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Ata da trigésima primeira defesa de tese de doutorado no Programa de Pds-Graduacio
em Desenvolvimenio e Inovagio Tecnologica em Medicamentos AMA LAURA DE
CABRAL SOBREIRA, candidata ao Titulo de "Doutor” em Desenvolvimento e Inovacao
Tecnolégica em Medicamentos/UFPB.

As oito horas (08:00) do dia vinte e sete de fevereiro do ano de dois mil e vinte trés
(27/02/2023), na sala virtual, reuniram-se em carater de Solenidade piblica os membros
da Comissdo designada para examinar a ANA LAURA DE CABRAL SOBREIRA,
candidata ao Titulo de “Doutor” em Desenvolvimento e Inovagdo Tecnoldgica em
Medicamentos. Foram componentes da Banca Examinadora os Professores Doutores:
Maria de Fatima Vanderlei de Souza (orientadora), Francisco Humberto Xavier Jdnior
(examinador interno), Daniele Idalino Janebro Ximenes (examinadora intema), Emidio
Vasconcelos Leitdo da Cunha (examinador extemo-UEPB) & Maria Denise Ferreira Leite
(examinadora externa-Faculdade Mowva Esperanca). Dando inicio aos frabalhos a
presidente da banca, Prof? Dr.? Maria de Fatima Vanderlei de Souza, apds declarar os
objetivos da reunido, apresentou a candidata, ANA LAURA DE CABRAL SOBREIRA, a
quem concedeu a palavra para que dissertasse oral e sucintamente sobre o fema
apresentado e intitulado “Estudo fitoquimico das espécies Sida acuta e Sida linifolia
(Malvaceae) e avaliagao antitumoral de nanoemulsao contendo tilirosideo”. Apods
discorrer sobre o referido tema durante cerca de cinguenta minutos, a candidata foi
arguida pelos examinadores na forma Regimental. Em seguida passou a comissdo, em
carater secreto, a proceder 3 avaliacio e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-
lhe o conceito APROVADO. Em face da aprovacdo declarou a presidente achar-se a
examinada, ANA LAURA DE CABRAL SOBREIRA, legalmente habilitado a receber o
Titulo de “Doutar” em Desenvolvimento e Inovacio Tecnologica em Medicamentos, area
Farmacia, cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de direito, a
expedigio do Diploma que a mesma faz jus. Os trabalhos foram encerrados determinando
a leitura para fins de aprovacao e a lavratura da presente ata devidamente assinada por
todos os membros da Banca Examinadora.



Jodo Pessoa, em 27 de fevereiro de 2023.
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RESUMO

SOBREIRA, Ana Laura de Cabral. Estudo fitoquimico das espécies Sida acuta e Sida
linifolia (Malvaceae) e avaliacdo antitumoral de nanoemulsdo contendo tilirosideo.
167 p. Tese. (Doutorado em Desenvolvimento e Inovacdo Tecnoldgica em
Medicamentos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa, 2023.

O uso de plantas medicinais desde antiguidade é a base do sistema terapéutico de vérias
populacbes. Em busca dos beneficios, foi explorado os produtos naturais da flora
brasileira através do estudo fitoquimico de duas espécies da familia Malvaceae, Sida
acuta e Sida linifolia, realizando desta ultima espécie um estudo pioneiro. Além do estudo
fitoquimico, uma nanoemulsdo produzida com tilirosideo (canferol-3-O-B-D-(6”-E-p-
coumaroil)-glicopiranosideo) disperso teve sua eficacia antitumoral avaliada. Para o
isolamento dos constituintes quimicos foram utilizados métodos de extracdo (maceracgéo)
e cromatografia (cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada analitica).
A identificagdo estrutural das moléculas foi realizada através de Ressonancia Magnética
Nuclear *H e °C (1D e 2D), Espectrometria de Massas (EM) e técnicas hifenadas como
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-EM). O uso destas
técnicas levou ao isolamento e identificacdo de 4 metabodlitos secundarios de Sida
linifolia, incluindo flavonoides glicosilados e aglicona. A partir do estudo da fase
hidroalcodlica por CLAE-IES-EM/EM em ambas as espécies, foi possivel identificar 19
constituintes quimicos em Sida acuta e 11 compostos em Sida linifolia, os quais tiveram
seus espectros de massas analisados pela m/z e seus fragmentos anotados. Dentre 0s
compostos encontra-se o tilirosideo, considerado pelo grupo de pesquisa um marcador da
familia Malvaceae. A nanoemulsdo O/A produzida pelo método de emulsificacdo por
inversdo de fases e utilizando tilirosideo como substancia ativa, apresentou-se
macroscopicamente levemente azulada, com diametro de goticula de 96 + 9,06 nm e
indice de polidispersédo 0,170 + 0,01 apo6s 60 dias de armazenamento a temperatura
ambiente, além de um pH de 6,94 + 0,08 e potencial zeta de -10,1 + 1,7 mV. A
nanoemulsdo com tilirosideo encapsulado ndo apresentou uma atividade anticancerigena
promissora diante das linhagens HL-60 (Leucemia promielocitica aguda), MCF-7
(Adenocarcinoma de mama) e SK-MEL-28 (Melanoma) nas concentracdes de 12,5; 25;
50 e 100 pg/mL. Apesar disso, € necessario aprofundar a exploracdo do potencial
terapéutico e da formulacdo desenvolvida com o tilirosideo.

Palavras-chave: Malvaceae; fitoquimica; Sida acuta; Sida linifolia; nanoemulséo;
produto tecnoldgico; atividade antitumoral.



ABSTRACT

SOBREIRA, Ana Laura de Cabral. Phytochemical study of the species Sida acut:

Sida linifolia (Malvaceae) and antitumor evaluation of nanoemulsion contau iy
tiliroside. 167 p. Thesis. (Doctorate in Development and Technological Innovation in
Medicines) — Health Sciences Center, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2023.

The use of medicinal plants since ancient times is the basis of the therapeutic system of
different populations. In order to find the benefits, the natural products of the brassileira
flora were explored through the phytochemical study of two species of the Malvaceae
family, Sida acuta and Sida linifolia, carrying out a pioneering study of this last species.
In addition to the phytochemical study, a nanoemulsion produced with tiliroside
(kaempferol-3-O-B-D-(6”-E-p-coumaroyl)-glucopyranoside) dispersed had its antitumor
efficacy evaluated. Extraction (maceration) and chromatography (column
chromatography and analytical thin layer chromatography) were used to isolate the
chemical constituents. The structural identification of the molecules was performed using
'H and **C Nuclear Magnetic Resonance (1D and 2D), Mass Spectrometry (MS) and
hyphenated techniques such as Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry
(LC-MS). The use of these techniques led to the isolation and identification of 4
secondary metabolites of Sida linifolia, including glycosylated flavonoids and aglycone.
From the study of the hydroalcoholic phase by HPLC-ESI-MS/MS in both species, it was
possible to identify 19 chemical constituents in Sida acuta and 11 compounds in Sida
linifolia, which had their mass spectra analyzed by m/z and their fragments recorded.
Among the compounds is tiliroside, considered by the research group a marker of the
Malvaceae family. The O/W nanoemulsion produced by the phase inversion
emulsification method and using tiliroside as active substance, macroscopically appeared
slightly bluish, with a droplet diameter of 96 + 9.06 nm and and polydispersion index
0.170 + 0.01 after 60 days of storage at room temperature, in addition to a pH of 6.94 +
0.08 and zeta potential of -10.1 £ 1.7 mV. The nanoemulsion with encapsulated tyliroside
did not show promising anticancer activity against HL-60 (Acute Promyelocytic
Leukemia), MCF-7 (Breast Adenocarcinoma) and SK-MEL-28 (Melanoma) cell lines at
concentrations of 12.5; 25; 50 and 100 pg/ml. Despite this, it is necessary to deepen the

exploration of the therapeutic potential and the formulation developed with tiliroside.

