGACGG 3’ 0 2 2 100
OPAZ-03 5 GGCTGTGTGG & 0 5 5 100
OPAZ-04 5 CCAGCCTCAG & 0 5 5 100
OPB-01 5GTTTCGCTCC & 0 3 3 100
OPB-17 5 AGGGAACGAG 3’ 0 2 2 100
OPBA-03 5GTGCGAGAAC & 0 6 6 100
OPBA-05 5 TGCGTTCCAC 3 0 5 5 100
OPBA-07 5 GGGTCGCATC 3’ 0 5 5 100
OPBA-08 5 CCACAGCCGA 3’ 1 6 7 85,7
OPL-07 5 AGGCGGGAAC 3’ 0 7 9 100
OPM-04 5 GGCGGTTGTC 3’ 0 3 3 100
OPU-02 5 CTGAGGTCTC 3’ 0 5 5 100
OPU-03 5 CTATGCCGAC 3 0 4 4 100
OPU-08 5 GGCGAAGGTT 3’ 0 2 2 100

Total 1 84 85
Média 0,1 4,6 4,7 99,2

As 25 amostras de C. icaco receberam cdédigos numéricos no Laboratério
de Genética da Embrapa Amazbnia Oriental, que se encontram relacionados a
codificacao inicial das mesmas no Grafico 18 e Tabela 14.

A andlise de agrupamento obtida pelo método UPGMA permitiu a divisao

dos 25 gendtipos de C. icaco em cinco grupos (Grafico 18), onde o grupo V foi
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formado pela maioria dos gendtipos, englobando gendtipos dos trés morfotipos de
cor do fruto (branco, preto e vermelho). O alto coeficiente de correlacao cofenética (r
= 0,8914) representa 0 bom ajuste entre a representacdo grafica das similaridades

genéticas no dendrograma e a sua matriz original**.

12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Figura 18 - Perfil do gel de agarose demonstrando o polimorfismo gerado pelo
primer OPA-10 nos 25 espéecimes de C. icaco. Eletroforese em gel de agarose
(1,5%) de produtos de amplificacdo do DNA (1,5 h a 100 V) corados com brometo de
etideo. M = padrdo DNA Ladder 100 bp.

Na Tabela 14, pode-se visualizar que o método de agrupamento de
Tocher possibilitou a separacdo das 25 amostras estudadas em oito grupos distintos,
sendo que por esse método o Grupo Il reuniu 0 maior nimero de genaotipos.

Verificou-se, pelo polimorfismo identificado nos primers selecionados, que
as amostras de C. icaco coletadas em diferentes locais no estado do Para e
genotipadas por marcadores RAPD sdo geneticamente distintas, formando
agrupamentos variaveis, em numero e constituicdo, por diferentes métodos.
Observou-se que esses marcadores se mostraram eficientes na quantificacdo da

variabilidade e da divergéncia genética entre as amostras.
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Codigo amostra | PI OU HO AT MA BR AJ PP RP BJ PJ VI IT CP RG PG CM CR TA CT VG NT SA BE SC
COD GEN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Grafico 18 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das similaridades
genéticas obtidas pelo coeficiente de Jaccard, com base nas 84 bandas polimérficas
amplificadas nas 25 amostras de C. icaco. Similaridade genética média (sgm) = 0,38.
Coeficiente de correlacéao cofenética (r) = 0,8914; p < 0,00001. COD GEN - relacao
de codigos adotados no Laboratorio de Genética da Embrapa Amazoénia Oriental.

Das caracteristicas morfolégicas consideradas, verificou-se tendéncia de
separacdo de grupos com base na cor do fruto, onde o alto valor do CCC (r =
0,9971) garante a confiabilidade do agrupamento formado no dendrograma
apresentado no Grafico 19. Observou-se que, pelo critério de corte adotado (sgm),
houve a formacado de dois grupos. O Grupo | constituido pelo morfotipo vermelho e o
Grupo Il, que reuniu os morfotipos branco e preto de C. icaco. Consequentemente,
essa constatacao legitimou o resultado do fingerprint metabdlico.

Esta correlacdo inédita para a taxondémica de C. icaco, sugere a
existéncia de base genética (cor do fruto maduro) para os perfis cromatogréaficos e
eletroforéticos observados, ou seja, as diferencas na composicdo quimica dos

extratos dependem mais do carater genético e menos dos fatores ambientais.
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Tabela 14 - Grupos formados pelo método de otimizagcdo de Tocher a partir das
similaridades genéticas obtidas pelo coeficiente de Jaccard, com base nas 84
bandas polimérficas amplificadas nas 25 amostras de C. icaco.

Grupos Amostras
| 1 23
I 3 8 9 14 16 17 21 24
1" 5 12
v 7 10
\Y/ 11 13 15 18
VI 20 22
VII 25
VIII 19
Codigo amostra | PI OU HO AT MA BR AJ PP RP BJ PJ VI IT CP RG PG CM CR TA CT VG NT SA BE SC
COD GEN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
1
| Branco
1
1
!
I
I
I
| Preto
I
1
I
I
1
1
I
I Vermelho
1
1
1

Gréafico 19 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA para os trés morfotipos cor
do fruto, a partir das médias das similaridades genéticas obtidas pelo coeficiente de
Jaccard para as 25 amostras de C. icaco. Similaridade genética média (sgm) = 0,36.
Coeficiente de correlacéo cofenética (r) = 0,9971; p < 0,00001.
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9. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA /N
VITRO DOS EXTRATOS DE Chrysobalanus icaco L. EM
LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS HUMANAS

9.1. Reagentes

Meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Gibco-BRL,;
Soro fetal bovino Gibco-BRL; Dimetilsulféxido Synth; Penicilina:estreptomicina LGC
Biotecnologia; Cloridrato de doxorrubicina Eurofarma; Acido tricloroacético Sigma;

Sulforrodamina B (SRB) Sigma; Trizma® base Sigma.

