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RESUMO

A extracdo de compostos de matrizes vegetais geralmente & associada a
utilizagdo de solventes organicos toxicos, que como consequéncia, geram residuos
com grande impacto ambiental e custo operacional elevado. Por esta razdo, a
utilizacado de processos que eliminem ou minimizem o uso de solventes organicos,
como a extragdo por fluido supercritico utilizando CO,, € de grande interesse. O
espilantol, uma alquilamida encontrada em algumas espécies vegetais, dentre elas,
a Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen possui diversas propriedades farmacoldgicas,
como atividade anti-inflamatoéria, anestésica e antioxidante. Estas propriedades
podem ser de grande interesse no tratamento da mucosite, um efeito colateral
comum, decorrente do tratamento de pacientes com cancer submetidos a radio e
quimioterapia. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi isolar o espilantol contido
nas partes aéreas da Acmella oleracea utilizando técnicas de quimica verde e
avaliar sua atividade anti-inflamatéria em modelos in vitro e in vivo, bem como a
incorporagdo em uma formulagdo mucoadesiva visando auxiliar na terapéutica da
mucosite. Foi possivel obter espilantol com alto grau de pureza (97%) através de
extracdo seguida de fracionamento utilizando diéxido de carbono supercritico, com
subsequente isolamento do espilantol através de cromatografia Flash, utilizando
como solventes, etanol e agua. Na avaliacéo in vitro, foi possivel determinar baixa
toxicidade do espilantol em fibroblastos gengivais humanos (HGF-1) em
concentracdes de até 200 uM. Também foi possivel observar efeito supressor in vitro
do espilantol na expressado de genes envolvidos no processo inflamatoério, como a
Selectina E e a Interleucina-9. No experimento in vivo, o espilantol, na concentracao
de 30 mg/kg, foi capaz de atenuar de maneira significativa a inflamagao provocada
pelo quimioterapico 5-FU em modelo de mucosite intestinal em camundongos Swiss.
Foi possivel também desenvolver uma formulagdo promissora, contendo espilantol

para possivel uso na mucosite.

Palavras-chave: espilantol, mucosite, quimica verde, extragdo com fluido supercritico



ABSTRACT

The extraction of bioactive compounds from plants is usually associated with
the use of toxic organic solvents, which, as a consequence, generate waste with high
environmental impact and high operating costs. For this reason, the use of processes
that eliminate or minimize the use of organic solvents, such as supercritical fluid
extraction using CO,, is of great interest. Spilanthol, an alkylamide found in various
species, among them, Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen has several
pharmacological properties, such as anti-inflammatory, anesthetic and antioxidant
activity. These properties may be of great interest for the treatment of oral mucositis,
one of the most common side effects from the treatment of cancer patients
undergoing radiotherapy and chemotherapy. Therefore, the purpose of this work was
to isolate the spilanthol contained in the aerial parts of Acmella oleracea employing
green chemistry techniques and evaluate its anti-inflammatory activity through in vitro
and in vivo models, as well as, the incorporation of spilanthol in an oral formulation
aimed to treat of oral mucositis. It was possible to obtain high purity (97%) spilanthol
employing green extraction techniques, such as extraction followed by fractionation
using supercritical carbon dioxide, with subsequent isolation of the spilanthol by
Flash chromatography, using as solvents, ethanol, and water. In the in vitro
evaluation, it was possible to determine the low toxicity of spilanthol to human
gingival fibroblasts (HGF-1) in concentrations of up to 200 puM, and also its
suppressor effect in the expression of genes involved in the inflammatory process,
such as Selectin E and Interleukin-9. In the in vivo experiment, spilanthol, at 30
mg/kg, was able to significantly attenuate the inflammation caused by 5-FU
chemotherapy in a model of intestinal mucositis in Swiss mice. It was also possible to

develop a promising formulation containing spilanthol for a possible use in mucositis.

Key Words: spilanthol, mucositis, green chemistry, supercritical fluid extraction
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1 INTRODUGAO

Devido ao envelhecimento e crescimento populacional, além da propagagao
de fatores de risco, como o uso do tabaco e o alcoolismo, o nimero de casos de
cancer deve chegar a aproximadamente 25 milhées mundialmente nas proximas
duas décadas. Somente nos Estados Unidos, estimam-se mais de um milhdo e
setecentos mil novos casos de cancer diagnosticados em 2018 com projecao de

mais de seiscentas mil mortes (WHO, 2014; Siegel et al., 2018).

Apesar dos avancgos observados no tratamento do cancer terem possibilitado
aumento nas taxas de sobrevivéncia de pacientes com alguns tipos de tumores, a
radioterapia e a quimioterapia ainda provocam diversos efeitos colaterais, e dentre
eles, um dos mais frequentes e indesejados é a mucosite (Al-Ansari et al., 2015;
Miller et al., 2016).

Caracterizada por danos no revestimento da mucosa gastrointestinal, que
resultam em lesdes extremamente dolorosas, a mucosite ainda representa um
desafio no tratamento de pacientes, uma vez que em casos severos, atrasos,
interrupcdes e até mesmo a descontinuagao da quimioterapia ou radioterapia se faz
necessaria, o que pode afetar de maneira negativa o prognostico do paciente
(Cinausero et al., 2017).

Devido a sua complexa patologia e por apresentar caracteristica multifatorial,
o tratamento disponivel para a mucosite é, até 0 momento, muito limitado, atuando
de maneira paliativa e visando somente alivio dos sintomas (Van Sebille et al.,
2015). Desta forma, outras opgdes tém sido buscadas na tentativa de melhorar a

qualidade de vida destes pacientes.

As plantas medicinais ttm uma grande importancia como medicina alternativa
no Brasil e no mundo, sendo um vasto celeiro de novas moléculas promissoras na
terapéutica. A Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen é uma planta originaria da América
do Sul, muito utilizada pela populacdo da regido norte do Brasil na culinaria.
Conhecida como agrido-do-para, jambu e agrido-do-brasil, possui em sua parte
aérea, o espilantol, uma alquilamida com diversas propriedades farmacolégicas, tais

como, atividade anti-inflamatdria (Wu et al., 2008; Nomura et al., 2013) e anestésica
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(Chakraborty et al., 2010; Freitas-Blanco et al. 2016), sendo, portanto, de interesse
para uma possivel aplicagdo no tratamento da mucosite (Lorenzi e Matos, 2008;
Barbosa et al., 2016a). Por estas atividades, esta espécie demonstrou grande

potencial no combate desta enfermidade e despertou o interesse em seu uso.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Mucosite

Mucosite € o termo dado ao eritema e ulceragdes dolorosas que ocorrem de
maneira generalizada em qualquer lugar do trato gastrointestinal, incluindo a boca,
esbfago, estdbmago, intestino e anus de pacientes submetidos a radioterapia e
quimioterapia, bem como aos submetidos a condicionamento para transplante de

medula éssea (Dios et al., 2016).

A frequéncia e severidade da mucosite podem variar de acordo com o tipo de
cancer, do tipo de terapia escolhida (quimioterapia, radioterapia ou a combinagao
das duas), com a dose e com o esquema terapéutico utilizado. Alguns
quimioterapicos, como o 5-Fluorouracil, Metotrexato, Cisplatina e Irinotecam
apresentam altas taxas de mucotoxicidade e pacientes submetidos a regimes
radioterapicos com doses diarias de 2 Gray sdo altamente susceptiveis a mucosite
(Villa e Sonis., 2015).

Outros efeitos colaterais provocados pela terapia anticancer, como por
exemplo, alteragbes no paladar e a xerostomia, na qual o paciente tem a sensacgao
de boca seca devido a diminui¢cdo de saliva, sdo extremamente incbmodos e podem
se prolongar por meses, requerendo o uso constante de saliva artificial,
enxaguatorios bucais ou outras substancias sialogogas, que atuam estimulando a

producao de saliva (O'Brien, 2009).

Embora existam diversos sistemas de classificagdo da mucosite, o sistema
proposto pela Organizagdo Mundial da Saude € um dos mais utilizados na pratica
clinica e classifica a mucosite em graus que variam de 0 a 4, onde no grau 0 o
paciente ndo apresenta nenhum sintoma e no grau 4, o grau mais severo, o paciente
fica impossibilitado de comer e apresenta vémito e diarreia intrataveis. Maiores
detalhes desta classificagdo podem ser observados na Tabela 1 (WHO, 1979;
Sroussi et al., 2017).
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Tabela 1 — Escala classificatoria de toxicidade oral e intestinal definida pela Organizacéo
Mundial da Saude.

Grau Oral Intestinal
0 Nenhuma Nenhuma
1 Eritema e sensibilidade dolorosa Nausea, diarreia transitéria (< 2 dias)
2 Eritema, ulcera, dieta solida é tolerada. Vémito e diarreia (> 2 dias)

Vémito e diarreia intoleraveis, terapia é

3 Ulcera, somente dieta liquida é tolerada. :
requerida.

4 Alimentacao oral impossibilitada Vémito intratavel e diarreia hemorragica

Pacientes com grau de mucosite mais severo desenvolvem ulceragdes que
rotineiramente requerem altas doses de opidides para alivio da dor, além de
apresentarem aumento do risco de desenvolvimento de bacteremia, fungemia e
sepse. Além disso, uma vez que a dor e a perda da integridade tecidual afetam a
habilidade de o paciente comer, a nutricdo parenteral é requerida, o0 que
consequentemente afeta sua qualidade de vida, aumenta os custos do tratamento e
diminui a tolerancia ao mesmo, impactando dessa forma seu prognéstico (Sonis,
2004; Al-Dasooqi et al., 2013).

O desenvolvimento da mucosite € um processo complexo e dinamico,
resultante de uma série de eventos biolégicos e celulares que ocorrem na
submucosa. Sonis (1998, 2007) propés um modelo de progressdo da mucosite
dividido em cinco estagios: iniciacao (l), resposta ao dano primario (ll), amplificacdo

de sinais (lll), ulceragao (IV) e cicatrizagao (V).

A etapa de iniciagcdo ocorre segundos apds a administragdo da
radioterapia/quimioterapia ao paciente e, apesar de externamente a mucosa parecer
absolutamente normal, internamente ha uma cascata de eventos intracelulares
sendo desenvolvida. As espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas pelo agente
anticancer sao de grande importancia e resultam na apoptose de fibroblastos, danos
ao DNA e ao tecido conectivo além de estimular a resposta imune inata (Sonis,
2007; Cinausero et al., 2017).



16

Na segunda etapa, denominada de resposta ao dano primario, a propagacgao
do insulto inicial resulta em estimulo de macréfagos e em uma complexa cadeia de
eventos que leva ao aumento de moléculas de ades&o, angiogenese e a ativagao do
fator nuclear Kappa B (NF-kB), que parece ser diretamente ligado a toxicidade e
resisténcia do tumor a terapia. A ativagdo do NF-kB regula a expressdo de mais de
200 genes, dentre eles citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral
(TNF-a), interleucina 1beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e a ciclooxigenase-2 (COX-
2), todas correlacionadas com a toxicidade provocada pela radio e quimioterapia
(Sonis, 2007; Cinausero et al., 2017).

Uma vez que estas interleucinas sao liberadas, além de provocarem dano
tecidual, ha a amplificacdo do sinal por meio de feedback-positivo, que pode se
prolongar por dias apds o insulto inicial. Um exemplo € o TNF-a que ativa de
maneira eficiente o NF-kB, que entdo ativam as proteinas quinases ativadas por
mitogenos (MAPK) e c-Jun N-terminal quinase (JNK) e ambas atuam acelerando e
ampliando o dano tecidual. A via ceramida, atua de maneira independente do NF-kB
e inicia a apoptose nas células epiteliais da submucosa, que em conjunto com
enzimas pertencentes ao grupo das metaloproteinases da matriz (MMP), levam a

ulceracéo deste tecido (Sonis, 2007; Cinausero et al., 2017).

A fase ulcerativa € a de maior importancia para o paciente, uma vez que isso
resulta em lesbdes profundas e extremamente dolorosas no tecido bucal. Estas
lesdes sao cobertas por uma pseudomembrana contendo células mortas e fibrinas, o
que favorece a colonizagao por bactérias, e pode se tornar um alvo para infecgoes,
em especial em pacientes com granulocitopenia, que sado ainda mais propensos a
infeccdes e seu risco de desenvolver sepse € aumentado de maneira significativa.
No intestino, o dano celular é quase imediato e a enterite torna-se aparente um ou

dois dias apds a quimioterapia (Sonis, 2007; Cinausero et al., 2017).

A fase de cicatrizagdo ocorre cerca de duas a trés semanas apds a
finalizagdo do tratamento e é regulada pelo tipo de tratamento, medicamentos e
doses utilizadas. O tecido epitelial apresenta proliferagdo, migracao e diferenciagao,
todas estimuladas pela matriz extracelular, que reconstréi entdo a submucosa. E
importante frisar, porém, que este tecido néo é idéntico ao inicio do tratamento e que

ha maiores chances deste paciente voltar a desenvolver mucosite em ciclos
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quimioterapicos ou radioterapicos subsequentes (Sonis, 2007; Cinausero et al.,

2017). As etapas deste processo estao ilustradas na Figura 1.