Keywords: Malvaceae; phytochemistry; Sida acuta; Sida linifolia; nanoemulsion;

technological product; antitumor activity.
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O cancer (ou tumor maligno) € um termo genérico usado para um conjunto de
mais de 100 doengas complexas que compartilham algumas caracteristicas, como o
crescimento descontrolado, multiplicagdo de células transformadas, resisténcia a
apoptose, propriedades de invasdo e metastase, resultante de um acumulo progressivo de
alteracdes genéticas e epigenéticas (HANAHAN, 2014; TAN; LE, 2018). Essa doenca
causa morbidade significativa e representa a segunda maior taxa de mortalidade mundial,
ficando atras apenas para as doencas cardiovasculares, além de ser responsavel por
aproximadamente 9,6 milhdes de mortes em 2018 (FORCADOS et al., 2017; OPAS,
2023).

Considerando dados epidemioldgicos acerca do cancer, a Organizacdo Mundial
de Saude considera que em 2020 houve quase 10 milhdes de mortes em todo mundo, dos
quais os tipos mais presentes foram o cancer de mama, de pulmao, de célon e reto,
préstata e pele (FERLAY et al., 2020). O Instituto Nacional de Cancér (INCA) previu
que no Brasil para o triénio 2020-2022 ocorreria, anualmente, 625 mil novos casos da
doencga (INCA, 2019). Essas informagdes mostram a magnitude do problema envolvendo
0 cancer, o que faz com que ele seja considerado um problema de satde pablica mundial.

Atualmente, diversas alternativas podem ser utilizadas no tratamento do cancer,
como cirurgia, imunoterapia, terapia alvo, quimioterapia e radioterapia, podendo ser
utilizadas isoladamente ou em combinagdo (PAJUELO-LOZANO et al., 2018), sendo a
quimioterapia uma das principais escolhas para tratamento (MARTINS et al., 2016).
Embora haja uma vasta opcdo de terapias convencionais, estas op¢fes em muitos
momentos séo ineficazes na cura da doenca, ocasionando uma resisténcia a maltiplas
drogas por parte das células tumorais, como também produzem efeitos indesejaveis
graves (imunossupressdo, fadiga, anemia, nausea, diarreia e alopecia) (DEMARIA et al.,
2017; SMITH; PREWETT, 2017). Desta forma, torna-se imprescindivel a busca por
novas opc¢oes de tratamento antineoplasico direcionado as celulas tumorais.

Historicamente, os produtos naturais de origem vegetal tem sido uma fonte
importante de agentes antineoplasicos utilizados clinicamente, como por exemplo o
paclitaxel — isolado das espécies vegetais do género Taxus; as camptotecinas —
provenientes de espécies como Camptotheca acuminata e Nothapodytes nimmoniana;
vincristina e vimblastina provenientes de Catharanthus roseus e omacetaxina — oriundo
da espécie Cephalotaxus fortunei (WINER & DEANGELO, 2018; BAILLY, 2019;
FETT-NETO; DICOSMO, 2020; DAS et al., 2020).
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O Brasil se destaca no cenario por ser um pais de dimensdes continentais, que
possui um imenso patriménio genético natural em riquezas e se destaca como lider
mundial na biodiversidade (MARTINS et al., 2015; PIMENTEL et al., 2015). Tais
informacdes ddo aos pesquisadores uma oportunidade promissora de realizarem o estudo
dessa biodiversidade e desenvolverem fitomedicamentos a partir de moléculas extraidas
de fontes naturais, uma vez que existe uma grande quantidade de espécies endémicas que
apresentam potencial terapéutico. Entre as espécies que tém despertado interesse nas
pesquisas cientificas estdo aquelas que compdem a familia Malvaceae.

Dentre 0s metabodlitos secundarios presentes na natureza com atividade
antitumoral destacam-se os flavonoides, que existem na forma de aglicona livre ou
conjugado glicosidico (CARVALHO et al., 2015; TELLES et al., 2015%; PANCHE;
DIWAN; CHANDRA, 2016; ABOTALEB et al., 2018; AL-ISHAQ et al., 2019).
Quimicamente, sdo polifenolicos e possuem uma estrutura de fenil benzopirona (C6-C3—
C6), subdivididos em flavonas, isoflavonas, flavondis, flavanonas e flavanonois, por
exemplo (RAVISHANKA et al., 2013). O tilirosideo utilizado para produzir a NE neste
trabalho e realizar os ensaios antitumorais foi isolado das espécies Sida linifolia, Pavonia
malacophylla, Herissantia crispa e Helicteres eichkeri, este é conhecido comumente
como tilirosideo e sugerido pelo grupo de pesquisa como um marcador quimico da familia
Malvaceae.

Diante do exposto, a nanotecnologia aplicada a saude se torna uma nova estratégia
que garanta uma citotoxicidade direcionada as celulas tumorais e uma reducdo do
desenvolvimento de resisténcia aos antineoplasicos, uma vez que é possivel uma entrega
de substdncia ativa de forma regulada no local alvo, aumentando assim a sua
biodisponibilidade (SHARMA, 2014; WU; ZHOU, 2015). Diferentes sistemas de
liberagdo nanoestruturados podem ser desenvolvidos, como por exemplo as
nanoemulsdes (NE). Estas formulagbes nanoemulsionadas, podem promover
modificagdo na biodisponibilidade e na toxicidade de farmacos, uma vez que esses
sistemas se apresentam como reservatdrios capazes de liberar e direcionar os farmacos
para tecidos e células especificas do organismo (STRECK et al., 2019).

Sabendo da necessidade de se encontrar alternativas terapéuticas para o tratamento
do cancer com maior seletividade de agdo e menor toxicidade, este trabalho se propds a
realizar um estudo fitoquimico das espécies Sida acuta e Sida linifolia na busca por novas
moléculas com potencial ativo e entdo avaliar a atividade antitumoral in vitro da

nanoemulsao produzida.
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2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um estudo fitoquimico e farmacol6gico com as espécies Sida acuta
e Sida linifolia, como também produzir uma nanoemuls&o contendo tilorosideo (canferol-

3-0-p-D-(6"’-E-p-coumaroil) glicopiranosideo) com potencial atividade anticancerigena.