9.2. Material e métodos

Esta etapa do trabalho foi realizada com a colaboracdo da Professora da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unicamp, Dra. Mary Ann Foglio (Anexo 5).

9.2.1. Ensaio antiproliferativo

A atividade antiproliferativa dos extratos de C. icaco foi determinada pelo
ensaio de inibicdo do crescimento celular corado com sulforrodamina B (SRB)**,
mediante avaliagdo de nove linhagens de células tumorais humanas (Tabela 15),
cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI, do inglés National Cancer Institute)
dos Estados Unidos; e uma linhagem ndo tumoral humana HaCaT (queratindcitos),
cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Ricardo Della Coletta da Faculdade de Odontologia
de Piracicaba/Unicamp. As células foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina:estreptomicina
(1000 U/mL:1000 pg/mL) (meio completo).

Aliguotas dos 48 extratos de C. icaco foram evaporadas em banho-maria
a 40 £ 2 °C, até secura. Em seguida, dissolveram-se de 5-10 mg do extrato seco em
50-100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Depois, 50 uL dessa solucdo-mae foram
dispersos em 950 uL de meio completo e diluidos sucessivamente, com meio, para a
preparacdo das concentractes finais de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL. Com base em
resultados anteriores™®’, sabe-se que a concentracao final de DMSO (0,25% v/v) n&o

interfere na proliferacao celular.
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100 pL de suspensao celular de cada linhagem, ajustada em sua
respectiva densidade de inoculacéo (DI) (Tabela 15), foram aplicados em placas de
96 compartimentos (T), que foram incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera com
5% de CO, e ambiente imido. Foi também preparada a placa de controle celular no
tempo zero (To), contendo as diferentes linhagens celulares utilizadas no
experimento e nenhum tratamento. Essa placa indica a quantidade de células nas
placas 24 horas ap0s o0 plagueamento, ou seja, 0 quanto as células cresceram antes
de receberem qualquer tratamento. Esse dado € importante para os calculos dos
parametros que avaliam a atividade citocida/citostatica dos extratos testados.

Tabela 15 - Linhagens celulares tumorais e ndo tumorais utilizadas nos ensaios de
atividade antiproliferativa in vitro e suas densidades de inoculagéo (D.l.).

Linhagem Orgao/Doenga** Origem embrionaria  D.I. (10* cél/mL)
U251 SNC/glioma Ectoderme 4,0
MCF 7 Mama/adenocarcinoma Ectoderme 6,0
NCI-ADR/RES* Ovario/adenocarinoma Ectoderme 50
786-0 Rim/adenocarcinoma Mesoderme 5,0
NCI-H460 E(;Ilz?;slcarcmoma tipo ndo pequenas Endoderme 40
PC-3 Prostata/adenocarcinoma Mesoderme 4,5
OVCAR-3 Ovério/adenocarcinoma Mesoderme 7,0
HT-29 Célon/adenocarcinoma Endoderme 5,0
K-562 Medula 6ssea/leucemia mieloide crénica Mesénquima 6,0
HaCaT Pele (queratindcito)/ndo tumoral Ectoderme 4,0

Nota:

* Esta linhagem apresenta resisténcia a multiplos farmacos (CellMiner);
** The Global Bioresource Center (ATCC).

Apés 24 horas de incubacéo, as células da placa T foram expostas a
guatro concentragdes distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 pug/mL) das amostras em teste
(em triplicata), diluidas em DMSO/RPMI (100 plL/compartimento) e incubadas a 37
°C, em atmosfera com 5% de CO, e ambiente imido, por 48h.

Como controle positivo, usou-se o quimioterapico doxorrubicina (cloridrato
de doxorrubicina) nas concentracdes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 ug/mL (em triplicata).
Mais do que um padrdo de comparacao, o objetivo principal do uso desse controle

foi o de verificar se todas as linhagens empregadas mantinham o perfil de resposta



107

ao quimioterdpico. Isso, porque com as sucessivas passagens necessarias para a
manutencdo da cultura de células, existe a possibilidade de mutagdo da linhagem
em cultivo, e essa mutacao poderia ser detectada pela mudanca de resposta frente
a doxorrubicina. Além disso, a fim de se minimizar a ocorréncia de mutacdes, as
linhagens sé sdo perpetuadas por no maximo 15 passagens, quando entdo sao
substituidas por novas células da mesma linhagem, que sdo mantidas congeladas.