Iniciago (I} Resposta ao dano primério ¢ amplificagao de sinal ()

Pmlgmgao de
células basais

N

| (
.|,‘ “" "
0

r

guwem,-ao ) * Cicatrizagao (V)

© Espécies reativas de oxigénio

o Citocinas anti-inflamatérias
@ Fator nuclear Kappa-B (NF-kB)
® Fator de necrose tumoral (TNF)

Pﬂsberllldn’::zlmlbra"a i o Interleucina 6 (IL-6) e IL-1
(fibrina, células mortas = Ceramida sintase o

e bactérias) \

© Citocinas pré-inflamatdrias, proteinas )

Figura 1 — Fases do desenvolvimento da mucosite.

Fonte: Sonis, 2007. Tradugao livre.
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Algumas medidas podem ser tomadas em carater preventivo para evitar o
desenvolvimento de mucosite oral severa em pacientes que receberdo a
radio/quimioterapia, como por exemplo, a realizagdo de tratamento odontolégico
intensivo, bem como a manutencdo de boas praticas de higiene oral (Duncan e
Grant, 2003).

A crioterapia, também tem sido utilizada para a prevencado da mucosite oral e
consiste na administragdo de lascas de gelo ou agua gelada ao paciente no
momento em que ele recebe a quimioterapia, afim de que a vasoconstrigao
provocada pelo gelo reduza a quantidade de quimioterapico no tecido oral, e
consequentemente, as chances de desenvolver mucosite sao diminuidas. A
crioterapia possui baixo custo e nao apresenta efeitos colaterais graves, porém,
parece ser mais efetiva somente quando sao utilizados quimioterapicos com meia

vida curta, como o 5-Fluorouracil (Riley et al., 2015).

O controle da dor provocada pela mucosite geralmente é feito com o uso de
opidides administrado por via intravenosa, uma vez que as lesbes sao
extremamente dolorosas e dificultam a degluticdo. Alternativas também sao o uso do
fentanil por via transdérmica, e colutorios para bochechos contendo anestésicos

como a lidocaina (Ing, 2017).

Um dos primeiros medicamentos utilizados para a prevencgao e tratamento da
mucosite oral foi a amifostina (Ethyol®), um agente antioxidante administrado
intravenosamente 15 minutos antes de cada sessado de quimio/radioterapia (Villa e
Sonis, 2015). A amifostina atua como um citoprotetor seletivo e reduz a incidéncia
de xerostomia e outros efeitos colaterais decorrentes do tratamento do céncer. Seu
uso, porém, nao foi recomendado para tratamento da mucosite oral em guia
publicado pela Multinational Association of Supportive Care in Cancer and
International Society of Oral Oncology por apresentar resultados conflitantes na

eficacia da mucosite oral (Nicolatou-Galitis et al., 2013; Lalla et al., 2014).

O unico agente aprovado pelo FDA (US Food and Drug Administration) para
uso no tratamento da mucosite oral € a palifermina (Kepivance®), um fator de
crescimento de queratindcitos humanos que esta envolvido em varios processos de

protecao celular, tais como supressao da apoptose, atividade anti-inflamatéria,
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reducao de espécies reativas de oxigénio, auxiliando na conservagao da integridade
da barreira epitelial. A palifermina deve ser administrada por via intravenosa, e a
dose recomendada é de 60 pg/kg/dia, durante trés dias consecutivos antes e apés a

terapéutica de radio/quimioterapia (Raber-Durlacher et al., 2013; Lalla et al., 2014).

O custo estimado de um ciclo do tratamento com a palifermina para um
paciente com peso de 70 kg é de aproximadamente US$9.600,00 (CMS, 2017). Este
alto custo, porém, se justifica em alguns casos especificos, como em pacientes
submetidos a transplante de células-tronco hematopoiéticas autdlogas e submetidos

a irradiacéo corporal total (Panjwani, 2013).

O laser de baixa intensidade ou fotobiomodulagdo tem sido utilizado como
terapia na mucosite, pois controla a dor, estimula a regeneragao tecidual e reduz a
inflamacdo. O mecanismo de acido envolvido nestes processos ainda nao foi
completamente elucidado, mas acredita-se que se deva principalmente aos efeitos
provocados nas etapas da inflamacao, reduzindo a producao de espécies reativas
de oxigénio, além de estimular a proliferagao de fibroblastos, producédo de colageno

e outros componentes reparatérios (Zecha et al., 2016).

Tendo em vista as formas disponiveis atualmente para o tratamento e/ou
alivio da mucosite oral, pudemos identificar que existe a necessidade do
desenvolvimento de medicamentos que sejam eficazes e que, além disso,
apresentem custo acessivel. As plantas medicinais representam uma alternativa de
baixo custo, de viabilidade rapida, que oferecem uma grande quantidade de
moléculas ja implantadas em nossa terapéutica, assim como outras por serem

descobertas.

2.2 — Acmella oleracea

A Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, sinonimia Spilanthes acmella L. Murray,
pertencente a familia Asteraceae, € uma planta originaria da América do Sul (Figura
2) e encontra-se distribuida nos tropicos e subtropicos, incluindo o norte da
Austrélia, Africa, india e Sri Lanka (Paulraj et al., 2013).
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No Brasil € popularmente conhecida como jambu, abecedaria, agrido-do-para
e agridao-do-brasil. Em outros paises € conhecida como “toothache plant”, “eyeball
plant” ou “paracress”. Esta espécie € muito utilizada na culinaria, principalmente na
regiao norte do Brasil, e seu uso, na medicina popular, abrangem desde o
tratamento de dores de dente e de garganta, até tuberculose e anemia (Favoreto e

Gilbert, 2010; Lim, 2014).

Figura 2 — Folhas e flores de jambu (Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen).

Fonte: Arquivo pessoal

Diversos compostos estdo presentes no nas partes aéreas do jambu, tais
como os terpenos B cariofileno, limoneno e timol, substancias fendlicas como o acido
vanilico e o acido trans-ferulico, além de fitoesterdis, polissacarideos, e outras
alquilamidas (Ramsewak et al., 1999; Jirovetz et al., 2005; Prachayasittikul et al.,
2013; Nascimento et al., 2013).

A principal alquilamida encontrada no jambu é o espilantol (Figura 3),
composto que, ao entrar em contato com a mucosa oral, provoca sensagédo de
formigamento, dorméncia e salivacdo na boca. O espilantol também esta presente
em espeécies das familias Asteraceae, Solanaceae e Piperaceae (Ley et al., 2006;
Dubey et al., 2013; Urankar et al., 2013).

M\:/Vx\)l\/\r\H
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H

Figura 3 — Estrutura quimica do espilantol (N-Isobultil-2E,6Z,8E-decatrienamida)



21

O espilantol € capaz de permear a mucosa e a derme e também age como
um promotor de absorgdo, aumentando a permeagdo de algumas substéncias
através da derme (Boonen et al., 2010a; Boonen et al., 2010b; De Spiegeleer et al.,
2013; Freitas-Blanco et al., 2016). Recentemente, a absor¢do intestinal foi
observada através de experimentos in vitro com células Caco-2 e confirmada

também in vivo apds administracado oral em ratos (Veryser et al., 2016)

O Jambu foi classificado como seguro (Generally Recognized as Safe-GRAS
n°3783) pela Associacdo dos Fabricantes de Extratos e Flavorizantes (FEMA —
Flavor and Extract Manufactures Association) e também pela Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos (EFSA — European Food Safety Authority) e é
utilizado como flavorizante em diversos produtos, tais como sopas, vegetais
processados, condimentos, goma de mascar e em dentifricios (Fema, 2000; EFSA,
2015).

Diversas propriedades farmacologicas foram descritas na literatura sobre o
jambu, tais como diurética (Ratnasooriya et al., 2004; Yadav et al., 2011; Gerbino et
al.,, 2016), antipirética (Chakraborty et al., 2010), afrodisiaca (Regatas, 2008;
Sharma et al., 2011), antimalarica (Pandey et al., 2007; Pandey & Agrawal, 2009;
Spelman et al., 2011), acaricida (Cruz et al., 2016; Anholeto et al., 2017), e

gastroprotetora (Nascimento et al., 2013; Maria-Ferreira et al., 2014).

Varios autores vém investigando o aspecto de segurancga e toxicidade desta
espécie. Chakraborty et al. (2004) ndo observaram qualquer efeito tdxico ou
mortalidade em ratos Wistar tratados por via oral com extrato aquoso das partes

aéreas (folhas, flores e caules) de jambu até a dose maxima de 3000 mg/kg.

Sharma et al. (2011) administraram por via oral, extrato etandlico das flores
de jambu (2000 mg/kg) em ratos Wistar (n=6/sexo) e relataram que, no periodo do
estudo (48 h), ndo houve mortalidade ou alteragdes comportamentais, como

sedagao, convulsao e hiperatividade.

Yadav et al. (2011) avaliaram extratos etandlico, de éter de petrdleo e de
cloroférmio das folhas de jambu e ndo observaram qualquer sinal de toxicidade ou
mortalidade em camundongos de ambos os sexos submetidos até 5000 mg/kg por

via oral.
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Nomura et al. (2013) avaliaram o extrato etandlico das flores frescas de jambu
em camundongos Swiss machos e relataram que, nas doses de 5, 50 e 500 mg/kg,
por via intraperitoneal, ndo houve qualquer sinal de mortalidade ou toxicidade pelo
periodo de 7 dias de observacdo. Os autores relatam, porém, que na dosagem de
5000 mg/kg os animais apresentaram alteragdes respiratorias e convulsdes, o que

culminou com a morte de todos os animais em menos de trés minutos.

E interessante observar que esse efeito adverso também foi relatado em outro
estudo, conduzido por Moreira et al. (1989), no qual o extrato n-hexanico de jambu,
nas dosagens de 100 e 150 mg/kg, injetado por via intraperitoneal, induziu a

ocorréncia de convulsoes tonico-clébnicas em ratos.

Nigrinis et al. (1987) observaram efeito semelhante em estudo feito com
alquilamida isolada da espécie Spilanthes americana (Mutis), no qual a dosagem de
140 mg/kg por via intraperitoneal resultou em convulsées seguidas de morte. Estas
reagdes sado provavelmente devido a via intraperitoneal de administragcao do extrato,
uma vez que quando administrado por via oral, ndo houve qualquer sintoma de

intoxicacao.

Escobedo-Martinez et al. (2017) avaliaram toxicidade aguda in vivo e a dose
letal mediana (DL 50 - dose capaz de matar 50% dos animais de um grupo teste) de
fragdo enriquecida contendo 95% de espilantol. Os camundongos tratados por via
oral com doses de 10 e 100 mg/kg foram observados pelo periodo de 14 dias sem
apresentar qualquer sinal de toxicidade e a DL 50 por via oral foi determinada em
775 mg/kg.

A toxicidade crénica do espilantol foi avaliada por Bauter (2012) o qual tratou,
por 90 dias, ratos da espécie Sprague-Dawley (n=10/sexo) com 180, 360 e 1200
mg/kg de espilantol misturados na ragdo. Durante o periodo ndo foram observados
quaisquer sinais de toxicidade, ou alteragbes bioquimicas significativas na urina ou
no sangue dos animais. A unica alteragdo, observada nos animais submetidos a
maior dose de espilantol (1200 mg/kg), foi hipertrofia da glandula salivar

submandibular.

O fato de esta espécie ser considerada segura por agéncias como a FEMA
(Flavor and Extract Manufactures Association) e também a EFSA (European Food

Safety Authority), somado ao fato de que esta espécie é consumida ha muitos anos
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pela populagdo do norte e nordeste brasileiro em sua culinaria, demonstra a
viabilidade do emprego do extrato bruto e composto isolado a partir desta fonte

vegetal.

2.2.1 - Atividade anti-inflamatéria e anestésica do espilantol e de extratos

provenientes da Acmella oleracea

A atividade anti-inflamatéria e anestésica do espilantol e de extratos
provenientes do jambu, também ja foi alvo de estudo entre varios pesquisadores e
por esta razdo, nos motivou a estudar esta espécie mais profundamente. Sobre as
propriedades mencionadas, em estudo preliminar conduzido por Chakraborty et al.
(2004), a atividade anti-inflamatéria e analgésica do extrato aquoso das partes
aéreas da Spilanthes acmella foi avaliada em trés modelos experimentais em duas
espécies de animais. Ratos Wistar e camundongos Swiss receberam as doses de
100, 200 e 400 mg/kg por via oral. Os autores observaram efeitos anti-inflamatorios
e analgeésicos significantes e de maneira dose-dependente nos modelos de edema
de pata induzido por carragenina, contor¢cbées abdominais induzidas por acido

aceético e no teste de retirada de cauda (tail flick).

Em 2005, Ratnasooriya & Pieris demonstraram efeito anti-inflamatério e anti-
hiperalgésico do extrato aquoso de flores frescas de jambu nas dosagens de 500,
1000 e 1500 mg/kg administradas por via oral em ratos, de maneira dose
dependente, por meio dos modelos de dor inflamatéria aguda e persistente com

formalina e de hiperalgesia provocada por carragenina.