2.2 Objetivos especificos

» Obter o extrato etandlico bruto (EEB) das partes aéreas de Sida acuta e Sida
linifolia;

» Realizar cromatografia liquido/liquido do EEB das partes aéreas de Sida acuta e
Sida linifolia para obtengéo das suas respectivas fases;

» Isolar substancias biologicamente ativas do extrato bruto e das fases obtidas das
partes aéreas de Sida linifolia utilizando métodos de cromatografia;

» Caracterizar os constituintes isolados na fase acetato de etila de Sida linifolia por
Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 3C e bidimensionais (HMQC e HMBC);

» ldentificar metabdlitos de Sida acuta e Sida linifolia por CLAE-EM/EM,;

Dispersar o tilirosideo em um sistema nanoemulsionado;

A\

> Determinar a atividade in vitro citotoxica do tilirosideo livre e nanoemulsificado.
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3.1 Consideragdes sobre a familia Malvaceae sensu lato A. Jussieu

A ordem Malvales era formada anteriormente por cinco familias: Malvaceae,
Bombacaceae, Sterculiaceae, Tiliaceae e Elaeocarpaceae (CRONQUIST, 1981). Os
estudos que vem sendo realizados sobre taxonomia e filogenética, associados as
informagBes anatdmicas, quimicas, biogeogréficas, morfologicas e palinologicas,
mostraram a necessidade de uma nova organizacdo. Baseado nestes trabalhos, as familias
Bombacaceae, Sterculiaceae, Tiliaceae foram classificadas como subfamilias e incluidas
em Malvaceae sensu lato, juntamente com Malvaceae senso stricto (PORDEUS, 2016),
passando a ser considerada a maior familia da ordem Malvales (TAKEUCHI &
ESTEVES, 2017).

Um moderno sistema de taxonomia vegetal vem sendo atualizado no decorrer de
décadas. De acordo com sistema Grupo de Filogenia de Angiospermas (I, I1, 111 e IV) a
familia Malvaceae pode ser dividida em nove subfamilias: Grewioideae,
Tilioideae,  Brownlowioideae, = Bombacoideae, = Malvoideae,  Byttnerioideae,
Helicterioideae, Sterculioideae e Dombeyoideae, conforme mostrado no esquema 1
(APG, 2016) (Esquema 1, pag. 27).

Esquema 1: Classificacdo filogenética da familia Malvaceae sensu lato.

Malvales

Grewioideae Brownlowioideae Malvoideae Byttnerioideae Sterculioideae
Hochreutiner Burret Burnett Burnett Beilschmied

[ Helicteroideae [ Dombeyoideae ]

Tilioideae | Bombacoideae I

Arnott Burnett da, Meisner Beilschm

\ } onia, \ }
Y ilon Y

i
Pav
Abu
[ Tiliaceae ] [ Bombacaceae ]- [ Sterculiaceae ]

Fonte: Adaptado de APG IV, 2016.

1,

A familia Malvaceae é constituida por 250 géneros e aproximadamente 4472
especies (FIRMINO et al., 2018; GBIF, 2022). Membros desta familia ocorrem por quase

todas as partes do mundo, com excecdo de regides muito frias, possuindo distribuicéo
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predominantemente pantropical (Figura 1, pag. 28). No Brasil, ela se apresenta como uma
das mais diversas, sendo representada por aproximadamente 80 géneros, 859 espécies e
7 subespécies, disseminadas por todas as regides do pais, principalmente nas regides
Nordeste e Sul, com 9 géneros e 457 espécies endémicas (BOVINI et al., 2015a;
NASCIMENTO et al., 2020; SOUZA et al., 2020b; FLORA DO BRASIL, 2022;). Dentre
0s géneros mais numerosos desta familia estdo Hibiscus (300 espécies), Sida (200
espécies), Pavonia (250 espécies), Abutilon (100 espécies), Nototriche (100 espécies),

Cristaria (75 espécies) e Gossypium (50 espécies), Gaya (39 espécies) (GBIF, 2022).

Figura 1: Distribuicdo geografica da familia Malvaceae sensu lato no mundo.

Fonte: https://www.gbif.org/species/6685

Dentro da sua diversidade, ¢ uma familia com grande importancia para a flora
mundial e se destaca por sua importancia econémica, alimenticia, medicinal, ornamental
e forrageamento. Na industrial téxtil, merece destaque as espécies dos géneros
Gossypium, Malvastrum e Sida que sdo excelentes fornecedoras de fibras e algumas
espécies de Ceiba, Guazuma e de Sterculia que fornecem madeira para carpintaria, forros,
confeccdo de brinquedos e caixotaria (SABA, 2007; PORDEUS, 2016).

Na agricultura e na area alimenticia podemos destacar as espécies Malva
nicaeensis e Lavatera cretica que ao terem suas folhas comparadas com o espinafre
apresentaram vantagens nutricionais (BASHEER, 2021), ja as sementes de Hibiscus
cannabinus produzem um O6leo comestivel que também é usado para cosméticos,
lubrificantes industriais e biocombustiveis (SABA et al., 2015).

As flores presentes em diferentes espécies desta familia s&o muito utilizadas na
ornamentacdo, incluindo as espécies Hibiscus syriacus, Hibiscus rosa-sinensis e Alcea

rosea (VADIVEL, SRIRAM, BRINDHA, 2016). As atividades terapéuticas sdo
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encontradas e comprovadas cientificamente nas mais diferentes espécies de Malvaceae
sensu lato. Como por exemplo, pode-se destacar a atividade leishmanicida de Sidastrum
paniculatum (TELES et al., 2015), antitumoral (TELES et al., 2015a), antimicrobiana
(GOMES et al., 2011), vasorelaxante (CHAVES et al., 2013; 2017) e atividade larvicida
de Helicteres velutina contra 0 mosquito Aedes aegypti (FERNANDES et al., 2019).

A familia Malvaceae Sensu lato se destaca dentre as demais por possuir uma
variedade de metabolitos secundérios descritos na literatura, estes apresentam uma
distribuicdo ndo uniforme que se adaptam as necessidades de cada espécie. Entre as varias
classes desses metabolitos se destacam os &cidos graxos, terpenos, flavonoides nas suas
formas agliconas, glicosilados e sulfatados, como também cumarinas, alcaloides,
feofitinas e amidas (SILVA et al.,, 2005; 2006; COSTA et al.,, 2007; 2009;
CAVALCANTE et al., 2010; GOMES et al., 2011; CHAVES et al., 2013; 2017; TELES
et al., 2014; 2015a; 2015b; FERNANDES et al., 2018; 2019).

3.2 Consideragdes sobre o género Sida

O género Sida, é considerado um dos mais heterogéneos da familia Malvaceae.
Suas espécies podem ser identificadas com facilidade e diferenciadas das outras por
algumas particularidades morfoldgicas como: um célice que regularmente possui 10

nervuras, além dos frutos que apresentam de 5 a 10 mericarpos (BRANDAO et al., 2017).