No momento de aplicacdo das amostras nas placas T, as células
inoculadas na placa Ty foram fixadas com a adi¢cdo 50 uL/compartimento de acido
tricloroacético (TCA) a 50% e incubadas por 1 hora em geladeira a 4 °C, para
determinacdo da quantidade de células presentes no momento em que as amostras
foram aplicadas. O TCA atua como um fixador, precipitando proteinas e permitindo
gue células viaveis se mantenham fixas na placa, enquanto células nao viaveis se
desprendam durante lavagem. Desta forma, a placa T, foi submetida a quatro
lavagens consecutivas em agua corrente para remocéao de residuos de TCA, meio e
soro fetal bovino.

Apoés as 48 horas de incubacéo, as células da placa T foram fixadas com
50 pL/compartimento de TCA a 50% e incubadas por 1 hora em geladeira a 4 °C.
Em seguida, as placas foram submetidas a lavagem em agua corrente quatro vezes
consecutivas para remocao de residuos de TCA, meio, e metabdlitos secundarios.

Apés secagem das placas a temperatura ambiente, foi adicionado 50
uL/compartimento do corante proteico SRB a 0,4% (m/v) dissolvido em acido acético
1% e, a seguir, as placas foram mantidas a temperatura ambiente por 20 minutos.
As placas foram, entéo, submetidas a lavagem com solucéo de acido acético a 1%
e, apos secagem completa a temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado com 150 plL/compartimento de Trizma® base (10 pM, pH
10,5).

A SRB é um corante proteico, que se liga aos residuos de aminoacidos
basicos das proteinas de células que estavam viaveis no momento da fixacao.
Portanto, quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, maior a
guantidade de células viaveis e, portanto, menor a atividade antiproliferativa da

amostra em teste®"138,



108

A porcentagem de crescimento celular foi determinada, entdo, mediante a
leitura espectrofotométrica da densidade Optica a 540 nm, em leitor de microplacas
(modelo VersaMax, Molecular Devices®, CA, EUA). A média da absorbancia obtida
para cada amostra foi calculada, descontando-se o valor de seu respectivo branco e
a porcentagem de crescimento de cada linhagem frente aos extratos foi calculada
mediante as seguintes formulas:

Se T > C, o extrato estimulou o crescimento celular
Se T =Ty e <C, o extrato foi citostatico e a formula usada foi: 100 x [(T - To)/(C - To)]

Se T < Ty, 0 extrato foi citocida e a férmula usada foi: 100 x [(T - To)/( To)]

Sendo T a média da absorbancia da célula tratada, C a absorbancia do
controle de célula e To a média da absorbancia da célula no tempo zero da adicéao
dos extratos. Os dados de absorbancia foram compilados na elaborac&o de graficos
gue correlacionam a porcentagem de inibicdo ou morte celular com a concentragao
do extrato testada.

A atividade antiproliferativa dos extratos de C. icaco foi expressa por meio
do parametro de concentracdo Glso (Growth Inhibition 50), que indica a concentragéo
capaz de inibir em 50% a proliferacdo celular e serve para comparar a poténcia e
evidenciar a seletividade desses extratos. A Glsp foi calculada a partir dos dados
experimentais para cada linhagem por meio de regressdo nédo linear das curvas
obtidas com as médias da porcentagem de crescimento™*°. Para isso, utilizou-se o
software OriginPro® 8.0 (OriginLab Corporation, MA, EUA).

9.2.2. Tratamento de residuos

Os residuos toxicos gerados nesta etapa do trabalho experimental foram
descartados e/ou tratados conforme orientado pela Comissédo de Qualidade Total do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA/

Unicamp).

9.3. Resultados e discussao
9.3.1. Atividade antiproliferativa
Esta etapa foi realizada com o propdsito de determinar o potencial

antiproliferativo dos extratos hidroalcodlicos de folhas de C. icaco, por meio de
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triagem in vitro, e investigar possivel correlagédo entre a atividade biologica estimada
e 0s quimiotipos de C. icaco.

Esse ensaio permitiu determinar a atividade antitumoral por meio da
exposicdo de células tumorais humanas, em fase exponencial de crescimento, a
diferentes concentracdes de extratos de C. icaco. Foi verificado o perfil de acdo e a
seletividade dos extratos, isto €, se essa exposi¢ao induziu a uma interrup¢do na
taxa de proliferacdo (atividade citostatica) ou se provocou a morte celular (atividade
citocida).

Na Tabela 16 encontram-se os resultados de atividade antiproliferativa
dos extratos de C. icaco sobre as nove diferentes linhagens de células tumorais

humanas e uma linhagem néo tumoral.

Tabela 16 — Atividade antiproliferativa dos extratos hidroalcodlicos de folhas de C.
icaco sobre diferentes linhagens celulares, representada pela concentracéo
necessaria para inibir 50% (Glsp) do crescimento celular.