O espilantol (1 mg/kg, via intraperitoneal) isolado das raizes da espécie
Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake, pertencente a familia Asteraceae e muito
utilizada no México como condimento, reduziu em 95% o numero de contorgdes
induzidas por acido acético quando comparado ao grupo controle. Foi observado
também efeito antinociceptivo no teste de placa quente (1 mg/kg, via intraperitoneal)

durante os sessenta minutos de experimento (Cilia-Lépez et al., 2010).

A atividade anti-inflamatéria do jambu foi também observada por Gupta et al.

(2012), que avaliaram uma formulagao tépica em gel contendo 1% de extrato de éter



24

de petroleo das flores de jambu em modelo de edema de pata induzido por
carragenina. Os autores relataram que a atividade anti-inflamatoria do gel de jambu
foi semelhante a do diclofenaco de sédio em gel, e também que a formulagado nao
demonstrou qualquer sinal de irritacéo ou eritema em modelo de irritagdo de pele em

ratos.

Nomura et al. (2013) relataram a atividade antinociceptiva orofacial do extrato
etandlico das flores frescas de jambu nas dosagens de 10, 30 e 100 mg/kg (via
intraperitoneal) em camundongos Swiss. Os autores relataram redugcédo das fases
neurogénicas e inflamatérias nos modelos de formalina e capsaicina e diminuigdo da
hiperalgesia no modelo de placa quente. Os autores sugeriram que este efeito esteja
ligado a modulagdo ou bloqueio de receptores de potencial transitério TRPV1 e
TRPA1.

Outro mecanismo de acao sugerido para o efeito analgésico do espilantol foi
proposto por Rios et al. (2007), ao observar aumento na liberagdo do acido gama-
aminobutirico (GABA) no cérebro de camundongos em contato com 10 ug/mL de
espilantol. O efeito analgésico do GABA se deve a sua acgao inibitéria pré-sinaptica
da liberagdo de neurotransmissores pré-nociceptivos, tais como o glutamato e a

substancia P (Jasmin et al., 2004).

Em 2008, Wu et al. observaram, por meio de testes in vitro com macréfagos
RAW 264,7 estimulados com lipopolissacarideo (LPS), efeito inibitério do espilantol
(90 e 180 pM) sobre a producao de mediadores pro-inflamatodrios, tais como 6xido
nitrico, COX-2, IL-1B, IL-6 e TNF-a. Os autores sugerem que o efeito supressor se
deve, em parte, a uma diminuicdo na ativacao do NF-kB provocada pelo espilantol,
uma vez que esse fator esta associado a expressao de diversos mediadores pro-

inflamatorios.

Atividade semelhante foi relatada por Cho et al. (2017), ao avaliarem a
atividade anti-inflamatoria de extrato metandlico de jambu (<300 pg/mL), também em
macréfagos RAW 264,7 estimulados com LPS. Os autores relatam inibigdo na
producao de oxido nitrico, e reducdo na expressdo de COX-2, IL-1B e IL-6, sem,

porém, observar alteragdes na producédo de TNF-a.
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Atividade antiartritica de fracdo enriquecida em espilantol (95%) foi descrita
por Escobedo-Martinez et al. (2017) em modelo in vivo de artrite induzida por
adjuvante completo de Freund. Espilantol, extraido das raizes da espécie Heliopsis
longipes (A. Gray) S.F. Blake, foi administrado diariamente, por via oral, a ratos
Wistar nas concentragdes de 2,2 a 20 mg/kg durante 25 dias. Nestas condigdes, os
grupos tratados com espilantol apresentaram marcante atividade anti-inflamatoria e

antiartritica, quando comparados ao controle (fenilbutazona, 80 mg/kg).

Além da atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva, foi também avaliada a
atividade anestésica local do jambu em estudo preliminar publicado em 2010 por
Chakraborty et al. Estes autores utilizaram o modelo de infiltracdo anestésica no
dorso de porquinhos-da-india (Cavia porcellus), que permite estimar o grau e a
duracao da anestesia de maneira simultanea. Ao final do experimento, os autores
observaram efeito anestésico de 70,36% e 87,02% do extrato aquoso,
respectivamente nas concentragdes de 10 e 20%, comparados ao controle positivo
(2% de xilocaina; p < 0,001).

Andrade et al. (2013) relataram efeito anestésico de pomada contendo 15%
ou 30% de extrato de jambu em voluntarios que, por meio de escala visual,
avaliaram a dor a puncao de uma agulha na mucosa bucal. Os autores também
avaliaram os batimentos cardiacos, e nao observaram diferenca estatistica no efeito
anestésico entre o grupo que utilizou a pomada contendo jambu e o grupo controle,
que utilizou benzocaina 20%, indicando a pomada de jambu como uma alternativa

segura e efetiva para anestesia tépica oral.

Em trabalho conduzido por nosso grupo de pesquisa, a atividade anestésica
topica do bioadesivo contendo 10% de extrato de jambu foi observada in vivo
através de teste de retirada de cauda (tail flick) no qual se mostrou semelhante ao
EMLA® (mistura eutética dos anestésicos lidocaina e prilocaina), formulagdo muito
utilizada e considerada, atualmente, como padrdo ouro para anestesia topica

dermatologica (Freitas-Blanco et al., 2016).

Ainda dentro do nosso grupo de pesquisa, a atividade topica anestésica e
cicatrizante foi também observada in vivo por Yamane et al. (2016) ao avaliarem

bioadesivo contendo 15% de extrato de jambu combinado a 1,5% de 6leo essencial
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de macela (Achyrocline satureioides Lam. (DC) - Asteraceae) quando comparados

aos controles positivos (EMLA® e alantoina).

Barbas et al. (2016) avaliaram a atividade sedativa e anestésica de extrato
das flores de jambu em peixes da espécie tambaqui (Colossoma macropomum). O
extrato, que continha aproximadamente 65% de espilantol, foi capaz de induzir
sedacdo na concentragdo de 2 mg/L e rapida anestesia (menos de 3 minutos) na
concentragcdo de 20 mg/L, de maneira segura e resultando em minimas alteragdes

fisioloégicas, mostrando-se uma alternativa interessante para uso em piscicultura.

Assim sendo, € promissora a utilizagdo do jambu e/ou espilantol como um
anti-inflamatério e anestésico no que tange a sua aplicagdo no tratamento da

mucosite oral.

2.3 — Quimica Verde

A preocupacdo com o meio ambiente, muito em evidéncia nas ultimas
décadas, levou a geragao de protocolos para diminuigdo da poluicdo quimica em

diversos paises.

O intuito foi motivar um desenvolvimento autossustentavel, para que as
necessidades atuais ndo sobrepujassem as necessidades das geragdes futuras,
buscando alternativas que evitassem ou minimizassem a produgao de residuos ao

invés de tratar o residuo ao final da linha produtiva (Lenardao et al., 2003).

Quimica verde ou quimica sustentavel trata do desenvolvimento de produtos
quimicos, desde o seu desenho até sua degradagcédo, com o objetivo de reduzir ou
eliminar a geracao de substancias nocivas a saude e ao ambiente (Lenardao et al.,
2003; Correa e Zuin, 2012; USEPA, 2013).

Existem doze principios que regem esse conceito, e sao apresentados de
maneira resumida na Tabela 2 (Lenardao et al., 2003; Correa e Zuin, 2012; USEPA,
2013).
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Tabela 2 — Principios da quimica verde

N° Principios

1 Evitar a producao do residuo € melhor do que tratar posteriormente os mesmos.

2  Asintese de produtos deve maximizar a incorporagao de todos os materiais utilizados

no produto final.
A sintese de um produto deve utilizar e gerar compostos menos perigosos

4 Os compostos devem possuir a funcido desejada apresentando a menor toxicidade
possivel.

5 Substancias auxiliares, como solventes, devem ser evitadas sempre que possivel e

quando utilizadas devem ser indcuas.

6 Se possivel, os processos quimicos devem ser conduzidos a pressao e temperatura
ambiente.

7 Sempre que viavel deve-se priorizar o uso de matérias-primas renovaveis.

8 A derivatizacio deve ser evitada ou minimizada quando possivel.

9 Reagentes cataliticos séo superiores aos reagentes estequiométricos

10 Os compostos desenvolvidos devem se degradar de maneira a gerar produtos indcuos

€ que nao persistam no ambiente
1 Desenvolver e aprimorar metodologias analiticas que permitam o monitoramento e
controle de processos em tempo real, evitando a formacao de compostos nocivos
12 A escolha e utilizacdo de substancias quimicas devem levar em conta sua

periculosidade a fim de minimizar os riscos de causar acidentes

A vasta aplicagdo da quimica verde pode ser também observada através de

publicagdes na area de quimica analitica na qual, por exemplo, sdo sugeridos novos

meétodos de preparacdo da amostra ou da redugao do consumo de solventes ao se

diminuir o didmetro, tamanho e particula da coluna cromatografica empregada
(Gatuszka et al.,2013; Ptotka et al., 2013; Armenta & Guardia, 2016; Filippou et al.,
2017).

A escolha adequada de solventes em diferentes ramos de trabalho € de

extrema importancia, uma vez que poderdo representar grande impacto ambiental

(Dunn, 2012). A combinagao diclorometano—metanol, frequentemente preferida e

usada em purificagdes por muitos pesquisadores, contribui enormemente na

geracao de residuos de solventes clorados na quimica medicinal (Taygerly et al.,
2012).
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O diclorometano esta associado a toxicidade humana significativa, tanto
aguda quanto cronica, afetando os sistemas respiratério, nervoso, cardiovascular,
hepatico e renal, além de ser genotdxico e carcindégeno (Schlosser et al., 2015). Por
essa razao, a substituicdo do diclorometano por outro solvente com menor
toxicidade e maior seguranga € imprescindivel. Taygerly et al. (2012) oferecem um
guia de solventes menos toxicos para a substituigdo do diclorometano na separagéo

de diversos compostos.

MacMillan et al. (2012), em estudo semelhante, sugerem o CPME (ciclopentil
metil éter) como um potencial substituto ao diclorometano nas combinag¢des binarias
com metanol em purificagdes. O CPME tem se mostrado uma alternativa promissora
na cromatografia, pois, além de manter a capacidade de separagdo cromatografica
similar a solventes mais toxicos, apresenta maior estabilidade, baixa volatilidade e
hidrofobicidade, e por essa razdo é facilmente separado e recuperado da agua,

reduzindo assim as chances de contaminagcéo ambiental.

A GlaxoSmithKline (GSK) desenvolveu um guia voltado para a quimica
medicinal, onde lista 110 solventes e os classifica de 1 (vermelho) a 10 (verde) em
diversas categorias que vao desde o impacto ambiental para descartar ou reciclar o
solvente até os efeitos cronicos na saude humana devido a exposicdo ao mesmo.

Os autores descrevem também diversas estratégias que foram
implementadas para aumentar a adogado de solventes verdes, como disponibilizar
nos laboratérios amostras destes solventes para uso imediato, bem como copias do
guia em locais de facil acesso e visibilidade, como nas mesas e nas capelas de

exaustdo (Henderson et al., 2011).

E importante lembrar também que a selecdo e substituicdo de um solvente
por outro devem levar em conta parametros como o rendimento final do produto e os
gastos energéticos provenientes dessa substituicdo, para que a sustentabilidade do

processo se mantenha consistente (Welton, 2015).

Outra alternativa para extragdes mais verdes é a utilizacdo do didxido de
carbono supercritico. O estado supercritico de uma substancia ocorre quando esta
se encontra a uma temperatura e pressao acima de seus valores criticos (Figura 4),
e suas propriedades fisico-quimicas assumem valores intermediarios aqueles dos

estados liquido e gasoso (Andrade, 2012).
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Figura 4 - Diagrama de fases
Fonte: Andrade, 2012.

Dessa forma, os fluidos supercriticos se difundem de maneira mais eficiente e
apresentam menor viscosidade do que os liquidos, resultando em extragdes mais

eficientes e sem residuos quimicos no extrato final (Rozzi e Singh, 2002).

O diéxido de carbono supercritico € um solvente amplamente utilizado na
industria alimenticia para extrair a cafeina de graos de café, do cha e de
flavorizantes presentes em matrizes vegetais. Isto se deve principalmente a sua
pressao e temperatura critica moderadas (73,8 bar, 31,1 °C), que ajudam a prevenir
a degradacao térmica de componentes de alimentos no momento da extragdo. Além
disso, o didoxido de carbono ndo € inflamavel, é atdxico, existe em abundancia,
apresenta custo baixo e é praticamente inerte quimicamente (Rozzi e Singh, 2002;
Erkey, 2011; Andrade, 2012; Peach e Eastoe, 2014).