Atualmente o género comporta aproximadamente 516 espécies cosmopolitas
difundidas em 12 se¢Oes: Cordifoliae (24 spp.), Distichifolia (16 spp.), Ellipticifoliae (9
spp.), Hookerianae (2 spp.), Malacroideae (23 spp.), Muticae (11 spp.), Nelavagae (30
spp.), Oligandrae (4 spp.), Pseudonapaea (1 spp.), Sidae (49 spp.), Spinosae (18 spp.) e
Stenindae (2 spp.), expressam uma elevada distribuicdo neotropical, fato que leva a se
encontrar inimeras espécies nas Ameéricas, especialmente no Brasil, que se apresenta
como habitat de aproximadamente 112 espécies (BRANDAO et al., 2017; GBIF, 2022),
encontradas principalmente nas regides Nordeste e Sul (BOVINI, 2015). As espécies de
Sida s&o conhecidas popularmente no Brasil por “guanxuma”, do Tupi “gwa’xima”
(SOUZA & LORENZI, 2012) (Figura 2, pag. 30).

As espécies desse género sdo ervas anuais ou perenes, na forma de arbustos e
medem de 0,5 - 2,0 m de altura, com pélos estrelados simples e/ou granulares. Suas folhas
sdo simples, com aspecto de ovado a lanceolado com lamina foliar inteira e sem nectarinas
foliares. As flores sdo solitarias ou emparelhadas, axilares ou subterminais com calice
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campanulado ou em forma de taca (FRYXELL, 1992; KRAPOVICKAS, 2006; TANG et
al., 2007; FRYXELL, 2009).

Figura 2: Distribuicdo geografica do género Sida no mundo.

Fonte: https://www.gbif.org/species/3152100

Diferentes espécies do género Sida, como Sida cordifolia L. e Sida rhombifolia
L., sdo consideradas invasoras e/ou plantas daninhas que podem infestar lavouras e
prejudicar a agricultura (FERREIRA et al., 1984). Outras espécies tém importancia
etnomedicinal e sdo utilizadas no tratamento de diversas condi¢des de salde como asma,
(KAROU et al., 2007; CHAVES et al., 2013; 2017), esteroides, acidos fendlicos,
compostos porfirinicos (SILVA et al., 2006; CHAVES et al., 2013; 2017; SHAH et al.,
2017), ecdiesteroides (WANG et al., 2008) e terpenoides (GANESH &
MOHANKUMAR, 2017; MAH et al., 2017)

Cientificamente, algumas espécies de Sida tém comprovacdes bem
significativas, por exemplo, Sida rhombifolia atuando como anti-hipertensiva e
cercaricida (CHAVES et al., 2013; 2017; FEMOE et al., 2022), Sida galheirensis com
atividade antioxidante (SILVA et al., 2006) e Sida acuta agindo como antimicrobiana,
cercaricida, antioxidante e anticancér (BORA et al., 2016; THONDAWADA et al., 2016;
KANTHAL et al., 2017; OWOEYE & SALAMI, 2017; FEMOE et al., 2022).

3.3 Consideracdes sobre a espécie Sida acuta Burm,

A espécie Sida acuta Burm., conhecida popularmente no Brasil como “guaxuma”
ou “relogio”, é nativa, ndo endémica e se distribui pelas regiées Norte, Nordeste, Centro-
oeste e Sudeste do pais. Além disso, pode ser encontrada em outras regides das Américas
e na Austrélia, além de paises da Asia e Africa (Figura 3, pag. 31) (KRAPOVICKAS,

2003; BOVINI, 2020).
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Figura 3: Distribuicdo geogréafica da espécie Sida acuta no mundo.

Fonte: https://www.gbif.org/species/3933670

Na medicina tradicional indiana, as raizes de Sida acuta sdo amplamente
utilizadas como estomaquico, diaforético e antipirético, enquanto o extrato de agua
quente da planta inteira seca € administrado por via oral como febrifugo, abortivo e
diurético (KHOLKUTE, MUNSHI, NAIK & JATHAR, 1978; KHARE, SRIVASTAVA
& SINGH, 2002). O suco de folhas frescas é usado como anti-helmintico, anti-vémito e
para disturbios gastricos (AKILANDESWARI, SENTHAMARAI & VALARMATHI,
2010; NAIK, VENUGOPALAN & KUMARAVELAYUTHAM, 2012). Na Colémbia e
paises da América Central essa parte da planta € utilizada para tratar malaria, diarreia,
asma, dor de cabeca, resfriado, febre, doencas de pele, doencas urinarias, Ulceras e
vermes. Enquanto a planta inteira diminui o efeito hemorragico do veneno de Bothrops
atrox (CACERES, GIRON & MARTINEZ, 1987; OTERO et al., 2000; TRIVEDI &
VEDIYA, 2013; GEORGE et al., 2017).

Na Africa, o uso etnomedicinal de Sida acuta aponta que decoc¢do da planta
inteira é usada para o tratamento de febre, reumatismo e para erradicar vermes intestinais,
como também para tratar malaria. O cataplasma das suas folhas € aplicado para aliviar
dor de cabeca e a raiz € mastigada para aliviar dor de dente (TENE et al., 2016).

No que se refere as suas caracteristicas botanicas, a espécie se apresenta como um
subarbusto ereto, ramificada e perene, podendo atingir 1m de altura. Suas folhas séo
simples e alternadas, possuem estipulas com 5-7 mm de comprimento, lanceoladas e
subfalcadas, com glabras e margem ciliada. A lamina foliar é de eliptica a oval com base
aguda, apice agudo, margem denteada, faces abaxial e adaxial com tricomas simples. Suas

flores sdo solitarias ou em racemos, axilares e terminais pediceladas, com corola branca
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com base amarela e 5 pétalas, suas sementes possuem cerca de 2 mm de comprimento e
o fruto é capsulado com 5 a 6 carpelos (EKPO & ETIM, 2009) (Figura 4, pag. 32).

Figura 4: Sida acuta Burm.

Fonte: https://www.gbif.org/species/3933670

A composicdo quimica de Sida acuta é marcada pela presenca de diferentes
classes de metabdlitos secundarios, os quais sdo responsaveis pelas mais diversas
atividades terapéuticas. Foram identificados na espécie compostos das classes dos
alcaloides (criptolepina, quindolinona, vasicina), flavonoides (Canferol-3-O-p-D-
glicopiranosideo, Canferol-3-O-a-L-ramnopiranosil-p-D-glicopiranosideo), cumarinas
(escopoletina, heraclinol), compostos fendlicos (acido ferdlico, acido vanilico, acido
sinapico, evofolin A e B), terpenos, esteroides e lignanas (GOYAL & RANI, 1988; CAO
& QI, 1993; JANG et al., 2003; CHEN et al, 2007; DHALWAL & SHINDE, 2010;
AHMED et al., 2011; NWANKPA et al., 2015; SHITTU & ALAGBE, 2020; FEMOE et
al., 2022; SELVADURAI & SHANMUGAPANDIYAN, 2022).

O potencial farmacoldégico de Sida acuta vem ao longo dos anos sendo
investigado. Apresentam, entre outros efeitos terapéuticos a atividade antioxidante
(OWOEYE & SALAMI, 2017; MUNEESWARI et al., 2019), antimicrobiano (GEORGE
et al., 2017; CHUMPOL et al., 2018), anti-inflamatério (OBOH & ONWUKAEME,
2005; PIEME et al., 2010), citotoxico (KANTHAL, 2017; NWANKPA et al., 2018),
anticancer (THONDAWADA et al., 2016; KANTHAL et al., 2017), sedativo, hipnotico
e ansiolitico (BENJUMEA et al., 2016), cercaricida (FEMOE et al., 2022), antimalérica
(BANZQOUZI et al., 2004; MARIMUTHU, 2010).
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Considerando o potencial fitoquimico e farmacoldgico de Sida acuta Burm., além
do pouco conhecimento dos seus compostos polares, este trabalho vislumbrou enriquecer
os conhecimentos fitoquimicos dessa espécie, através da identificacdo desses compostos.