(continua)
Glso (ng/mL)
Amostra 2* m* a* 7* 4* p* o* h* k* q**
Dox” <0,025 <0,025 0,29 <0,025 <0025 0,10 0,11 0,72 0,05 <0,025
BJ1 29,4 29,1 29,8 32,6 69,4 553 30,3 >250 62,0 92,0

CP1 >250 55,2 >250 >250 207,2 >250 >250 52,6 23,4 1408
CP2 >250 48,4 >250  240,8 100,1 161,1 >250 41,7 NC  115,0

SC1 30,4 26,2 57,6 >250 >250 >250 93,8 >250 67,4 211,8
BE1l 32,7 63,5 156,9 >250 >250 >250 162,1 >250 68,0 >250
BE2 29,1 38,5 41,1 54,6 72,3 72,4 14,6 185,6 15,4 64,1
CM1 30,6 61,6 29,4 33,01 >250 >250 >250 >250 57,4 225,77
CM2 36,7 27,4 31,3 32,7 28,8 304 8,5 94,4 29,4 32,8
IT1 33,0 66,7 48,1 135,0 >250 >250 >250 >250 60,3 >250
IT2 >250 101,6 >250 243,3 17,3 152,12 >250 52,5 75,9 105,9
NT1 2441 68,4 >250  248,2 182,3 181,6 >250 107,8 >250 134,6
NT2 40,2 28,9 102,4 1059 28,6 28,9 40,6 138,5 78,9 57,6
Ooul 28,3 35,7 325 2241 >250 180,2 442  >250 45,8 101,5
ou2 31,1 32,0 26,9 2094 >250 78,1 55,0 124,2 24,5 76,5
PG1 28,5 30,9 49,4 29,8 18,0 33,8 5,00 61,4 31,9 76,5
PG2 30,8 28,0 59,7 2204 >250 121,0 86,6 >250 285 126,6
PJ1 27,0 30,4 62,0 1610 >250 117,8 172,7 >250 740 176,5
PJ2 28,2 29,7 39,5 30,0 45,1 49,9 8,6 1874 45,0 63,5
PP1 29,9 31,9 55,9 89,6 >250 217,7 188,2 >250 58,0 1514

PP2 30,3 30,0 57,6 31,4 1144 31,6 71,2 >250 64,1 1204
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Tabela 16 - Atividade antiproliferativa dos extratos hidroalcodlicos de folhas de C.
representada pela concentragao

icaco sobre diferentes
necessaria para inibir 50% (Glso) do crescimento celular.

linhagens celulares,

(concluséo)

Glso (ng/mL)

Amostra 2* m* a* 7 4* p* o* h* k* q**
VIl 29,4 29,5 60,2 54,3 285 294 285 22,7 35,2 31,3
VI2 28,7 385 29,6 196,8 >250 83,3 18,5 150,9 52,3 59,0
AJl 61,7 30,8 69,9 95,0 >250 52,9 64,8 203,9 203,8 1409
AJ2 29,9 29,7 28,9 29,6 190,4 2415 14,9 2129 43,0 76,6
AT1 29,5 32,7 305 33,1 121,8 1124 36,4 >250 28,4 74,6
AT2 29,5 29,4 63,1 2064 >250 226,3 54,3 >250 29,7 227,6
BR1 40,9 30,5 529 93,5 >250 >250 75,3 >250 88,6 189,8
BR2 26,8 26,9 595 206,1 >250 >250 61,3 >250 30,2 >250
CT1 32,7 31,1 71,0 1076 132,7 >250 51,6 >250 645 107,5
CT2 28,8 51,2 29,3 36,1 51 64,3 4,1 98,5 54 76,8
CR1 34,9 29,7 64,7 87,2 >250 73,6 62,4 >250 >250 1846
CR2 31,5 30,4 27,6 98,5 >250 >250 15,3 >250 24,8 1594
HO1 37,9 30,3 68,5 90,0 2435 65,0 92,2 >250 46,3  140,9
HO2 27,0 294 442 1236 7,7 1432 20,0 >250 51,7 108,0
MA1 28,2 27,8 410 42,0 14,2 30,4 451 >250 78,9 85,9
MA2 30,6 32,3 64,7 73,3 >250 30,6 73,7 >250 64,7 132,4
PI1 28,0 31,1 44,3 1968 >250 30,3 69,8 56,6 62,3 50,9
PI2 32,8 31,6 47,2 67,0 2158 1575 38,8 >250 43,6 108,3
RG1 30,3 31,4 29,0 1470 >250 1456 46,4 >250 28,9 88,7
RG2 30,5 28,7 29,2 55,6 51 30,0 29,5 107,4 46,6 40,8
RP1 >250 167,4 >250 >250 231,6 >250 >250 50,3 99 1481
RP2 29,6 30,5 574 29,4 >250 >250 19,6 >250 57,7 123,8
SAl 27,2 28,7 60,6 29,5 26,2 343 11,3 183,0 28,6 64,9
SA2 30,8 412 621 59,4 >250 >250 118,6 >250 63,5 234,8
TAl 29,1 333 815 2139 >250 >250 31,5 240,11 6,5 1443
TA2 30,8 31,4 57,7 1937 286 30,2 36,4 2432 68,0 63,7
VG1 314 29,1 74,2 72,7 259 93,2 20,1 >250 60,6 91,6
VG2 34,4 29,0 104,6 226,0 27,8 784 36,1 1259 72,2 68,6

Nota:

*Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (SNC); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovario com
fenétipo de resisténcia a mdultiplos farmacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulmé&o, tipo ndo
pequenas células); p = PC-3 (préstata); o = OVCAR-03 (ovério); h = HT-29 (cdlon); k = K-562
(leucemia); NC = nao calculado.

**| inhagem nao tumoral humana: q = HaCaT (pele).

#Dox: doxorrubicina (quimioterpico de referéncia).