Por essas razbes, este trabalho tratou de respeitar os principios da quimica
verde durante as etapas de fracionamento e isolamento do espilantol, utilizando

como solventes o didéxido de carbono supercritico, etanol e agua.
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3 PROPOSICAO

Extracdo do espilantol das partes aéreas da Acmella oleracea por meio de

técnicas da quimica verde e avaliagdo de sua aplicagao no tratamento na mucosite.

3.1 — Objetivos Especificos

- Extrair e isolar o espilantol utilizando técnicas verdes;

- Avaliar a atividade anti-inflamatéria do espilantol em modelos in vitro e in

Vivo;

- Desenvolver e caracterizar preliminarmente uma formulagdo contendo

espilantol para uso na terapéutica da mucosite oral.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 — Material

4.1.1 — Reagentes e solventes

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico ou
cromatografico. Foram utilizados Alcool Etilico Absoluto (Synth, Sdo Paulo, BR);
Dioxido de Carbono (99,9%, White Martins, Sdo Paulo, BR), metanol e acetonitrila,
grau HPLC (J. T. Baker, Nova Jersey, EUA); agua ultrapura obtida a partir do
sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore, Massachusetts, EUA); carboximetilcelulose
(média viscosidade, Sigma Aldrich, Missouri, EUA); propilenoglicol (Ecibra, Sao
Paulo, BR); hidroxipropilmetilcelulose (Sigma Aldrich, Missouri, EUA); transcutol CG
(Brasquim, Sao Paulo, BR); cloridrato de orto-dianisidina (95% pureza), peroxidase
de rabano e brometo de hexadecil trimetii aménio, todos adquiridos da Sigma
Aldrich, (Missouri, EUA).

4.1.2 — Equipamentos

Os equipamentos empregados foram: equipamento de extragdo supercritica
com fracionamento (Mag’nagua, Sdo Paulo, BR); deionizador (modelo Simplicity,
Millipore®, Massachusetts, EUA); estufa com ventilagdo forcada (Fabbe, Séo Paulo,
BR); estufa (modelo Precision, GCA, Chicago, EUA); camara climatica (Tecnal
modelo TE-4003, Sdo Paulo, BR); moinho de facas (Primotécnica, Sdo Paulo, BR);
sistema de evaporacao rotativo (modelo R-215, Buchi, Flawil, SWZ); liofilizador
(modelo Sentry, VirTis, Pensilvania, EUA); cromatografo Flash CombiFlash® Rf+
(Teledyne ISCO, Nebraska, EUA); cromatédgrafo Waters® Alliance modelo 2695, com
detector de arranjo de fotodiodo Waters® modelo 2996; equipamento de ressonancia
magnética nuclear Bruker 9.4 T, modelo AVANCE llI; ultrassom (modelo Bransonic
220, Branson, Connecticut, EUA); cadmara escura ultra violeta (modelo SL-204,
Solab, Sdo Paulo, BR); balanga analitica (modelo AUW220D Shimadzu, Kyoto, JP).
As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram efetuadas em
cromatofolhas de aluminio (silica gel 60 Fys4, Merck, Darmstadt, ALE), microsseringa
de 10 pL (Hamilton, Nevada,EUA).
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4.1.3 — Material vegetal

O material vegetal foi semeado e cultivado no campo experimental do
CPQBA/UNICAMP, localizado no municipio de Paulinia, SP (-22° 47' 52" ,-47° 6
49"). A identificacao foi feita pelo Dr. John F. Pruski do Missouri Botanical Garden. A
exsicata estd depositada no Herbario da UNICAMP, sob n°181452. Também foi
obtida autorizagao de acesso e de remessa de patriménio genético (CGEN) sob n°
010577/2014-9.

4.2 — Métodos

4.2.1 - Secagem e moagem do material vegetal

As partes aéreas do jambu foram secas em estufa com ventilagdo for¢ada por
48 h a 40 °C até massa constante (Rodrigues et al., 2006). A moagem foi realizada
em moinho de facas com peneira de 48 mesh. Apds secagem e moagem, o material
foi mantido em embalagem de papel craft revestido com polipropileno e fechamento
simples; armazenado em freezer -18 °C até utilizagdo. Os valores referentes ao
didmetro médio das particulas (290 = 10 um) bem como o teor de umidade (9,44% +
0,22) utilizados no presente trabalho foram determinados por nosso grupo de
trabalho (Zelioli et al. , 2015).

4.2.2 - Extracao seguida de fracionamento com diéxido de carbono

supercritico

A etapa de extracdo seguida de fracionamento com didéxido de carbono
supercritico foi realizada no laboratério EXTrAE (Laboratério de Extracao,
Termodinamica Aplicada e Equilibrio) da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Unicamp, sob supervisdo do Prof. Dr. Fernando Antonio Cabral e com a participacao
do aluno de iniciacdo cientifica icaro Augusto Maccari Zelioli, bolsista Fapesp
(processo 2014/07225-0).

A extracdo e fracionamento do jambu para obtengcdo do espilantol foram
conduzidas utilizando um extrator de aco inoxidavel com leito fixo acoplado a

separadores (Figura 5).
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Figura 5 — Equipamento de extragéo e fracionamento com fluido supercritico.

E importante frisar que as condicdes de extracdo e fracionamento do jambu
por diéxido de carbono supercritico desenvolvidas neste trabalho foram
determinadas utilizando-se como ponto de partida publicagdes cientificas prévias,
bem como testes conduzidos no EXTrAE por nosso grupo de pesquisa, que nos
orientaram sobre os parametros a serem avaliados (Cavalcanti, 2008; Dias et al.,
2012; Zelioli et al., 2015).

Foram testadas trés condi¢des diferentes de fracionamento (Tabela 3), em no
minimo duplicata, onde parametros como o rendimento de espilantol (massa de
espilantol/massa de planta*100), teor de espilantol (massa de espilantol/massa de
extrato*100) presente em cada fragdo, bem como o rendimento global (massa da
soma das fragdes/massa de planta®*100) e o rendimento de cada fragdo (massa do

extrato de cada separador/massa de planta*100) foram avaliados.

Tabela 3 — Condi¢des de pressao (bar) e temperatura (°C) empregadas para isolamento do

espilantol.
Condigoes Separador Separador Separador Separador
1 2 3 4
1 100 bar/60 °C 80 bar/60 °C 75 bar/60 °C atm/ambiente*
2 100 bar/60 °C 75 bar/60 °C atm/ambiente* -—--
3 80 bar/60 °C 75 bar/60 °C atm/ambiente* -—

*atm: atmosférica
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Para estes testes, o jambu, seco e moido (50 g), foi colocado em um cartucho
de tecido e acondicionado em leito fixo onde houve entdo a passagem do diéxido de
carbono nas condigdes de 300 bar e 60 °C, sendo esta etapa denominada extragao.
O periodo de extragao foi precedido por um periodo estatico de 30 min para permitir

um contato inicial do jambu com o solvente de extrag&o.

Apos passar pelo leito, o didxido de carbono foi entdo conduzido para os
separadores nas condi¢cdes de pressao e temperatura de acordo com a Tabela 3.
Estabeleceu-se a massa de 1,7 kg de CO, (vazdo média de 1 kg h™') como
ponto de parada de extracdo para cada um dos tratamentos, o material precipitado
em cada separador foi entdo acondicionado em frasco ambar e armazenado em

freezer para analise futura.

Para a avaliacéo do perfil fitoquimico de maneira rapida e pratica, foram feitas
cromatografias em camada delgada com todas as fragbes, utilizando como fase
movel n-hexano:acetato de etila na proporcéao 70:30 (viv). As fragdes foram
aplicadas em banda com ajuda de microseringa de 10 yL e a detec¢cdo dos
compostos foi feita inicialmente sob lampada UV a 254 nm, e, posteriormente, apds
revelagao com solugao de p-anisaldeido seguida de aquecimento a 100°C durante 3

min.
4.2.3 — Cromatografia Flash

Fracbes obtidas previamente por extracdo seguida de fracionamento com
dioxido de carbono supercritico e enriquecidas em espilantol foram reunidas e
submetidas a Cromatografia Flash em um equipamento CombiFlash® Rf+ (Teledyne
ISCO, Nebraska, EUA) equipado com coluna RediSep Rf de fase reversa C18 (40-
60 um; 9,6 cm h x 2,2 cm didmetro; 40 g) e detector UV-Vis.

A fase movel foi constituida por agua ultrapura (solvente A) e etanol absoluto
(solvente B) e teve como condig¢do inicial de eluicdo 50% de B por 10 minutos,
seguido por gradiente linear de 50-100% de B de 10 a 35 minutos, com vazao de 10
mL/min e coleta de fragdes com 10 mL cada. O espilantol foi monitorado aos 229 nm
e as fragcdes foram inicialmente analisadas por meio de CCDs e as que continham
espilantol foram posteriormente analisadas por HPLC-DAD. O método, utilizando

agua e etanol como solventes, foi desenvolvido baseando-se em trabalho publicado
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por Modarai et al. (2010). Estes experimentos foram realizados no CPQBA na
Divisdo de Quimica Orgénica e Farmacéutica sob supervisdo da Dra. Vera Lucia

Garcia.

4.2.4 — Analises por HPLC

As anadlises por HPLC foram conduzidas em um equipamento Waters®
Alliance modelo 2695, com detector de arranjo de fotodiodo Waters®, modelo 2996.
A analise foram baseadas em metodologia adaptada de Castro et al. (2014),
utilizando coluna Luna Phenomenex® (150 x 4,60 mm, 5pm), fase movel
Acetonitrila:Agua (30:70, v/v) em modo isocratico, com fluxo de 1 mL/min, e volume
de injecdo de 20 pL. A determinagédo do teor de espilantol no presente trabalho foi
feita através da construgdo de curvas analiticas, utilizando como padrao analitico,
espilantol adquirido da empresa ChromaDex® com pureza informada de 88,5%. As
analises foram realizadas no CPQBA na Divisao de Quimica Orgéanica e

Farmacéutica, sob supervisdo da Dra. Marili Villa Nova Rodrigues.

4.2.5 — Analises por RMN

A identidade do espilantol foi confirmada através de ressonancia magnética
nuclear em equipamento Bruker 9.4 T, modelo AVANCE Ill, operando a 400 MHz
('H) e 100 MHz ('C), utilizando sonda BBI de 5 mm a 25° C, CDCls (cloroférmio
deuterado) como solvente e TMS (tetrametilsilano) como padrdo interno. Os
espectros foram obtidos no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, através de

parceria com o Prof. Dr. Anténio Gilberto Ferreira.

4.3 — Avaliagao in vitro do espilantol

Os testes de avaliacdo da viabilidade celular em fibroblastos gengivais
humanos (HGF-1, sigla em inglés), bem como a anadlise de expressao génica e de

citocinas foram conduzidos na University of Southern California (USC, Los Angeles -
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CA), sob a supervisdo do Prof. Dr. Ramiro Mendon¢a Murata, através de concessao
de bolsa de Doutorado Sanduiche a doutoranda Verdnica Santana de Freitas Blanco
(08/2015 a 06/2016 - bolsista Capes n°6211/2015-01).

4.3.1 — Avaliagao da Viabilidade Celular

A citotoxicidade in vitro foi avaliada por meio de método fluorimétrico (O’Brien
et al., 2000; Silva et al., 2017). Fibroblastos Gengivais Humanos (ATCC® CRL-
2014™), cultivados em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Lonza, Maryland, EUA) foram
semeados (1 x 10° células/mL) em uma placa com 96 pocos e mantidos em
incubadora a 37 °C e 5% de CO; para crescimento. Apds 24 h, aspectos
morfolégicos, bem como a aderéncia dos fibroblastos a placa foram observados
através de microscopio invertido (EVOS FL, Life Technologies, CA, EUA). Espilantol
(1 a 1000 uM/mL ou 221.34 ng a 221.34 ug/mL) foi adicionado ao meio de cultura e
novamente incubado (37 °C e 5% CO,). Apds o periodo de incubagao determinado
(24, 48 ou 72 h) o meio foi descartado, as células foram lavadas com tampao
fosfato-salino (PBS, Lonza, Maryland, EUA) e novo meio contendo resazurina foi
adicionado (CellTiter Blue Viability Assay; Promega Corp, Wisconsin, EUA). A placa
foi novamente incubada (37 °C e 5% CO;) e ap6s 4 horas o sobrenadante foi
transferido para nova placa e a fluorescéncia foi medida em um leitor de microplacas
(SpectraMax M5; Molecular Devices, California, EUA) com 550 nm de excitagéo e

585 nm de emissao.

4.3.2 — Andlise de expressao génica

RNA total foi isolado dos fibroblastos gengivais humanos tratados com
espilantol (20 uM ou 4,43 ug/mL) utilizando-se o kit Qiagen RNeasyMini Kit (Qiagen,
California, EUA). A quantidade e a qualidade (razdo 260/280) de RNA foram obtidas
por meio de nanofotometria (NanoPhotometer P360, Implen, California, EUA). Um
micrograma de RNA foi convertido em cDNA através do kit RT? First Strand em

acordo com as orientagdes do fabricante (Qiagen, California, EUA).