3.4 Consideragdes sobre a espécie Sida linifolia Juss. ex. Cav.

Sida linifolia apresenta-se como uma erva daninha e pode ser encontrada na forma
de arbusto ou subarbusto. E conhecida no Brasil popularmente como “vassoura” ou
“lingua de tucano” e € amplamente distribuida, além de relatos da sua distribuicdo na
Asia, Africa e nas Américas (Figura 5, pag. 33) (BROOME; SABIR; CARRINGTON
2007; PROTA, 2016; SAENSOUK; SAENSOUK; PASORN, 2016; USDA-ARS, 2016).
Enfatizando que no Brasil essa espécie é considerada nativa e ndo endémica, com
distribuicdo por todas as regides Caatinga, Cerrado, Floresta Amaz6nica, Mata Atlantica
até os ambientes pantanosos (BOVINI, 2016).

Figura 5: Distribuicdo geogréafica da espécie Sida linifolia no mundo.

Fonte: https://www.gbif.org/species/5406748

A espécie Sida linifolia (Figura 6, pag. 34) é encontrada com ramos hirsutos,
tricomas simples e birradiados, estrelados esparsos. Suas folhas possuem estipulas
lineares a estreitamente lanceoladas. Os peciolos lineares sdo estreito-lanceoladas,
concolores, cartaceas, inteiras, apice agudo, com base cuneada a truncada e margem
inteira-ciliada, ambas as faces sdo hirsutas, com tricomas simples e birradiados adpressos,
estrelados esparsos. Possui calice campanulado, sépalas triangulares, externamente
pubescente com tricomas simples e raramente estrelados. Suas pétalas sdo brancas com
mécula basal vinacea, obovadas, glabrescentes com tricomas glandulares e mericarpos
submuticos (BRANDAO et al., 2017).
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Figura 6: Sida linifolia Juss. ex Cav.

i

Fonte: https://www.qgbif.org/species/5406748

Na medicina tradicional africana, a mistura de folhas de Sida linifolia é utilizada
para controlar vérias doencas, incluindo infecgfes cutaneas e subcutaneas, malaria, como
também estimulante genital, depressora e antiabortivo (AKUBUE et al., 1983;
KOKWARO, 1993; BURKILL, 1997; NEUWINGER, 2000; SAENSOUKA et al.,
2016).

Apesar de existirem diversos estudos com diferentes espécies de Sida, h& poucas
informagdes disponiveis na literatura sobre a fitoquimica e a bioatividade de Sida
linifolia.

Nwankwo et al., 2022, realizou um estudo fitoquimico quantitativo da fracéo
foliar da fase acetato de etila de Sida linifolia demonstrando a presenca de flavonoides,
fenois e taninos em maior concentragdao, como também relatou as atividades antioxidante,
anti-inflamatoria e antinociceptiva.

Considerando o potencial quimico e farmacologico de Sida linifolia, este estudo
buscou conhecer um pouco mais a fitoquimica da espécie, podendo entdo colaborar com

0 enriquecimento quimiotaxénomico do género Sida e da familia Malvaceae.

3.5 Importéncia das técnicas hifenadas no estudo de produtos naturais

Nas ultimas décadas as técnicas analiticas véem avancando na tecnologia utilizada
e isto permitiu a sua hifenacéo. Essa possibilidade tem tornado os estudos de amostras
com matrizes muito complexas, definir com eficacia o perfil metabdlico de extratos
vegetais. Nas anélises de produtos naturais, o crescimento no uso destas técnicas
hifenadas ou acopladas possibilitou uma maior agilidade no isolamento e na elucidacao
estrutural de composto quimicos, devido as crescentes qualidade e quantidade de

informacgdes que se pode obter.
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Hirschfeld iniciou o uso do termo “hifenadas” para se referir a combinagdo de
técnicas de separagdo com uma ou mais técnicas de detecgdo espectroscopicas, em linha.
Desta forma, o emprego de técnicas modernas combinadas para a separacgdo, detecgdo e
identificacbes de metabolitos na Quimica de Produtos Naturais, tém sido cada vez mais
utilizadas. Podem ser citadas, entre outras técnicas de alta performance a: Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM),
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Ressonancia Magnética Nuclear (CLAE-RMN)
(HIRSCHFELD, 1980; JOSHI et al., 2012; LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2020).

As técnicas utilizadas no acoplamento devem gerar diferentes informacges, ou
seja, serem ortogonais. A CLAE hifenada com Espectrometria de Massas em linha, traz
a cromatografia como uma técnica de separacdo e a espectrometria como uma técnica de
identificacdo, a qual vai fornecer informacdes adicionais sobre a estrutura quimica dos
componentes da amostra. O acoplamento entre estas duas técnicas dao origem a uma
ferramenta analitica versatil e de grande potencial na anélise qualitativa e quantitativa, de
substancias com perfil desde apolares até moléculas muito polares, analisando, portanto,
matrizes complexas ndo volateis, com alto peso molecular (CROTTI et al., 2006;
LANCAS, 2009; PARRA et al., 2016).

Atualmente, uma das maiores aplicagdes das técnicas hifenadas na area de
produtos naturais € na chamada dereplicacdo de misturas complexas, ou seja, é uma rapida
caracterizacdo dos constituintes de uma mistura para estabelecer quais ja foram
previamente identificados e assim poder guiar para o isolamento e a identificagdo de
compostos quimicos desconhecidos que possuam atividades farmacolégicas. Com base
nessas informacgoes se pode considerar essas técnicas como importante ferramenta que
auxilia na racionalizagdo dos estudos fitoquimicos (WOLFENDER et al., 2015; SOUZA
et al., 2020a).

A CLAE/EM é uma técnica mais relacionada com o processo de dereplicacéo,
apesar de muitos estudos utilizarem CLAE-RMN e, até mesmo, CLAE-EM-RMN. Na
analise de amostras de produtos naturais, a CLAE-EM é um dos métodos mais sensiveis,
além de despender um menor custo de operacdo e menor tempo de analise (PARRA,
2016).

A Espectrometria de Massas, técnica analitica que progrediu durante os ultimos
anos, ocupa uma posi¢do de destaque entre os métodos, devido a sua sensibilidade, limites

de deteccdo, velocidade e diversidade de aplicagdes. A amostra ao ser aplicada, é
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convertida em ions em fase gasosa, que em seguida sdo separados no espectrometro de
massas de acordo com sua razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z (WILSON &
WALKER, 2010; HARVEY et al., 2015). Para conversao desses ions € utilizado um
sistema de ionizacdo, uma vez que a EM néo analisa moléculas e nem atomos neutros. A
fonte de ionizacdo escolhida é de grande importancia e esta é responsavel pelo tipo de
analito que pode ser analisado em seguida.