Em negrito: Glgg inferior a 10 pg/mL.
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Para melhor visualizagéo das atividades dos extratos, utilizou-se a curva
concentracdo-resposta, onde é possivel verificar se o extrato possui efeito citostatico
(pontos da curva acima do ponto zero), efeito citocida (pontos da curva abaixo do
ponto zero) ou inibicdo total do crescimento (TGI), que € a concentracdo de extrato
gue promove 100% de inibicdo celular e corresponde ao valor no eixo da abscissa
onde a curva corta o eixo das ordenadas. O Grafico 20 ilustra a representacdo dos
pontos relacionados a Glso e TGI. Além disso, demonstra a atividade antiproliferativa
do quimioterdpico doxorrubicina, que apresentou valores baixos de Glsy, sendo as
linhagens de célon (HT-29) e ovério (NCI-ADR/RES) as mais resistentes.
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Grafico 20 - Atividade antiproliferativa do quimioterapico doxorrubicina em cultura de
células tumorais humanas, relacionando a porcentagem de crescimento celular a
concentracdo da droga, apos 48 horas de incubacéo.

De maneira geral, verificou-se que os valores de Glsy para 0s extratos
hidroalcodlicos de C. icaco foram elevados demonstrando atividade citostatica de
baixa poténcia contra as linhagens avaliadas. Os resultados de Glso inferiores a
10 ug/mL estdo representados em negrito na Tabela 16. Alguns desses extratos
também exibiram atividade citocida sobre algumas das linhagens, porém somente na
concentracdo mais alta testada (Grafico 21).

Foi possivel observar que os extratos CM2 e PJ2 apresentaram atividade
antiproliferativa seletiva na concentracdo de 25 ug/mL, com efeito citostatico sobre a

linhagem de ovéario (OVCAR-3) (Gréaficos 21 e 22). O extrato CM2 (Gréfico 21)
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também foi seletivo, com efeito citostatico sobre a linhagem de coélon (HT-29), na
concentracdo de 250 ug/mL. Além disso, verificou-se que o extrato RG2 (25 ug/mL)
apresentou atividade citostatica sobre células tumorais de pulmédo (NCI-H460)

(Gréfico 23) e o extrato RP1 (2,5 ug/mL), sobre a linhagem de leucemia mieloide
cronica (K-562) (Grafico 24).
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Grafico 21 - Atividade antiproliferativa do extrato CM2 de C. icaco em cultura de
células tumorais humanas expostas a diferentes concentracbes (0,25; 2,5; 25;
250 pug/mL), durante 48 h.
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Gréafico 22 - Atividade antiproliferativa do extrato PJ2 de C. icaco em cultura de

células tumorais humanas, expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25;
250 pug/mL), durante 48 h.
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Gréafico 23 - Atividade antiproliferativa do extrato RG2 de C. icaco em cultura de

células tumorais humanas, expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25;
250 pug/mL), durante 48 h.
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Gréafico 24 - Atividade antiproliferativa do extrato RP1 de C. icaco em cultura de
células tumorais humanas, expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25;
250 pg/mL), durante 48 h.

Esses resultados sdo animadores para a continuidade da pesquisa sobre
a relevancia farmacoldgica desses extratos, visto que podem fornecer vantagem

terapéutica no tratamento de pacientes com cancer de ovario, célon, pulmdo ou
leucemia.
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Ainda, foi observado que os extratos CM2 e VI1 induziram a linhagem de
queratindcito (HaCaT) a morte celular, indicando um perfil citotéxico desses extratos
sobre células ndo tumorais (Graficos 21 e 25). Os graficos do potencial
antiproliferativo dos demais extratos de C. icaco, que relacionam a porcentagem de

crescimento celular com a concentracao do extrato, encontram-se no Apéndice D.
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Grafico 25 - Atividade antiproliferativa do extrato VI1 de C. icaco em cultura de
células tumorais humanas, expostas a diferentes concentracdes (0,25; 2,5; 25;
250 pug/mL), durante 48 h.

Resultados sobre a atividade antiproliferativa de derivado de C. icaco ja
haviam sido relatados, como o efeito do acido pomdlico isolado das folhas contra a
linhagem de leucemia mieloide cronica (K-562), além da acao antiproliferativa contra
uma linhagem de leucemia resistente a multiplas drogas e do potencial para superar
a resisténcia & apoptose®, conforme citado na Secdo 3.4.1. Adicionalmente, a

citotoxicidade desse triterpeno contra a linhagem de carcinoma cervical e melanoma
também ja foi descrita’®.

9.3.2. Analise exploratoria dos dados
A planilha Excel® contendo os dados de Gls, referentes a atividade
antiproliferativa dos extratos de C. icaco foi convertida para arquivo do MATLAB®.

Em seguida, no PLS Toolbox, os dados dessa matriz de dimensédo 48 x 10 foram
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autoescalados e foi aplicada a PCA para identificar a existéncia de possivel
correlacdo entre a atividade bioldgica estimada e os quimiotipos de C. icaco.