O cDNA obtido foi utilizado para a avaliagdo da expressao génica por meio de

PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) em um painel contendo 84 genes
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implicados na resposta inflamatéria e imune (Human Inflammatory Response &
Autoimmunity kit, PAHS-077Z, Qiagen, California, EUA). A analise foi realizada
atraveés do portal da Qiagen Sabiosciences, disponivel em:

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php.

4.3.3 — Analise de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Doze citocinas e quimiocinas (IL1A, IL1B, IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL12, IL17A,
IFNy, TNFa, GM-CSF) presentes no sobrenadante das culturas de fibroblastos
gengivais humanos tratadas com espilantol (concentragao de 20 e 200 uM ou 4,43 e
44,23 ug/mL, respectivamente) foram analisadas utilizando-se o kit Human
Inflammatory Cytokines Multi-Analyte ELISArray (MEH-004A; SABiosciences,

Maryland, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.4 — Avaliagao in vivo do espilantol

4.4.1 - Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (25-40 g) obtidos do Centro de
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) mantidos a 25 £ 2 °C em ciclos claro-escuro de 12
h (fase clara iniciando as 7:00 h) e mantidos em biotério com agua e racao “ad
libitum”, por pelo menos 7 dias antes dos experimentos. O experimento foi realizado
ap6s aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UNICAMP sob n° 4534-

1/2017, e o certificado encontra-se anexado a este trabalho (Anexo 1).

4.4.2 — Modelo de mucosite intestinal em camundongos

O modelo de mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil (5-FU) foi
realizado conforme metodologia descrita por Hamouda et al. (2017). Este
experimento foi conduzido no CPQBA na Divisao de Farmacologia, sob supervisdo
do Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho e da médica veterinaria Dra. Karin Maia
Monteiro. Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (n=6-7/grupo)

sendo:
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e Controle negativo - Foram tratados, por via oral (gavagem), com
veiculo (suspenséo de 0,2 % de carboximetilcelulose — 5 mL/kg) por 7
dias e, a partir do quarto dia, receberam solugao salina estéril por via
intraperitoneal (dias 4 a 7);

e Controle positivo — Foram tratados por via oral (gavagem), com veiculo
por 7 dias, e, a partir do quarto dia, receberam dose de 50 mg/kg de 5-
FU por via intraperitoneal (dias 4 a 7).

e Grupos 10, 20 e 30 - Foram tratados, por via oral (gavagem), com
espilantol (10, 20 e 30 mg/kg suspenso em solugdo de 0,2 % de
carboximetilcelulose) por 7 dias, e, a partir do quarto dia, receberam

dose de 50 mg/kg de 5-FU por via intraperitoneal (dias 4 a 7).

A Figura 6 ilustra o protocolo experimental utilizado.

Administracéo Intraperitoneal

* 5-FU (50 mg/kg)

* Solucdo salina (controle negativo)
o006 6060o
h i . A A A . -

Administracéo Oral (gavagem)
* Controle Negativo (CMC 0,2%)

¢ Controle Positivo (CMC 0,2%)

* 10 mg - Espilantol (10 mg/kg)

* 20 mg - Espilantol (20 mg/kg)

* 30 mg - Espilantol (30 mg/kg)

Figura 6 — Protocolo experimental para indu¢gdo da mucosite intestinal com 5-FU.

No oitavo dia de experimento, foram coletadas amostras de sangue periférico
de cada animal, em tubos com anticoagulante (EDTA-sédico) direto do plexo retro
orbital para aferigcao de citocinas inflamatérias. Os animais foram entdo eutanasiados
por aprofundamento da anestesia (combinacdo de quetamina e xilazina) e
segmentos do intestino delgado foram retirados para analise morfologica e
histolégica. Amostras desta mesma regidao também foram congeladas a -80 °C para

posterior dosagem de mieloperoxidase (MPO).
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4.4.3 — Avaliacao do consumo de racao e peso corporal

O consumo de racao foi determinado diariamente durante todo o periodo
experimental através da aferigdo do consumo da ragdo em cada gaiola, dividido pelo
numero de animais presentes na mesma, determinando-se assim o consumo de

racao meédio diario para cada animal.

Para a determinagao do peso corporal, os animais foram pesados diariamente
e os valores foram expressos como variagao de peso (%) em relagdo ao peso no

inicio do periodo experimental.

4.4.4 — Determinacgao de citocinas plasmaticas.

Os niveis plasmaticos das citocinas IL-1B, IL-6, IFN-y e TNF-a foram
determinados utilizando imunoensaio multiplex com o kit de ensaios de citocinas
(Bio-Plex Pro, Bio-Rad, BEL). Imediatamente ap6s a coleta, os tubos contendo
sangue periférico e o anticoagulante EDTA-sddico foram centrifugados por 15 min a

1000 g em centrifuga refrigerada a 4 °C para separagao do plasma.

O plasma foi entdo transferido para um novo tubo de polipropileno e
submetido a nova centrifugacao (2000 g, por 10 min, 4 °C) para remogao de
quaisquer eventuais precipitados ainda presentes. Apos esta etapa, o plasma foi

aliquotado e armazenado a te -20 °C até utilizagao.

Para a quantificacdo das citocinas, o plasma foi diluido uma vez seguindo as
instrugdes do fabricante. As medidas foram realizadas em equipamento Bio-Plex 200
(Bio-Rad, SWE) no Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em
Ciéncias da Vida (LaCTAD) da Unicamp.

4.4.5 — Determinagao dos niveis da mieloperoxidase (MPO)

A determinagdo da atividade da mieloperoxidase (MPO), uma enzima
encontrada em neutréfilos, foi realizada de acordo com o método descrito por
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Krawisz et al. (1984). Fragmentos do intestino delgado, na razdo de 1:20 (p/v) foram
suspensos e homogeneizados em tampao de fosfato 50 mM contendo brometo de
hexadecil trimetil aménio a 0,5% (pH 6,0). As amostras foram entdo submetidas a
congelamento e descongelamento por trés vezes e entdo centrifugados a 8300 rpm
durante 10 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram transferidos para uma placa de 96
pocos onde foi entdo adicionado cloridrato de orto-dianisidina (0,167 mg/mL) em
tampao fosfato contendo peréxido de hidrogénio (2 ul/ml). As mudangas na
absorbancia a 450 nm foram registradas com um espectrofotdbmetro. A atividade da
enzima MPO foi calculada por interpolacdo em uma curva padrdo, realizada com
peroxidase de rabano. Uma unidade de mieloperoxidase (U) € definida como aquela
suficiente para degradar 1 pmol/min de peroxido de hidrogénio a 25 °C. Os

resultados foram expressos como U/g de tecido.

4.4.6 — Histologia

As analises histologicas foram realizadas na Universidade Estadual Paulista -
UNESP em Rio Claro/SP através de parceria com a Dra. Patricia Rosa de Oliveira
do Departamento de Biologia. Segmentos do intestino delgado (jejuno) foram fixados
durante 24 horas em paraformaldeido a 4%, desidratados em série crescente de
etanol (50 a 100%), diafanizados em xilol e entdo transferidos para moldes plasticos
previamente preenchidos com Paraplast Plus ® Em seguida, todos os blocos foram
seccionados em fatias de 7 ym de espessura e coradas com hematoxilina e eosina.
Foram preparadas 10 laminas para cada animal e estas foram entdo examinadas em

um fotomicroscopio Motic BA300.

4.5 — Preparo do bioadesivo

Com base em testes preliminares e em publicagcbes recentes, diversas
combinagdes de polimeros foram avaliadas a fim de determinar a mais adequada
para a incorporagédo do espilantol. Os testes preliminares avaliaram caracteristicas
como tempo de secagem, friabilidade, maleabilidade, homogeneidade e aspecto
visual do bioadesivo (Preis et al., 2013; Rana e Murthy, 2013; Borges et al., 2015).

A combinagao contendo 3,5 % de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e 2 % de

carboximetilcelulose (CMC) tendo, como coadjuvantes, 2,5 % de propilenoglicol e
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2,5 % de transcutol®, se mostrou a mais apropriada, e foi utilizada na confeccéo do

bioadesivo neste trabalho.

Os polimeros HPMC e CMC foram dissolvidos em agua deionizada sob
aquecimento (60 + 2 °C) e agitagdo constante. A mistura foi entdo mantida em
repouso para completa eliminacido de bolhas e, apos 24 h, com o auxilio de um
homogeneizador (modelo T10 basic, Ultra Turrax®, Staufen, Alemanha), os
coadjuvantes foram entdo adicionados junto com o espilantol isolado na
concentragédo de 9,7 uyg/mg de filme. A fim de obtengcdo de bioadesivos ainda mais
homogéneos, a técnica de extensdo do hidrogel sobre uma placa de vidro com o

auxilio de um extensor (Figura 7) foi utilizada.

3
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Figura 7 — Placa de vidro e extensor de acrilico empregados na preparagao do bioadesivo.

4.5.1 — Avaliacao do bioadesivo

4.5.1.1 — Massa, espessura e pH

ApoOs secagem em temperatura ambiente, o bioadesivo foi cuidadosamente
removido da placa de vidro e recortado em quadrados de 1,0 x 1,0 cm. As medidas
de espessura foram feitas com o auxilio de paquimetro digital (modelo Cal II, Tesa,
Renens, SWZ) e a massa obtida em balanca analitica (Mettler Toledo, Sdo Paulo,

BR). O pH foi avaliado dissolvendo-se o bioadesivo em 7 mL de agua destilada e



42

medindo o pH da solugao resultante apds 15 min em pHmetro (Micronal , Sdo Paulo,

BR) calibrado previamente. Todos os testes foram realizados em quadruplicata.

4.5.1.2 — Avaliagao do teor de espilantol no bioadesivo

Para a avaliagdo do teor de espilantol no bioadesivo, um quadrado de
dimensdes 1,5 x 1,5 cm foi posto em contato, por 24 h, com 5 mL de metanol grau
HPLC. Apds esse periodo, uma aliquota foi retirada e o teor de espilantol foi
determinado por HPLC conforme metodologia descrita no item 4.2.4. Todos os

testes foram realizados em quadruplicata.

4.5.2 — Estudo de estabilidade acelerada do bioadesivo

Os bioadesivos, acondicionados em embalagens plasticas impermeaveis
revestidas com aluminio e com fechamento zip, foram submetidos a estufa seca com
temperatura de 40 + 1 °C por 120 dias. Os bioadesivos foram analisados nos
tempos 0, 30 e 120 dias nos quesitos aparéncia, pH e teor de espilantol. Os testes
foram realizados como descrito anteriormente em, no minimo, quadruplicata (Brasil,
2005).

4.6 — Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia considerando nivel de
significancia de 5%. As analises foram feitas no software R verséo 3.4.3 (The R
Foundation for Statistical Computing) e os graficos foram preparados no GraphPad

Prism 5 (GraphPad Software, Inc.).
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5 RESULTADOS

5.1 — Extracao seguida de fracionamento com diéxido de carbono supercritico

O rendimento global (massa da soma das fragdes/massa de planta®*100) dos
tratamentos 1, 2 e 3 com didxido de carbono supercritico foi, respectivamente, 3,6
0,8 %; 3,9+ 0,16 % e 3,13 £ 0,04 %. O rendimento das fracbes (massa de extrato de
cada separador/massa de planta®*100) obtido em cada um dos tratamentos encontra-

se detalhado na Tabela 4.

Tabela 4 — Rendimento e teor de espilantol em porcentagem (massa de espilantol/massa de
extrato*100) das fracdes nas diferentes condigcbes de pressao e temperatura. (média *

desvio padrao).

Condicgao 1 Condicgao 2 Condicao 3
Rendimento Teor de Rendimento Teor de Rendimento Teor de
(%) Espilantol (%) Espilantol (%) Espilantol
(%) (%) (%)
Separador1 1,89 £ 0,56 2,86 £ 0,05 2,56 £ 0,01
P(bar)/T(°C) 100/60 1,7+£0.9 100/60 2,3+04 80/60 51+0.1
Separador2 0,82+0,16 0,71 £ 0,02 0,259 + 0,04
P(bar)/T(°C) 80/60 9,3+1.5 75/60 19,9+ 2.7 75/60 54+0.1
Separador 3 0,35+ 0,09 0,34 + 0,09 0.31 + 0,01
P(bar)/T(°C) 75/60 48+0.2 atm/amb 12,8+ 04 Atm/roomT 11,1+0.3
Separador4 0,59 £ 0,01
P(bar)/T(°C) atm/amb 8,3+2.1 - - - -
Total 3,6+0,8 48+0.22 3,9+0,16 6,4+0.03 3,13+£0,04 5,7+0.01

*atm: atmosférica amb: ambiente

O rendimento de espilantol (massa de espilantol/massa de planta®*100) obtido

nos tratamentos 1 e 3 foi muito semelhante, apresentando 0,17 + 0,05 % e 0,18 %

0,01 % de espilantol, respectivamente. O rendimento de espilantol apresentado no

tratamento 2 se mostrou superior (0,25 + 0,02 %).