Geralmente a CLAE-EM utiliza como fonte de ionizacdo o electrospray (IES),
devido a sua versatilidade, acontecendo a protonacdo ou a desprotonacéo das moléculas.
Por ser abrangente, este ionizador permite a analise de compostos com grande diferenca
de polaridade e peso molecular, além de proporcionar uma ionizacdo mais branda dos
analitos, evitando um grau elevado de fragmentacdo dos ions, fato que possibilita
identificar o ion molecular (CROTI et al., 2006; WOLFENDER et al., 2015). Como a
energia residual retida pelo analito é pouca e ha baixa fragmentacéo, esta transferéncia de
energia reduzida é visto como uma desvantagem para a técnica. Pensando em contornar
esta desvantagem, foi desenvolvido equipamentos de espectrometria de massas
sequencial (EM/EM ou EM"), a fim de se conseguir informacdes mais detalhadas de um
composto pelos padrGes de fragmentacdo apresentados (WOLFENDER et al., 2015;
LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2020). Desta forma, certos aspectos dos analisadores de
massas, como a capacidade de realizar experimentos de EM" (multiplos estagios de
isolamento do ion precursor ou molecular) e a fragmentacédo por CID (collision-induced
dissociation) e a capacidade de fornecer espectros em alta resolucdo e determinacéo de
massas acuradas sdo caracteristicas de fundamental importancia para estudos com CLAE-
EM e CLAE-EM/EM.

A utilizacdo das técnicas hifenadas modernas gerou uma grande contribuicdo na
bioprospecc¢édo de produtos naturais, colaborando de forma direta na descoberta de novos

compostos biologicamente ativos.

3.6 Nanotecnologia Farmacéutica

A nanotecnologia é uma das tecnologias mais inovadoras deste século, o seu
emprego na saude tem crescido gradativamente. A nanotecnologia farmacéutica
envolve a aplicagio da nanociéncia em Farmécia, em especial com o0 uso
de sistemas de liberacdo de farmacos nanoestruturados. Neste caso, a nanotecnologia
surge no mercado com um importante papel no desenvolvimento de formulacdes, tendo

se tornado uma grande aliada no desenvolvimento de nanomedicamentos (CASTER et
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al., 2017; ANSELMO & MITRAGOTRI, 2019), podemos citar alguns exemplos de

nanomedicamentos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) (Quadro 1, pag.

37).

Quadro 1: Nanomedicamentos aprovados pela FDA.

Medicamento Empresa Aplicagao DRI € primeira
aprovacgao
Doxil Janssen Sarcoma de Kaposi 1996
. Infeccdo por
Pegintron Merck hepatite C 2001
Eligard Tolmar Cancer de prostata 2002
. Acrotech Leucemia

Margibo Biopharma linfoblastica aguda 2012

. Cancer pancreético
Onivyde Ipsen metastatico 2015
Adynovate Takeda Hemofilia 2015

Jazz Leucemia mieloide
Vyxeos Pharmaceuticals aguda 2017

Fonte: Adaptado de Bobo et al., 2016; Caster et al., 2017; Anselmo & Mitragotri, 2019.

Nos ultimos anos, o crescimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos para
fitoterapicos tem atraido significativamente a atencdo dos pesquisadores e da industria
farmacéutica. Quando acontece a juncdo desta nova tecnologia de sistema de entrega de
drogas (TSED) e compostos bioativos de origem vegetal temos como resultado uma
reducdo da degradacédo e toxicidade, como também uma entrega de forma regulada da
substancia ativa no local alvo, aumentando assim a biodisponibilidade deste composto
(SHARMA, 2014).

Entre os carreadores nanoestruturados, temos 0s nanossistemas baseados em
lipidios (NBL) que incluem nanoemulsdes, microemulsdes, lipossomas, nanoparticulas
lipidicas solidas (NLS), carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) e também sistemas
baseados em polimeros como nanoesferas, nanocapsulas, micelas e dendrimeros. O uso
destes sistemas tem agregado melhoras significativas nas propriedades biofarmacéuticas
das substancias (MITCHELL et al., 2021). Na figura 7 temos alguns exemplos de

sistemas de liberagdo nanoestruturados.
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Figura 7: Sistemas de liberacdo nanoestruturados.
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Fonte: Adaptado de Mitchell et al., 2021.

Os sistemas emulsionados de goticulas de oleo estabilizadas em &gua por
tensoativos, sdo 6timos carreadores para moléculas e apresentam outras caracteristicas
que sdo consideradas vantajosas para sua aplicacdo. Entre as caracteristicas estdo:

1. A capacidade de proteger a substancia ativa encapsulada da degradacédo ou

inativacdo de fatores endogenos;

2. Sao biodegradaveis e produzem poucos compostos tdxicos decorrentes da

degradacéo do veiculo;

3. Séo capazes de diminuir a resposta imune indesejada a substancia ativa;

4. A capacidade de incorporar substancias com polaridades diferentes;

5. Liberam controladamente a substancia no sitio de acéo;

6. Permitem a reducéo da dose e dos efeitos adversos, caso 0 composto possua.
(KHAN et al., 2006; CARLUCCI & BREGNI, 2009; BONNET et al., 2010; STRECK
etal., 2019).

Desde a introducdo das nanoemulsdes (NE) nos anos 40, esta tecnologia se tornou
bastante atraente devido ao seu uso em muitos produtos, como por exemplo tintas,
cosmeéticos, refrigerantes, locdes pds-barba e como sistema carreador de farmacos. Este
ultimo chamou atencdo da industria farmacéutica, que passou a investir de forma intensa

e constante em tecnologias cada vez mais modernas (TENJARLA, 1999).
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As nanoemulsbes (NE), muitas vezes também chamadas de miniemulsGes, séo
dispersdes de dois liquidos imisciveis estabilizados por um tensoativo ou uma mistura de
tensoativos, que permite a homogeneizacéo de liquidos imisciveis em uma Unica fase,
diminuindo a tensdo interfacial entre eles. Elas apresentam didametro médio de gota em
tamanho nanomeétrico (20 a 500 nm) e transparéncia que depende do tamanho da particula
(QUINTAO et al., 2013; ZORZI et al., 2015). S0 sistemas termodinamicamente
instaveis exibindo, no entanto, alta estabilidade cinética, sendo entdo considerados
metaestaveis, ou seja, a estabilidade pode permanecer por varios anos. Outrosim, sua
baixa viscosidade e transparéncia optica os tornam sistemas de entrega muito atraentes
(FERNANDEZ et al., 2004).

Os sistemas nanoemulsionados apresentam capacidade de compartimentalizar
farmacos nas goticulas da fase interna, que contém propriedades fisico-quimicas muito
diferentes daquelas do meio dispersante, induzindo modificacdes nas propriedades
bioldgicas das substancias incorporadas (STRECK et al., 2014; 2016; ARAUJO et al.,
2018). Neste caso, a NE promove uma modificagdo na biodisponibilidade e na toxicidade
de farmacos, uma vez gue esses sistemas se apresentam como reservatorios capazes de
liberar e direcionar os farmacos para tecidos e células especificas do organismo
(STRECK et al., 2019).