Na PCA, néo foi possivel reconhecer nenhum padréo de distribuicdo em
relacdo aos morfotipos cor do fruto, conforme ilustra o Grafico 26 (PC1 42,65%, PC2
29,50%, PC3 8,33%), nem mesmo quando um numero maior de PCs foi considerado
significativo. Em adi¢do, foram avaliadas as variaveis centradas na média e, ainda,
outras caracteristicas da planta (hébito, procedéncia, solo, entre outras), contudo

nenhuma tendéncia foi observada para esse conjunto de dados.
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Grafico 26 - Grafico de scores da analise de componentes principais (PCA) —
visualizacdo 3D (PC1xPC2xPC3) da distribuicho dos dados de Glso (ug/mL)
referentes a atividade antiproliferativa das 48 amostras de C. icaco. Os simbolos
indicam morfotipo vermelho (tridngulos invertidos), morfotipo preto (quadrados) e
morfotipo branco (estrelas).

Em funcdo dos resultados obtidos, deduziu-se que os extratos dos dois
guimiotipos de C. icaco apresentam potencial antiproliferativo semelhante contra as

linhagens de células tumorais humanas avaliadas.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

10.1. Conclusodes

b

O fingerprint UHPLC-DAD associado a quimiometria foi utilizado neste
trabalho como uma estratégia ao estudo quimiotaxonémico de C. icaco. Trata-se de
um método analitico qualitativo simples e eficaz, que pode ser usado no controle de

gualidade de extratos de C.icaco.

Taxonomicamente, ndo € possivel classificar individuos de C.icaco em
qualquer categoria significativa. Contudo, os métodos quimiométricos PCA e PLS-
DA demonstraram a existéncia de dois quimiotipos. Assim, espécimes de trés
morfotipos distinguidos pela cor do fruto maduro foram reunidos em duas classes:
Classe 1 (morfotipo vermelho) e Classe 2 (morfotipos branco e preto). Ademais,
verificou-se que o efeito sazonal e/ou ambiental pareceu n&o afetar essa

classificacao.

A possivel relacao entre nutrientes e metabolitos secundarios em C. icaco
foi visualmente identificada, mediante avaliacdo dos graficos referentes ao fingerprint

do extrato, analise de fertilidade do solo e de tecido vegetal.

O fingerprint genético de C. icaco legitimou o resultado do fingerprint
guimico, sugerindo que as diferencas entre os dois quimiotipos dependem mais do

carater genético que de fatores ambientais.

O fingerprint CE-DAD pode ser uma alternativa de baixo custo ao controle

de qualidade de extratos de C. icaco.

De maneira geral, os extratos de C. icaco apresentaram efeito citostatico,
contudo dois dos extratos foram também seletivos contra células tumorais de ovario
(OVCAR-3). Além disso, os dois quimiotipos de C. icaco apresentam potencial
antiproliferativo semelhante contra as linhagens de células tumorais humanas

testadas.
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Quimiotaxonomicamente, a constatacdo mais importante deste trabalho
foi a de que os trés morfotipos de C. icaco ndo séo todos fitoequivalentes uns aos
outros, o que é especialmente interessante para estudos farmacolégicos, visto que

fitoequivaléncia € fundamental para a equivaléncia em eficacia e seguranca.

10.2. Perspectivas futuras

Estudos futuros, considerando o aumento da area de amostragem ou
sobre o cultivo experimental dos diferentes morfotipos em condicbes ambientais
controladas, provavelmente contribuirdo para uma base satisfatéria em relacdo ao

status taxondmico de C. icaco.

Oportunamente, a realizacdo de analises multiconjuntos nos dados de
fingerprint UHPLC-DAD, analise de fertilidade do solo e de tecido foliar podera

subsidiar pesquisas sobre sistema de cultivo para C. icaco.

A identificacdo inequivoca dos constituintes quimicos do extrato de C.

icaco, certamente facilitara a compreensao de seu espectro de acéo terapéutica.

Também séo desejaveis estudos farmacoldgicos que avaliem extratos dos
trés morfotipos, em especial sobre o efeito hipoglicemiante, como forma de retorno

melhorado da informacéo etnodirigida.
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11. GLOSSARIO

Os verbetes apresentados neste glosséario foram extraidos das fontes
bibliogréficas citadas ao final de cada definicdo, porém os que aparecerem sem
gualquer citacdo sao de responsabilidade da autora.

Amostra rasurada E a amostra ou droga vegetal que passou por rasura, isto €,
por cortes em pedagos menores.

Derivado vegetal Produto da extragdo da planta medicinal fresca ou da droga
vegetal, que contenha as substancias responsaveis pela
acao terapéutica, podendo ocorrer na forma de extrato, 6leo
fixo e volatil, cera, exsudato e outros (ANVISA. Resolucao
RDC n° 26, 2014).

Droga vegetal Planta medicinal, ou suas partes, que contenham as
substancias responsaveis pela acdo terapéutica, apoés
processos de coleta/colheita, estabilizacdo, quando
aplicavel, e secagem, podendo estar na forma integra,
rasurada, triturada ou pulverizada (ANVISA. Resolucéo
RDC n° 26, 2014).

Fingerprint Padrdo especifico de reconhecimento de uma espécie
vegetal, obtido mediante andlise de multiplas amostras da
mesma espécie (Donno, D. et al. J. Food Sci. Technol.,
2016).

Fitocomplexo Conjunto de todas as substancias, originadas do
metabolismo primario ou secundario, responsaveis, em
conjunto, pelos efeitos bioldégicos de uma planta medicinal
ou de seus derivados (ANVISA. Resolucdo RDC n° 26,
2014).