O teor de espilantol (massa de espilantol/massa de extrato*100), como pode

ser observado na Tabela 4, também variou nas diferentes condi¢cdes de pressao e

temperatura dos separadores, sendo que o Separador 2 (75 bar/60 °C) do
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Tratamento 2, apresentou o maior teor de espilantol (19,9 +2,7 %). Tais diferencgas,
no entanto, ndo apresentaram significancia estatistica segundo os testes utilizados
(Kruskal-Wallis, seguido do teste discriminatério de Dunn ao nivel de 5 % de
significancia).

As fracdes obtidas exibiram diferentes coloragdes, como pode ser observado

na Figura 8.

Figura 8 — Aspecto visual de trés fragdes provenientes do Tratamento 2. Ao lado, extrato

etandlico de jambu para comparacgao.

Cromatografias em camada delgada foram realizadas para a avaliagdo do
perfil cromatografico inicial nas fragdes obtidas por diéxido de carbono supercritico,

conforme ilustrado na Figura 9. O extrato etandlico foi incluido afim de comparagéao.

e, I o 0 Exta T wonar | o

(A) (B)

Figura 9 — Cromatografia em camada delgada de fragdes obtidas no Tratamento 2 e
também do extrato etandlico de jambu. Fase Mdvel: n - hexano:acetato de etila 70:30; (v/v).
(A) revelagcdo em 254 nm; (B) revelagao apds borrificar com p-anisaldeido/aquecimento.
Areas em destaque referem-se a banda do espilantol.
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O cromatograma do padrao de espilantol (A) e os cromatogramas das fragdes

provenientes do Tratamento 2 estdo ilustrados na Figura 10. Neles, & possivel

observar a presenga de um pico majoritario, aos 16 minutos, referente ao espilantol.
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Figura 10 — Cromatogramas obtidos por HPLC do espilantol e das fragbes provenientes do
Tratamento 2. A: padrao de espilantol (pico aos 16 min); B: 100 bar/60 °C; C: 75 bar/60 °C;

D: pressao atmosférica e temperatura ambiente.
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5.2 — Purificagao do espilantol por meio de Cromatografia Flash

As fragbes enriquecidas em espilantol provenientes da extragdo e
fracionamento com diéxido de carbono supercritico foram reunidas e submetidas a
purificacdo através da cromatografia Flash. Nas condigdes descritas no item 4.2.3,
foi possivel observar regido de eluicdo do espilantol apos cerca de 20 min (20 a 30
min), quando a porcentagem de etanol encontrava-se entre 70 e 80%. O

cromatograma obtido pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11 — Cromatograma obtido pelo equipamento Flash. A linha azul no gréfico indica a
porcentagem empregada do solvente etanol absoluto. Linha vermelha: 229 nm. Linha rosa:
366 nm.

As fracbes referentes a essa regido apresentaram coloragdo amarelada,
como pode ser observado na Figura 12. A coloragdo amarela é caracteristica da

presenca do espilantol.

Figura 12 — Fragao obtida por cromatografia Flash.
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As fragdes que continham espilantol foram entdo analisadas por HPLC e as
que eram semelhantes foram reunidas. A Figura 13 mostra cromatograma obtido por

HPLC de uma fragéo contendo 97,22% de pureza em espilantol.
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Figura 13 — Cromatograma obtido por HPLC. O pico referente ao espilantol € observado a
10,21 minutos, bem como os picos referentes ao diluente (2 min) e impureza (15 min).
Coluna X Bridge™ Shield C18 (100 x 2.1 mm, 3.5 uym), fase movel - Acetonitrila: Agua
(40:60, v/v).

A analise por RMN desta fragdo confirmou a identidade do espilantol, e os
valores dos deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (J) podem
ser observados na Tabela 5. Estes resultados foram semelhantes aos descritos

previamente em literatura (Nakatani e Nagashima, 1992; Mbeunkui et al., 2011).

Tabela 5 — Dados de RMN de "*C (100 MHz) e de 'H (400 MHz) para a fragdo isolada por
Cromatografia Flash (espilantol).

Posicao do atomo de

carbono e H
1 166,0>cc<o -
2 124,1 CH 5,80 (dtJ=15,3 e 1,4 - 1H)
3 143,6 CH3 6,82 (dt J=15,3 € 6,7 - 1H)
4 32,1 CH2 2,37 — 2,22 (m - 2H)
5 26,4 CH2 2,37 — 2,22 (m - 2H)
6 127,7 CH 5,26 (td J=10,8 € 0,7 - 1H)
7 129,5 CH 5,97 (11 J=10,8 - 1H)
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8
9
10
1’
2’

3.4

NH

126,7 CH
130,0 CH
18,3 CH3
46,9 CH2
28,7 CH
20,1 CH3

6,29 (dddq J=15,0; 10,8, 1,7 € 1,1 - 1H)
5,70 (dgt J=15,0, 6,8 and 0,7 - 1H)
1,78 (ddt J=6,8, 1,7 and 0,7 - 3H)
3,15 (dd J=6,8 and 6,2 - 2H)
1,80 (hept J=6,8 - 1H)
0,92 (d J=6,8 - 6H)
5,56 (sl - 1H)

*deslocamento quimico em ppm, J em Hz. dt (duplo tripleto), m (multipleto), td (triplo dupleto), tl

(tripleto largo), dddq (duplo duplo duplo quarteto), dqgt (duplo quintupleto), ddt (duplo duplo tripleto), dd

(duplo dubleto), hept (hepteto), sl (singleto largo).

5.3 — Avaliagao in vitro do espilantol

No que se refere a viabilidade celular, foi possivel observar diminuicéo

significativa somente em fibroblastos expostos a dose mais alta de espilantol testada

(1000 pM), nos tempos de 48 e 72h, como pode ser observado na Figura 14.

Viabilidade celular (% veiculo)

3 24h
200+
3 48h
Em 72h
150' *kk
1
I T mpt T
100- LT
-
504
0 ﬂl_
10 20 100 200 1000

Espilantol (uM)

Figura 14 — Viabilidade de Fibroblastos Gengivais Humanos (HGF-1) expostos a diferentes

concentragoes de espilantol comparados a grupo controle (veiculo). ANOVA seguido por

Dunnet teste, ***P < 0,001. Média * desvio padrao.
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Com base neste resultado, para as analises seguintes, utilizou-se
concentragédo de espilantol de 200 uM ou inferior, ja que nestas concentragdes n&o

houve qualquer sinal de toxicidade celular nos fibroblastos.

Sendo assim, para a avaliagdo dos efeitos do espilantol na regulagdo da
expressao génica em fibroblastos, optou-se por focar em painel com 84 genes
relacionados a resposta imune e inflamatéria humana. Apds a analise, dentre os 84
genes testados, foi possivel identificar 5 genes diferencialmente expressos, como

pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6 — Fator de alteragdo (fold change) de genes diferencialmente expressos em

fibroblastos HGF-1 tratados com 20 yM de espilantol.

Fold

Gene Descrigcao
Change
SELE Selectina E -5,6689
CCL17 Quimiocina (Motivo C-C) ligante 17 -5,4283
IL9 Interleucina 9 -3,2344

Fator de Necrose Tumoral - Membro 14
TNFSF14 -2,8856
da Superfamilia de Ligantes

CXCL1 Quimiocina (Motivo C-X-C) ligante 1 -2,1039

Além do estudo dos efeitos do espilantol sobre a expressdo génica, é
importante também avaliar os niveis de proteinas efetivamente produzidas. Para
isso foram medidos os niveis de 12 citocinas envolvidas diretamente no processo
inflamatério (IL1A, IL1B, IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL12, IL17A, IFNg, TNF-a e GM-
CSF).

ApOs exposicao ao espilantol nas concentragcdes de 20 uM e 200 uM por 48h,
nao foi possivel observar alteragdes significativas nos niveis destas citocinas quando

comparado ao grupo controle.
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5.4 — Avaliacao in vivo do espilantol

Os animais submetidos a administracdo repetida de 5-FU
apresentaram diminuigdo no consumo de ragao a partir do quarto dia experimental,
como pode ser observado na Figura 15. Esta diminuicdo, porém, nao foi

estatisticamente significante (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn)

-0+ Controle Neg —©— Controle Pos

-&: 10 mg - 20 mg = 30 mg

@
1

Consumo de ragao/animal (g)

2 T T T
1 2 3 4 5 6

Tempo (dias)

Figura 15 — Variagdo no consumo de ragao por animal (gramas) em modelo de mucosite
intestinal induzida por 5-FU e tratados com espilantol em diferentes concentragdes (10, 20 e
30 mg/kg). Média + Desvio Padrado. n=6-7. (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Dunn)

Pode-se observar também perda de peso de maneira gradual, sendo esta

perda mais evidente no sétimo dia experimental, conforme Figura 16.

110 -0~ Controle Neg

-0~ Controle Pos

-A- 10 mg

1054 -m 20 mg

-- 30 mg

Porcentagem de peso

100+

Tempo (dias)
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Figura 16 — Variacdo da porcentagem de peso de animais com mucosite intestinal induzida
por 5-FU e tratados com espilantol em diferentes concentragdes (10, 20 e 30 mg/kg). Média
+ Desvio Padrao. n=6-7. ANOVA de unico fator, seguido do teste de Dunnet.

A perda de peso dos animais também n&o apresentou diferenga estatistica
entre os grupos (ANOVA de unico fator, seguido do teste de Dunnet). Além da perda
de peso e diminuigdo no consumo da ragdo, os animais que receberam 5-FU
apresentaram também diarreia, em grau leve a moderado, a partir do sexto dia

experimental.

Na analise do plasma periférico dos animais, ndo foi possivel detectar

nenhuma das citocinas (lI-183, IL-6, TNF-a e IFN-y) testadas.

Quanto aos niveis de mieloperoxidase, foi possivel observar reducdo, de
maneira estatisticamente significante, no grupo tratado com 30 mg de espilantol,

conforme pode ser observado na Figura 17.

1000+

*%*

800+

600-

U/g tecido

Contr Neg Contr Pos 10 mg 20 mg 30 mg

Figura 17 — Variagao dos niveis de mieloperoxidase (U/g tecido) em modelo de mucosite
intestinal induzida por 5-FU e tratados com espilantol em diferentes concentragdes (10, 20 e
30 mg/kg). Média + erro padrao. ANOVA seguida por teste de Dunnett, ** P < 0,002
comparado ao controle negativo; * P < 0,05 comparado ao controle positivo.

A analise histologica do intestino dos camundongos com mucosite intestinal
induzida por 5-FU e tratados com espilantol revelou que, no grupo controle positivo,
a administracdo do 5-FU induziu alteracbes na mucosa intestinal, traduzida pela

perda da integridade do epitélio e redugao da altura das vilosidades, como pode ser
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observada na Figura 18 (B). Essas alteragbes ficam ainda mais evidentes quando

comparadas ao controle negativo (A), no qual a integridade tecidual esta mantida.

Figura 18 — Seccbes histolégicas do intestino delgado de camundongos em modelo de
mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados com diferentes concentra¢des de espilantol.
Controle Negativo (A); Controle Positivo 5-FU (B); Espilantol 10 mg (C); Espilantol 20 mg
(D); Espilantol 30 mg (E). 50 ym de aumento.

Através da analise histologica € possivel observar que o grupo tratado com 10
mg de espilantol (Figura 18 — C) ja comega a apresentar modificagbes em
comparagao ao grupo controle positivo, com camada muscular maior que a do grupo

controle e submucosa mais organizada.

Nos animais tratados com 20 mg de espilantol (Figura 18 — D), o intestino
mostra vilosidades e criptas maiores do que aquelas encontradas no grupo controle
e no grupo tratado com 10 mg de espilantol. No entanto, as vilosidades s&o

delimitadas por membrana muito irregular com varias pregas e reentrancias.
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Os animais tratados com 30 mg de espilantol (Figura 18 — E) apresentaram
diversos indicios de recuperagao intestinal com vilosidades menos irregulares e em

maior numero.

A altura da vilosidade do grupo tratado com 30 mg/kg de espilantol também
foi estatisticamente maior, quando comparada ao grupo controle positivo (5-FU),

como pode ser observado na Figura 19.

400+
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200+

100-

Altura da vilosidade (um)
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Figura 19 — Variag&o na altura das vilosidades do intestino delgado de camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados com espilantol em diferentes concentracbes
(10, 20 e 30 mg/kg). Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn # P < 0,0068 quando
comparado ao grupo controle negativo. * P < 0,0044 quando comparado ao grupo controle

positivo. Média + desvio padrao.

5.5 — Avaliacao dos bioadesivos

A combinacgéo de polimeros (3,5 % de HPMC e 2 % de CMC), bem como a
adigao dos coadjuvantes propilenoglicol e transcutol nas proporgdes de 2,5 % cada,
se mostrou ideal na obtengcdo de uma formulacdo em gel com boa viscosidade,

permitindo um uniforme e facil espalhamento pela placa.

Apds secagem, o bioadesivo foi facilmente removido da placa, apresentou

bom aspecto visual (Figura 20) e se mostrou resistente e flexivel a manipulagao.
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Figura 20 — Aspecto de bioadesivo contendo espilantol apds corte.