Diante da variedade de sistemas nanoestruturados que a tecnologia moderna
dispde, as nanoemulsdes apresentam algumas vantagens em relacdo aos outros sistemas
(MORALES et al., 2003; CAPEK, 2004; TADROS et al., 2004; SHAH et al., 2010),
como as elencadas abaixo:

1. Permite a administracdo de substancias lipofilicas em sistemas dispersos aquosos
e seu tamanho reduzido proporciona uma alta superficie de contato com diferentes
membranas bioldgicas, o que favorece a absorg¢éo;

2. O pequeno tamanho dos globulos, juntamente ao movimento browniano
caracteristico, diminui a atuacdo da forca da gravidade evitando assim
movimentos de instabilidade como sedimentacdo e cremagem;

3. A granulometria do sistema previne a formagéo do fenémeno coalescéncia;

4. Sao atdxicas, inocuas e podem ser facilmente aplicadas e espalhadas pela pele e
mucosas;

5. Conseguem ser formulados em varias formas farmacéuticas, tais como espumas,

cremes e sprays,; €
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6. S&o soluveis em agua sem que ocorra alteracdo na distribuicdo e tamanho dos

globulos.

O preparo das NE ocorre através da emulsificacdo de uma fase oleosa em uma
fase aquosa, onde um sistema de surfactante estabilizara essa formulacéo. Porém, podem
ser utilizados diferente métodos para obtencéo, sdo os chamados métodos de alta energia
e de baixa energia, ambos métodos podem produzir NEs estaveis. Os métodos de alta
energia envolvem a introducéo de energia ao sistema, a qual ¢ realizada pelo emprego de
homogeneizadores de alta velocidade, de alta pressdo ou ultrassdnicos. Agqueles
considerados métodos de baixa energia fazem uso de inversdes de fase que tomam lugar
durante o processo de emulsificagdo como resultado de uma alteracdo na curvatura
espontanea do surfactante, que pode acontecer por uma alteracao da temperatura, no caso
do método da temperatura de inversdo de fases (TIF), ou pela alteracdo da composi¢do
do sistema, no método composicao de inversao de fases (CIF). Estes dois métodos usam
energia quimica armazenada em vez de energia mecanica como acontece nos métodos de
alta energia (PEY et al., 2006; SOLE et al., 2006; KOTTA et al., 2012;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014).

O uso das nanoemulsdes também atraiu a atencdo dos pesquisadores de produtos
naturais, 0s quais passaram a utilizar tal técnica para 0 melhoramento das propriedades
dos metabdlitos secundarios e consequentemente, suas atividades farmacoldgicas.

Os flavonoides, objeto de estudo deste trabalho, possuem enormes beneficios a
salde, apesar disso a sua farmacocinética consegue ser melhorada para sua administracao
quando envoltos por um sistema nanotecnoldgico. Eles sdo substancias susceptiveis a
modificacdes causadas por fatores extrinsecos como alteracédo do pH, da temperatura e da
luz. Apresentam uma baixa biodisponibilidade devido o limite de solubilidade em agua,
seu mecanismo de absor¢do gastrointestinal € complexo e sdo pouco absorvidos na sua
forma natural pelo intestino, fato que pode levar a sua degradacdo por microorganismo
ou enzimas presentes no intestino e esta degradacéo produz outros metabolitos (BILIA et
al., 2014).

Essas dificuldades podem ser solucionadas através do uso de sistemas
nanocarreadores, os quais sdo Uteis para melhorar as propriedades dos flavonoides e,
portanto, a sua eficacia. O desenvolvimento de sistemas nano utilizando flavonoides nas
formulagGes tem se tornado promissor. O quadro 2 a seguir, exibe alguns exemplos de

flavonoides que foram utilizados como principio ativo no preparo de nanoformulacdes:
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Quadro 2: Flavonoides utilizados em nanoformulages.

Tipo de Constituintes . Parametros A
« ~ . | Flavonoides | . . . Referéncias
formulacéo | daformulacéo fisico-quimicos
Acido acético Tamanho médio:
] glacial; Cianidina-3- | 288 nm; PZ: +30 Liu et al
Nanoparticula | Tripolifosfato de O- mV; Eficiéncia de 2018 N
sodio; glicosideo encapsulacdo:
Quitosana 44,9%
Poli(6xido de
) etileno)- Tamanho médio:
Nanoparticula | Poli(6xido de Canferol 160 nm: Luoetal.,
pr(_)gllz_ano)- PZ: +1,4 MV 2012
poli(6xido de
etileno)
Miglyol 812 N; Tamanho médio:
Nanoemulsio Tween 80%; Fisetina 154 nm; IPd: Ragelle et
Labrasol; Lipoid 0,115; PZ: - 34,1 al., 2012
E80; Agua mV, pH: 6,53
o Tamanho médio:
Nanoemulsio Trlacetln%. . . 38 nm; Khan et al.,
ueen 8D | Naringenina | ypg; 0,381, 2015
PZ:-23,3mV
Acido
Nanoparticulas | poliacético; Eter : Tamanho meédio: | Majumdar
P de polietileno Luteolina 115 nm; etal., 2014
glicol,

O Tilirosideo, flavonoide glicosilado, tem solubilidade em &gua muito limitada
(Log Pow= 2,71), baixa absorcdo gastrointestinal e baixa biodisponibilidade, o que
representa um grande obstaculo para seu desenvolvimento como medicamento e limita
seu uso terapéutico. O uso das tecnologias nano, como a formulagédo de uma nanoemulséo
a partir deste flavonoide, pode aumentar sua solubilidade, prologar o tempo de residéncia
gastrica e elevar sua absorcdo pela mucosa intestinal, uma vez que melhora a permeacéao
no intestino, como também pode facilitar a passagem do tilirosideo por outros tipos de
membranas bioldgicas, indicando a viabilidade para outras vias de administragcdo, como
cuténea, intramuscular e intravenosa (KOTTA et al., 2012; YUGANDHAR et al., 2017;
SOUSA et al., 2021).

As pesquisas demonstram os beneficios de associar compostos bioativos extraidos

de plantas a sistemas nanoestruturados, tanto prevenindo ou promovendo a saude do
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consumidor, quanto trazendo beneficios para 0 composto, melhorando sua qualidade e
seguranca (RAGELLE et al., 2012; ISLAM et al., 2017; SHIN et al., 2018).

3.7 Atividade antitumoral e toxicidade do tilirosideo

O crescimento celular é uma atividade bioldgica, dindmica e continua de
multiplicacdo e aumento do tamanho celular, que tem como propdsito preservar a
homeostase tecidual e a substituicdo celular no decorrer da vida (AQUINO, 2011;
RUIJTENBERG; VAN DEN HEUVEL, 2016). O crescimento e a proliferacdo celular
sdo coordenados pelo ciclo celular, um processo altamente regulado que inclui multiplos
ciclos de realimentacdo, os quais permitem ou impedem a divisdo celular (MOHAMED
et al., 2018). A homeostasia da proliferacdo celular é fundamental para assegurar a
regulacdo de respostas imunes e o reparo tecidual, respondendo as necessidades
especificas do organismo (WANG et al., 2016; YANG et al., 2017).