Fitoequivaléncia Este conceito foi desenvolvido a fim de assegurar a
consisténcia de produtos a base de plantas e estabelece
que um perfil quimico de um derivado vegetal deve
apresentar alta similaridade ao de um padrdo especifico
(Liang, Y.-Z. et al. Comb. Chem. High Throughput Screen.,
2010).



Fitomedicamento

Fitoproduto

Fitoterapico

Quimiotipos

Perfil cromatografico

Planta medicinal

Tintura
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Designacdo dada apenas aos medicamentos fitoterapicos
que apresentarem estudos clinicos de eficicia e seguranca
(com posologia, indicacdo, efeitos colaterais e reacoes
adversas bem definidos), realizados com o medicamento
em questdo (ANVISA. Consulta Publica n® 8, 2002).

Sao plantas medicinais e seus derivados (Zuanazzi, J. A.,
Mayorga, P. Quim. Nova, 2010).

Produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto
substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou
paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e produto
tradicional fitoterapico, podendo ser simples, quando o
ativo € proveniente de uma Uunica espécie vegetal
medicinal, ou composto, quando o ativo é proveniente de
mais de uma espécie vegetal (ANVISA. Resolucdo RDC n°
26, 2014).

Mesmas espécies, subespécies ou variedades de um
organismo que contém diferentes metabdlitos secundarios
ou 0s mesmos metabolitos secundarios em diferentes
concentracdes (Polatoglu, K. The Nat. Prod. J., 2013).

Padrdo cromatografico de constituintes caracteristicos,
obtido em condicdes definidas, que possibilite a
identificacdo da espécie vegetal em estudo e a
diferenciacdo de outras espécies (ANVISA. Resolucao
RDC n° 26, 2014).

A planta medicinal usada logo apds a colheita/coleta sem
passar por qualquer processo de secagem (ANVISA.
Resolucdo RDC n° 26, 2014).

E a preparacdo alcodlica ou hidroalcodlica resultante da
extracdo de drogas vegetais ou animais ou da diluicdo dos
respectivos extratos. E classificada em simples e composta,
conforme preparada com uma ou mais matérias-primas. A
menos que indicado de maneira diferente na monografia
individual, 10 mL de tintura simples correspondem a 1 g de
droga seca (ANVISA. Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira, 12 ed., 2011).



Uso tradicional
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Agquele alicercado no longo histérico de utilizagdo no ser
humano demonstrado em documentacéo técnico-cientifica,
sem evidéncias conhecidas ou informadas de risco a saude
do usuério (ANVISA. Resolucdo RDC n° 26, 2014).
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Espectros no UV-Vis, adquiridos na faixa de 202 a 798 nm, dos picos
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Resultados da analise de fertilidade do solo das 47 amostras coletadas no

habitat dos espécimes de C. icaco, durante o periodo chuvoso e menos chuvoso.
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CP SC BE CM IT NT OU PG PJ PP VI AJ AT BR CT CR HO MA PI RG RP SA TA VG
Amostras de solo

m Chuvoso ®Menos chuvoso



139

Teor de fosforo (P), determinado por espectrofotometria no UV-VIS.
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Teor de célcio (Ca), determinado por volumetria.
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Acidez potencial (H+Al) (cmolc/dm3)

Teor de aluminio (cmol,/dm3)
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Teor de aluminio (Al), determinado por volumetria.
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Teor de ferro (mg/L)

Teor de zinco (mg/L)
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Teor de ferro (Fe), determinado por MP-AES.
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CP SC BE CM

Teor de manganés (Mn), determinado por MP-AES.
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Resultados da analise de tecido foliar das 48 amostras de folhas de C.

oletadas durante o periodo chuvoso e menos chuvoso.
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Teor de potassio (g/kg)

Teor de célcio (mg/L)
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Teor de potassio (K), determinado por fotometria de chama.

BJ CP SC BE CM IT NT OU PG PJ PP VI AJ AT BR CT CR HO MA PI RG RP SA TA VG
Amostras de tecido foliar de Chrysobalanus icaco L.
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Teor de célcio (Ca), determinado por MP-AES.
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Teor de magnésio (mg/L)

Teor de ferro (mg/L)
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Teor de magnésio (Mg), determinado por MP-AES.
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Teor de cobre (Cu), determinado por MP-AES.
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Eletroferogramas ilustrativos do primeiro e segundo delineamento
composto central (CCD) realizados para otimizar as concentracoes de H3sPO4 e SDS
na solucdo de separacéo utilizada na analise de fingerprint do extrato hidroalcodlico
de C. icaco por CE-DAD.
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2° CCD: 30 mmol/L H;PO, - 21 mmol/L SDS
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2° CCD: 22 mmol/L H3PO, - 16 mmol/L SDS
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Resultados da atividade antiproliferativa in vitro dos extratos
hidroalcodlicos das 48 amostras de C. icaco em cultura de células tumorais
humanas. Os graficos relacionam porcentagem de crescimento celular versus
concentracdo do extrato (0,25; 2,5; 25; 250 ug/mL), apds 48 h de incubacao. Valores
positivos em relacdo ao eixo y correspondem a atividade citostatica, enquanto os
negativos se referem & atividade citocida (morte celular).
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ANEXO 1