O pH obtido foi de 6,48 + 0,09, a espessura foi de 0,170 = 0,004 mm e a
massa de 0,0200 + 0,0004 g, indicando boa homogeneidade do filme obtido.

A estabilidade da formulacgao foi avaliada pelo periodo de 120 dias e o teor de
espilantol, bem como o pH, foram aferidos nos dias 0, 30 e 120 e os resultados

estao descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Avaliagao do pH e do teor de espilantol nos bioadesivos de jambu .

Dias
Bioadesivo com espilantol
0 30 120
pH 6,48 + 0,09 6,50 £ 0,04 6,52 + 0,03
Teor de Espilantol
9,17 £ 0,39 8,70 £ 0,22 7,20 + 0,49*

(ng/mg)

(n=4) Média * desvio padrdo. ANOVA de unico fator, seguida do teste de Dunnet *(p-valor =

0,0001) quando comparado com o tempo 0.

Durante o periodo de tempo investigado, o pH manteve-se estavel, porém o
teor de espilantol apresentou redugao significativa (ANOVA de unico fator, seguida
do teste de Dunnet p=0,0001), apds 120 dias de armazenamento em estufa a 40 °C,

quando comparado ao teor inicial (tempo 0).
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6 DISCUSSAO

Uma série de operagbes € necessaria para separar os principios ativos
desejados de uma matriz vegetal. Estudos feitos com o intuito de desenvolver
métodos de extracdo que resultem em produtos de melhor qualidade, livres de
solventes toxicos, obtidos por tecnologias de separagao ditas “limpas” ou “verdes”
estdo em grande demanda e sao de grande apelo comercial (Cavalcanti, 2008;
Bernardo-Gil, 2013).

Nesse contexto, a utilizacdo de fluidos supercriticos na extracido de
compostos bioativos € uma alternativa promissora. Um fluido supercritico apresenta
densidade e viscosidade diferenciadas e por essa razdo consegue penetrar no
material solido de maneira mais efetiva que solventes liquidos, o que resulta em
maior difusdo, extracbes mais rapidas e sem residuos téxicos no extrato final
(Pereda et al., 2007; Bernardo-Gil, 2013).

A extracdo da Acmella oleracea utilizando dioxido de carbono supercritico ja
foi descrita previamente (Cavalcanti et al., 2008; Dias et al., 2012, Dias et al., 2017),

porém, até o momento, a extracdo seguida de fracionamento ainda nao foi relatada.

A extragdo seguida de fracionamento por fluido supercritico € um conceito
conhecido e que pode ser util para melhorar a seletividade das extracdes. Esta
técnica explora as diferentes solubilidades de compostos extraidos por fluido
supercritico, uma vez que esta seletividade pode ser manipulada variando-se as
condicdes de temperatura e pressao de separadores em série acoplados ao sistema

extrativo (Reverchon e De Marco, 2006).

Baldino et al. (2018) utilizaram extracdo seguida de fracionamento com
dioxido de carbono supercritico para concentrar principios ativos de interesse
presentes na arruda (Ruta graveolens) de maneira seletiva e com melhor
rendimento, quando comparado a extracao tradicional feita com acetato de etila.
Processo semelhante € utilizado para extracdo e fracionamento do gengibre
(Zingiber officinale) e também do alecrim (Rosmarinus officinalis) (Yodung et al.,
2000; Zibetti et al., 2013).

O espilantol encontra-se distribuido de maneira variavel em toda a parte

aérea do jambu, porém, em maior concentracéo nas flores (Dias et al., 2012; Cheng
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et al. 2015). Neste trabalho, optou-se pela utilizagdo de toda a parte aérea ao invés
de somente as flores, pois estaria mais proximo de uma possivel aplicagao

industrial, ja que a separagao do material implicaria em aumento de custos.

Outro aspecto importante e que também deve ser levado em conta é o
tamanho da particula utilizada, pois esta desempenha um papel determinante nos
processos de extracdo e, particulas muito pequenas ou muito grandes podem
resultar em perda de eficiéncia e rendimento do processo. O tamanho das particulas
utiizadas neste trabalho (290 + 10 pm) encontra-se dentro dos valores
recomendados por outros autores para extragdo supercritica (Reverchon e De
Marco, 2006; Cavalcanti, 2008).

O rendimento global dos tratamentos com diéxido de carbono supercritico
obtidos no presente trabalho foram semelhantes entre os diferentes tratamentos
(3,65% = 0,8; 3,92% + 0,16 e 3,13% = 0,04; tratamento 1, 2 e 3, respectivamente), e

encontram-se proximos aos valores relatados por outros autores.

Cavalcanti (2008) obteve rendimento de 4,53% utilizando as partes aéreas de
jambu nas condicbes de 276 bar e 40°C, enquanto Dias et al. (2012) obtiveram
rendimento global de 4,82% para as flores e de 1,59% para as folhas de jambu nas
condicdes de 250 bar e 50°C.

Estes resultados revelam que os valores de rendimento para o jambu podem
variar de acordo com a parte da planta empregada, temperatura e também conforme
as diferentes condi¢coes de pressao, como pode ser visto nos resultados presentes
na Tabela 4, onde, alteragdes de pressao e temperatura resultaram em diferengas
expressivas no rendimento. Modificagdes nestes parametros abrem espaco para
otimizagcdo do processo de extracdo seguida de fracionamento do jambu e devem

ser exploradas em trabalhos futuros.

Quanto ao teor de espilantol, o tratamento 2 apresentou rendimento superior
aos outros dois tratamentos avaliados, com 0,25% % 0,02 de espilantol em base
seca. Cavalcanti (2008) obteve rendimento de espilantol similar, 0,27% nas
condi¢oes de pressao de 276 bar e 40°C, porém, este valor foi obtido somente apos
um periodo de 600 minutos de extragdo, comparado aos 120 minutos aqui

avaliados, indicando que o processo de extracdo seguido de fracionamento por
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dioxido de carbono supercritico pode ser uma alternativa para obtencédo de extratos

enriquecidos em espilantol.

Outro aspecto importante e que deve ser levado em conta, além do
rendimento e do teor de espilantol, é a aparéncia do extrato obtido. Extratos com
coloragdo verde escura apresentam menor valor mercadologico, ja que possuem
aplicacao industrial limitada (Cavalcanti, 2008). A fragado com maior teor de espilantol
obtida no presente trabalho (Figura 12 — Fracdo 2/Tratamento 2) apresentou

coloragédo amarelo claro, o que a torna desejavel e com maior valor agregado.

As fragdes enriquecidas em espilantol foram entdo submetidas a isolamento
por meio de Cromatografia Flash, técnica amplamente utilizada para separacéao de
substancias de uma mistura complexa, que emprega ar pressurizado na elui¢do do
solvente pela coluna. Esta técnica foi descrita pela primeira vez em 1978 por Still et
al., e permite a utilizagao de quantidades maiores de amostra e reducéao significativa
do tempo na purificagdo, uma vez que a separagao ocorre de maneira mais rapida

que a cromatografia em coluna convencional (Roge et al., 2011).

Inicialmente empregada na purificagdo de compostos provenientes da sintese
organica, a cromatografia Flash vem também sendo utilizada no isolamento de
bioativos contidos em diferentes espécies vegetais, tais como a Curcuma
zanthorrhiza, Piper nigrum, Salvia milthiorrhiza (Weber et al., 2011), Aloe

barbadensis (Zhong et al., 2014) ou Taxus wallichiana (Tao et al., 2017).

A utilizagdo da cromatografia Flash para purificagdo de compostos presentes
na Acmella oleracea ja foi descrita por outros autores. Prachayasittikul et al. (2009),
utilizando como eluente misturas de cloroférmio e metanol, isolaram compostos com
atividade antimicrobiana e antioxidante presentes em extrato metandlico de Acmella

oleracea.

No que tange o isolamento do espilantol, Léopez-Martinez et al. (2011),
utilizaram a cromatografia Flash para isolar diversas alquilamidas, dentre elas o
espilantol, provenientes de extrato acetdnico das raizes de Heliopsis longipes.
Neste trabalho, os autores empregaram n-hexano e diclorometado (70:30) como

eluentes para obtengao do espilantol.
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Mbeunkui et al. (2011) também fizeram uso da cromatografia Flash para
isolar o espilantol proveniente de fragbes obtidas por cromatografia de particao

centrifuga, utilizando um gradiente de n-hexano e acetato de etila.

Spelman et al. (2011) relataram também o isolamento do espilantol em
equipamento CombiFlash, porém utilizando como eluentes acido acético 1% e
acetonitrila (50:50) de maneira isocratica, e obtiveram espilantol com pureza

estimada em 84%.

Ao nosso conhecimento, esta € a primeira vez em que o espilantol é isolado
por meio de Cromatografia Flash utilizando agua e etanol como eluentes. Vale
ressaltar ainda que o processo se deu de maneira rapida (35 min) e resultou em alta

pureza do composto (97% por HPLC), mantendo os principios da quimica verde.

Logo apds a administracdo de quimioterapicos ou da radioterapia, é possivel
observar apoptose aguda de fibroblastos na submucosa, antes mesmo de qualquer
sinal clinico externo, como eritema ou ulceracdo. Dessa forma, a apoptose de
fibroblastos esta diretamente envolvida nos primeiros estagios do desenvolvimento

da mucosite oral (Sonis, 2007).

Diante da importancia dos fibroblastos para o desenvolvimento da mucosite
oral, optou-se pela utilizagado desta linhagem celular para avaliagdo da citotoxicidade

do espilantol.

Experimentos de viabilidade celular in vitro com espilantol foram relatados
previamente por Wu et al. (2008) em linhagem de macrofagos murinos (RAW 264.7),

nos quais, a viabilidade celular foi maior que 90% em doses de até 180 uM por 24h.

Gerbino et al. (2006) observaram, em células embrionarias de tecido renal
(HEK-293), viabilidade aproximada a 80% em células expostas a espilantol na
concentracdo de até 100 upg/mL (aproximadamente 450 uM) por 24 h. Nas
concentracdes acima deste valor, os autores observaram reducao de 50% até 90%

(900 a 1800 uM, respectivamente) na viabilidade celular.

Esta é a primeira vez em que se avalia o efeito do espilantol na viabilidade de
fibroblastos humanos orais. Foi possivel observar alteragbes significativas na

viabilidade celular somente apdés 48 h de exposicdo ao espilantol e somente na
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concentragdo mais alta testada (1000 yM), demonstrando a baixa citotoxicidade do

espilantol ao tecido humano oral.

Uma vez que a mucosite provocada por quimioterapicos e radioterapicos
resulta em diversas alteracdes celulares, inclusive nos niveis de quimiocinas e
citocinas inflamatorias (Sultani et al., 2012) é interessante avaliar os efeitos do

espilantol sobre os genes envolvidos neste processo.

Dentre os genes com alteragdo na expressao, o gene referente a Selectina E
foi o que apresentou o maior hipoexpressado (fold change de -5,67). A proteina
codificada por este gene é encontrada em células endoteliais estimuladas por
citocinas e tem papel importante no processo de rolagem, sinalizagdo celular e
quimiotaxia, mediando a adesé&o de leucdcitos sanguineos nos locais de inflamagao
(Barthel et al., 2007; Zarbock e Ley, 2009).

Foi possivel observar também alteragbes na expressdo génica das
quimiocinas CCL17 e CXCL1. As quimiocinas pertencentes a familia CC estimulam
principalmente mondcitos, linfocitos, baséfilos e eosindfilos e, por essa razéo, sao
importantes na inflamacdo crénica e alérgica. As quimiocinas CXC, também
conhecidas como as alfa-quimiocinas, estimulam principalmente a quimiotaxia de
neutréfilos e sdo potentes angiogénicos (Guerreiro et al., 2011; Palomino e Marti,
2015).

A proteina codificada pelo gene TNFSF14, também conhecida como LIGHT, é
um membro da superfamilia de Fator de Necrose Tumoral (TNF) e atua na regulagéo
da resposta imune, através da ativacdo de células T e também na inducdo de

células tumorais (Wang et al., 2009).

A IL-9, citocina descrita pela primeira vez no final da década de 80, atua de
maneira pleiotropica em mastécitos e linfécitos, tem papel especial na asma e
também em infec¢des provocadas por parasitas (Renauld e Snick, 2003; Goswami e
Kaplan, 2011).

Essas alteragdes provocadas pelo espilantol na expressao de alguns genes
podem servir como um indicativo de seu mecanismo de agdo e deverdo ser

exploradas em maior profundidade em estudos futuros.
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As alteragcbdes nos niveis dessas citocinas foram observadas por Wu et al.
(2008) somente nos macréfagos estimulados com LPS, e encontram-se de acordo
com os resultados observados no presente trabalho, no qual os fibroblastos
expostos ao espilantol (20 e 200 uM) e que nao sofreram estimulagao prévia com

LPS ou outra endotoxina, ndo tiveram seus niveis de citocinas alterados.

Esses resultados demonstram que o espilantol parece nao modificar de
maneira intrinseca os niveis de algumas proteinas inflamatérias in vitro, atuando

somente apos estimulagao prévia.

Para a avaliagdo in vivo do espilantol, utilizou-se o modelo de mucosite
intestinal induzida por 5-FU. O 5-Fluorouracil, farmaco descoberto na década de
1950, atua ao interferir com a sintese proteica e de DNA, alterando dessa forma o
metabolismo e divisdo celular. Ainda hoje é considerado um farmaco de extrema
importancia para o tratamento de diversos tipos de canceres, tais como o de mama,
cabecga, pescogo, estbmago, colorretal e de pancreas (Longley et al., 2003; Lee et
al., 2016).

A monoterapia com o 5-FU ou sua combinagdao com outros quimioterapicos
em pacientes oncologicos geralmente resulta em diversos efeitos colaterais, tais
como nausea, vomito, mucosite oral e intestinal e também diarreia (Peterson et al.,
2011; Soveri et al., 2014).

Diversos estudos empregaram o 5-FU como farmaco indutor de mucosite em
modelos in vivo, seja com o intuito de avaliar diferentes tratamentos para a mucosite,
ou para um maior entendimento da mesma (Bastos et al., 2015; Pereira et al., 2016;
Kato et al., 2017).

No presente trabalho foi possivel observar que todos os animais expostos ao
5-FU apresentam diminuicdo no consumo de racgao, perda de peso e também
diarreia, o que também foi observado por outros autores em modelos de inducéo de
mucosite (Song et al., 2013; Whittaker et al., 2016). O processo inflamatorio severo
gerado pela mucosite induzida pelo 5-FU pode afetar a ingestdo alimentar, que,
associado a perda na capacidade de absorcgédo intestinal, resulta em perda de peso e
diarreia (Maioli et al., 2014).
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Os niveis das citocinas pré-inflamatérias IL-1B3, IL-6, TNF- a e IFN-y estdo
frequentemente elevados apds a administragdo de quimioterapicos. Desta forma, a
reducao na atividade destas citocinas pode servir como um marcador confiavel da
recuperacao tecidual e do efeito anti-inflamatério de um determinado tratamento.
(Chen et al., 2006; Logan et al., 2007).

Estas citocinas sao algumas das que estdo implicadas na complexa
fisiopatologia da mucosite, e contribuem com o aumento da severidade da mesma,
ao aumentar, por exemplo, a permeabilidade intestinal, o que leva a maior exposig¢ao
deste tecido a patdgenos e consequentemente a maior toxicidade (Wardill et al.,
2012).

Yeung et al. (2015) observaram aumento significativo nos niveis séricos do
IFN-y, IL-6 e TNF-a em camundongos Balb/c submetidos a 5 dias de tratamento com
5-FU (30 mg/kg/dia, via ip). Resultados semelhantes foram descritos por Chen et al.
(2016), onde os niveis plasmaticos de TNF-a e IL-18 de camundongos da linhagem
kunming estavam aumentados apés 4 dias de administragdo de 5-FU (60 mg/kg/dia,

via ip).

No presente trabalho, onde um esquema de indugdo de mucosite semelhante
foi utilizado (50 mg/kg/dia, por 4 dias, via ip), ndo foi possivel detectar nenhuma das
quatro citocinas avaliadas (ll-13, IL-6, TNF-a e IFN-y) no plasma de camundongos
Swiss, 0 que levanta a hipétese de uma menor susceptibilidade desta linhagem
quando comparada as linhagens Balb/c ou kunming na inflamacao sistémica

provocada pelo 5-FU.

A mieloperoxidase, enzima encontrada em neutréfilos e, com menor
frequéncia em mondcitos e macréfagos, € comumente utilizada como marcador do
processo inflamatério intestinal, uma vez que sua atividade esta diretamente
relacionada ao numero de neutréfilos presentes no tecido inflamado (Masoodi et al.,
2011).

Chang et al. (2012) observaram niveis elevados de MPO em modelo de
mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos da linhagem Balb/c, e
aumento nos niveis desta enzima também foram observados em tecido lingual de

ratos F344 com mucosite induzida por radioterapia (Miyamoto et al., 2015).
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Neste estudo, o grupo tratado com 5-FU (controle positivo) também
apresentou niveis elevados de MPO quando comparado ao grupo controle negativo.
Foi possivel observar também que o espilantol, na dosagem de 30 mg/kg, foi capaz
de reduzir a atividade da mieloperoxidase, quando comparada ao grupo controle
positivo (5-FU), o que indica, que nesta dosagem, o espilantol se mostrou capaz de

reduzir a inflamacéo provocada pelo 5-FU.

Quanto ao estudo histolégico, foi possivel observar que no grupo tratado com
5-FU (controle positivo) houve diminuigdo significativa na altura das vilosidades
intestinais. Estas alteragdes provocadas pelo 5-FU também foram observadas por
outros autores e indicam injuria intestinal intensa caracteristica da mucosite (Dos
Santos Filho et al., 2015; Kato et al., 2017).

A administracédo diaria do espilantol exerceu efeito protetor contra os danos
intestinais induzidos pelo 5-FU, ao atenuar a redugdo na altura das vilosidades
intestinais, sendo que, este efeito se mostrou mais evidente nos animais tratados

com 30 mg/kg de espilantol.

Este efeito protetor ou curativo apresentado pelo espilantol pode ser devido a
sua atividade inibitéria em citocinas pré-inflamatérias chaves no processo
fisiopatoldgico da mucosite (Wu et al., 2008), que em conjunto, reduzem a toxicidade

intestinal provocada pelo 5-FU.

A escolha do bioadesivo como forma farmacéutica adequada para o
tratamento da mucosite oral esta ligada a diversas vantagens apresentadas pelo
mesmo. Além de atuar como uma barreira fisica, protegendo a superficie ulcerada e
consequentemente, reduzindo a dor, o bioadesivo também tem a vantagem de
permanecer por maior tempo no local aplicado, reduzindo a frequéncia de aplicacao
e proporcionando maior controle da dose, o que n&o ocorre, por exemplo, com
formulacbes em gel ou pomadas, que tendem a se espalhar pela boca com maior
facilidade (Gilhotra et al., 2014).

Outras vantagens de farmacos bucoadesivos sao sua facil aplicagéo, devido a
seu pequeno tamanho e espessura, podendo ser administrados tanto para pacientes
geriatricos quanto pediatricos, de forma nao invasiva. Além disso, o rapido inicio de

acao e menor efeito de primeira passagem proporcionado pela mucosa oral resultam
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na reducdo de efeitos gastrointestinais adversos provocados por alguns farmacos
(Morales e McConville, 2011).

Para que um bioadesivo seja considerado adequado, este deve ser flexivel,
elastico, se adequar aos movimentos bucais sem causar desconforto ao paciente e
deve possuir bioadesividade suficiente para permanecer na boca pelo tempo de

acgao desejado (Bruschi e Freitas, 2005).

Um polimero é geralmente utilizado como agente mucoadesivo, e atua de
forma a proporcionar a retencdo da forma farmacéutica com a mucosa oral. Dentre
os polimeros mucoadesivos comumente utilizados em formulagdes deste tipo, estao
o alcool polivinilico (PVA), a carboximetilcelulose (CMC), a hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), a hidroxietilcelulose (HEC), o alginato de sddio, a quitosana, dentre outros
(Salamat-Miller et al., 2005; Puratchikody et al., 2011).

Apesar de os polimeros serem o0s principais componentes em uma
formulacéo oral, a adicdo de excipientes algumas vezes se faz necessaria (Borges
et al., 2015). Plastificantes, como glicerina, propilenoglicol ou polietilenoglicol, sdo
excipientes que suavizam a rigidez estrutural do filme bioadesivo, aumentando sua
maleabilidade. Os plastificantes devem ser adicionados, quando necessario, de
maneira criteriosa, uma vez que, em excesso, podem resultar em diminuicdo da

adesividade da formulacao oral (Karki et al. 2016).

A carboximetilcelulose (CMC) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) séao
derivados da celulose muito utilizados como aditivos na industria alimenticia, pois
atuam como emulsificantes e espessantes em molhos, caldos e xaropes. Por
possuirem a capacidade de produzir solugdes transparentes exigidas nessa
categoria de produtos, atuam melhorando as propriedades organolépticas de
diversos produtos alimenticios, proporcionando sensagdo bucal agradavel e

aumentando a percepc¢éao de sabor (Coffey et al., 2006).

Além do seu uso na industria alimenticia, os polimeros HPMC e CMC séo
também empregados na manufatura de farmacos bucoadesivos que englobam
desde o tratamento de nausea e vomito, esquizofrenia, disfuncéo erétil e Alzheimer
até o manejo da dor crénica ou provocada pelo cancer (Borges et al., 2015; Silva et
al., 2015).
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Diante disto, a formulacdo desenvolvida neste estudo apresentou
caracteristicas desejaveis para uma possivel aplicagdo na mucosite oral, uma vez
que se mostrou de facil manipulagcdo e com bom aspecto visual. Além disso, os
niveis de pH obtidos encontram-se dentro do pH fisiolégico da mucosa oral (Pather
et al., 2008) e se mostraram estaveis durante todo o periodo de observagao (120
dias).

Quanto ao espilantol presente na formulacao, foi possivel observar que por
pelo menos 30 dias, o teor de espilantol se manteve estavel e dentro dos padrbes
aceitaveis (até 5% de variagéo do teor inicial) havendo redugao significativa no teor

quando a formulacéo foi avaliada no tempo de 120 dias.

O estudo de estabilidade acelerada, além de dar subsidios para
estabelecimento de um prazo de validade e sugerir as condigbes de
armazenamento, € um parametro imperativo para avaliar o comportamento do
produto em determinado espaco de tempo. Dentre os fatores que influenciam a
degradagdo de um produto, a temperatura pode ser considerada como o fator
ambiental mais importante, e na maior parte dos casos, aumentos de temperatura

resultam em maior degradagao quimica (Castro e Chinchilla, 2009).

Estudos anteriores mostraram boa estabilidade do espilantol contido na planta
ou em extrato etandlico em diferentes condicbes de temperatura (Bae et al., 2012;
Freitas-Blanco et al., 2016; Barbosa et al.,, 2017), porém, quando isolado, a
estabilidade do espilantol é diminuida consideravelmente (Albin e Simons, 2010), o
que nos leva a crer que a inclusdao de um conservante deve ser mandatéria em

etapas futuras no desenvolvimento farmacotécnico.

Uma vez que a formulagcdo desenvolvida neste estudo manteve-se integra e
com pH estavel durante o periodo estudado, a adicdo de conservantes em
formulagcbes futuras deve ser considerada para que nao haja degradagdao do
espilantol, mantendo assim suas caracteristicas originais por maior periodo de

tempo.
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7 CONCLUSAO

A combinacdo da extracdo e fracionamento com didxido de carbono
supercritico e cromatografia Flash, possibilitou a obtengdo de espilantol com alto
grau de pureza cromatografica (teor por HPLC em 97,22%) mantendo-se os

principios da quimica verde.

Os estudos in vitro com fibroblastos orais (HGF-1) permitiram determinar que,
em dosagens inferiores a 200 uM, o espilantol ndo apresentou toxicidade por até
72h. Foi possivel observar que nao houve alteragdes significativas nos niveis de
algumas citocinas e quimiocinas envolvidas no processo inflamatério nas
concentragbes de 20 e 200 pM. No entanto, a expressdo de alguns genes (por
exemplo, Selectina E e IL-9) foi significativamente reduzida pelo espilantol,
apontando um possivel papel deste composto no processo de regulacao inflamatéria

e imunoldgica.

Nos estudos in vivo, o espilantol (30 mg/kg), foi capaz de atenuar de maneira
significativa os efeitos deletérios provocados pelo 5-FU em modelo de mucosite

intestinal em camundongos Swiss, através da supressao do processo inflamatério.

Por fim, foi possivel desenvolver uma formulacido promissora para uso no
tratamento da mucosite oral, embora mais testes devam ser feitos incluindo ajustes

na formulagao para que nao haja degradacao do espilantol na formulagao.
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ANEXO 1 - Certificado Comité de Etica Animal Unicamp - CEUA 4534-1
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Extracdo de espilantol no contexto da quimica verde e sua
aplicacdo no tratamento da mucosite oral, registrada com o n°® 4534-1/2017, sob a responsabilidade de

Prof. Dr. Joao Ernesto de Carvalho e Veronica Santana de Freitas Blanco, que envolve a produgéo,

manuteng&o ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8
DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N°
6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 11 de abril de 2017.

Finalidade: ( )Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 15/09/2014-15/12/2018

Vigéncia da autorizagdo para manipulagao | 11/04/2017-15/12/2018

animal:

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)
No. de animais: 58

Peso / Idade: 08 semanas / 30g

Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagéo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagéo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e é
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 11 de abril de 2017.
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Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fatima Alonse/
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias
ap6s o encerramento de sua vigéncia. O formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, area do
pesquisador responsavel. A ndo apresentagdo de relatério no prazo estabelecido impedira que novos protocolos
sejam submetidos.
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