M.CAR.SNE.N° 305/2014 Brasilia, 25 de abril de 2014

A Dra.
Nadia Eligia Nunes Pinto Paracampo
Pesquisadora da Embrapa Amazonia Oriental

Assunto: Concessdo de autorizacdo de acesso ao patrimdnio genético
para fins de Pesquisa Cientifica -~ Processo n® 02001.002715/2014-26

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “Padrdo de identidade
e qualidade de extrato de ajuru (Chrysobalanus icaco Lin.)" foi incluido na
Autorizacdo Especial de Acesso e de Remessa da Embrapa para fins de
Pesquisa Cientifica junto ao IBAMA (n° 002/2008). Em outras palavras, a
execucao do referido projeto estd devidamente autorizada de acordo com a
legislagdo vigente. Encaminhamos, em anexo, para seu arquivo, copia do
Oficio n® 02001.003225/2014-47 CGAUF/IBAMA de 07 de abril de 2014, bem
como copia da Autorizacdo Especial de Acesso e de Remessa da Embrapa
para fins de Pesquisa Cientifica junto ao IBAMA (n® 002/2008).

Ao preencher o formuldrio para o pedido de autorizacéo, V.Sa. indicou
que as subamostras seriam depositadas no "Herbario IAN da Embrapa
Amazonia Oriental’, que é credenciado como fiel depositario junto aco
Conselho de Gestao do Patrimonio Genético - CGEN. Lembramos, portanto,
que o depdsito das subamostras na colegao indicada deve ser realizado o
quanto antes visando o cumprimento dessa obrigacao. Apos a realizacao do
deposito, solicitamos o envio, a CAR/SNE, de uma via original da declaracao
de depdsito emitida pelo curador para que seja providenciade o
encaminhamento ao IBAMA.

Atenciosamente,

—

FABIO SILVA MACEDO
Coordenador Substituto de Assuntos Reguiatdrios
Secretaria de Negocios - SNE

Empeesa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Ministério da Agricwitura, Pecusria o ADasteckmento
Pargue Estacso Soidgios - Pl Av. W Novte (Final)
&4 Sede Caitre Postel 8008 . CEP 70770001 - Srsally - OF
Tok (81) 3448-4433 - Fux; (61) 3347-1041
W embraps e
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Dados de precipitacdo pluviométrica de 2014 registrados por cinco
estacBes automéaticas do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizadas em
area de coleta de C. icaco: Belém, Braganca, Castanhal, Salindpolis e Soure.

Estacdes automaticas do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizadas em
area de coleta de C. icaco.
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Fonte: Adaptada de imagem disponivel em: http://www.inmet.gov.br/portal/ index.php?r=estacoes/ma
paEstacoes.
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Dados de precipitacdo de 2014 registrados pela estacdo automatica do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET):
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Fonte: Disponivel em: http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/ page&page=rede_estacoes_

auto_graf.
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Fonte: Disponivel em: http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/ page&page=rede_estacoes_

auto_graf.
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Empa

Amazénia Oriental

DECLARAGAO

Eu, Orivan Maria Margues Teixeira, analista da Embrapa Amazénia Oriental,
matricula 291.369, declaro para todos os fins que concordo com a inclusao dos
resultados de fertilidade de solo e tecido foliar referentes as amostras de
Chrysobalanus icaco L. na tese de doutorado da pesquisadora Nadia Eligia
Nunes Pinto Paracampo. Afirmo que este trabalho foi realizado em colaboragao
com a referida pesquisadora e todas as andlises foram desenvolvidas no
Laboratério de Solos da Embrapa Amazénia Oriental.

Belém-PA, 18 de janeiro de 2017.

RG: 1832137
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ANEXO 4



Amazonia Oriental

DECLARACAO

Eu, Maria do Socorro Padilha de Oliveira, pesquisadora da Embrapa Amazénia
Oriental, matricula 245409, declaro para todos os fins que concordo com a
inclusao dos resultados referentes a variabilidade e divergéncia genética de
Chrysobalanus icaco L. na tese de doutorado da pesquisadora Nadia Eligia
Nunes Pinto Paracampo. Afirmo que este trabalho foi realizado em colaboragio
com a referida pesquisadora e todas as analises foram desenvolvidas no
Laboratério de Genética da Embrapa Amazénia Oriental.

Beléem-PA, 18 de janeiro de 2017,

Maria do Socorro Padilha de Oliveira
Pesquisadora A
RG: 239581 1/SSP-PA
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£

DECLARAGCAO

Eu, Mary Ann Foglio, Professora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
matricula 308462, declaro para todos os fins que concordo com a inclusdo dos
resultados referentes & avaliagdo antiproliferativa de extratos de Chrysobalanus
icaco L. na tese de doutorado da aluna do Instituto de Quimica/Unicamp Nadia
Eligia Nunes Pinto Paracampo, RA 144822, Afirmo que esle trabalho foi
realizado em colaboragdo com a referida aluna e todas as andlises foram
desenvolvidas na Divisdo de Fammacologia & Toxicologia do Centro
Pluridisciplinar de Pesguisas Quimicas, Biologicas e Agricolas -

CPQBA/Unicamp, com supervisdo da Pesquisadora Dra. Ana Lucia T.G.Ruiz.

Campina-SP, 03 de abril de 2017,

Mary Ann Foglio
Prof®. Titular FCF-UNICAMP
RNE: W132904z
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