Por outro lado, existem células que passam por processos de alteracdes genéticas
e/ou epigenéticas, as quais vdo apresentar uma desregulacao na integridade gendmica, e
ativar constitutivamente vias de sinalizagdo envolvidas na tumorigénese (SEVER;
BRUGGE, 2015). Problemas no controle do ciclo celular ou na perda da diferenciacao,
vai resultar em um crescimento celular descontrolado, caracterizado pelas neoplasias ou
tumores (RUIJTENBERG; VAN DEN HEUVEL, 2016; ARAUJO et al., 2019).

A formacdo de uma célula maligna € uma causa multifatorial, compreendendo
fatores externos e internos que podem trabalhar em conjunto para favorecer o crescimento
tumoral (BLACKADAR, 2016). Os fatores intrinsecos estdo associados a mutacfes
devido a erros na replicacdo do DNA, responsaveis por cerca de 10 - 30% dos casos de
cancer, incluindo as mudancgas hormonais extremas, imunidade e os distarbios genéticos
herdados (WU et al., 2016; TAN et al., 2017). Ja os fatores extrinsecos estéo relacionados
aos fatores ambientais - tais como, radiacdo ultravioleta e ionizante - como também o
estilo de vida do individuo - o uso de tabaco, consumo de alcool e sedentarismo - que
facilitam o acumulo de alteracGes genéticas podendo desencadear a carcinogénese (WU
etal., 2016; ROMIEU; AMADOU; CHAJES, 2017).

A desregulacdo da sinalizacdo celular permite a proliferacdo e crescimento de
células indiferenciadas que associadas a mutacGes leva ao processo de alteragdes
morfolégicas, permitindo que as celulas adquiram caracteristicas especificas que as

diferem das células saudaveis, e pode ser classificado como benigno ou maligno
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(TODORIC; KARIN, 2019). No quadro 3, podemos observar algumas caracteristicas que
diferenciam estes dois tipos de tumores.

Quadro 3: Caracteristicas que diferenciam tumores malignos e benignos.

Caracteristicas Tumores Benignos Tumores Malignos
Estruturalmente Arquitetura desorganizada e
Morfologia semelhante diferente do tecido de
ao tecido de origem origem
Mitoses Raras e tipicas Frequentes e atipicas
Encapsulacgéo Presenca frequente Geralmente ausente
Diferenciacao Bem diferenciados Pouco diferenciados
. Expanséo Penetracdo e destrui¢cdo do
Forma de crescimento A .
(encapsulamento) tecido adjacente
Metastase Né&o forma metéstase Metastizagdo comum
Taxa de crescimento Lento Rapido

Fonte: Adaptado de Talmadge; Fidler, 2010; Todorik; Karin, 2019.

H& milhares de geracBes o céancer tem afetado a espécie humana, um
osteossarcoma foi detectado em um féssil de 1,7 milhdes de anos na Africa do Sul (ODES
et al., 2016). Outros relatos apontam a presenca de mieloma multiplo, cancer de prostata
e de mama em humanos entre 230 e 3000 a.C. (KARPOZILOS; PAVLIDIS, 2004;
BINDER et al., 2014). Assim, a existéncia do cancer no homem antes da modernizagéo e
da introdugdo de contaminantes sintéticos no ambiente e nas dietas tornam essa doenca
ainda mais desafiadora (PETERS; GONZALEZ, 2018).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS) o cancer € considerado a segunda principal causa de morte
no mundo, sendo responsavel por 9,6 milhGes de mortes em 2018 e aproximadamente
70% das mortes ocorrem em paises de baixa e média renda, o que corresponde a
aproximadamente 8,8 milhdes de mortes por ano nestes paises. Desta forma, € uma
doenca considerada um grave problema socioeconémico e de satde publica, refletindo no
aumento de incidéncia de casos, 0 que gerou uma estimava para 0 ano de 2040 de mais
de 26 milhdes de novos casos ao redor do mundo (WILSON et al., 2019; OMS, 2022).

Cerca de um tergo das mortes por cancer se devem aos cinco principais riscos
comportamentais e alimentares: alto indice de massa corporal, baixo consumo de frutas e
vegetais, falta de atividade fisica e uso de alcool e tabaco, considerado o principal fator
de risco para o cancer, causando 22% das mortes pela doenca. Estas estatisticas poderiam

ser evitadas trabalhando os principais fatores de risco (OMS, 2022).
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No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
apresenta a hipotese em torno de 625 mil novos casos por ano de cancer no pais para o
triénio 2020-2022. Os tipos de cancer mais frequentes em homens, a exce¢do do cancer
de pele ndo melanoma, serdo prostata (29,2%) e colon e reto (9,1), nas mulheres, exceto
o cancer de pele ndo melanoma, os canceres de mama (29,7%) e colon e reto (9,2%). O
cancer de pele ndo melanoma representara 27,1% de todos os casos de cancer em homens
e 29,5% em mulheres (INCA, 2022). S&o valores que tendem a elevar-se com o passar do
tempo, se caso ndo seja utilizadas medidas de prevencdo, como também uma terapia
eficaz no tratamento dessas patologias.

Dados da OMS mostram que o percentual de casos e mortes por cancer tem
aumentado de forma continua. Neste cenario, 0 uso do tratamento adequado a ser
desenvolvido é essencial para reduzir o avango da doenca, buscando superar a toxicidade
e a resisténcia apresentada pelas células tumorais.

Em relacéo ao tratamento do cancer, atualmente diversas abordagens podem ser
empregadas, sao elas: cirurgia, radioterapia, transplante de medula éssea, terapia alvo,
terapia hormonal, imunoterapia, terapia fotodindmica e a laser, criocirurgia ou crioterapia,
e a quimioterapia — modalidade mais empregada (MILLER et al., 2019), a escolha para
tratar as neoplasias vai depender essencialmente do seu estadiamento clinico, das
caracteristicas patoldgicas do tumor e de fatores preditivos e prognosticos (LOPES et al.,
2016; BERNABEU et al., 2018). Em determinadas situacGes se faz necessario a
combinacdo de mais de uma modalidade, porém a efetividade do tratamento é muitas
vezes limitada pelo desenvolvimento de quimiorresisténcia e pelo aparecimento de efeitos
secundarios graves, como alopecia, mielossupressdo, nauseas e vOmitos intensos
(FEITELSON et al., 2015; SMITH; PREWETT, 2017; MILLER et al., 2019).

A radioterapia, realizada sozinha ou em combinacéo, € usada em mais de 50% dos
casos para tratar individuos com diversos tipos de cancer e consiste na utilizacéo de fotons
de alta energia que se depositam no tecido tumoral, destruindo-o (ALLEN, 2017). A
eficacia apresentada por esse método é tem como consequéncia um melhor controle local
do tumor, reducdo na disseminagdo da doenga, e menos efeitos colaterais podendo ser
considerada como a terapia citotdxica mais eficaz disponivel para o tratamento de
individuos com tumores solidos (FALCKE et al, 2018; JAROSZ-BIEJ,
SMOLARCZYK; CICHON; KULACH, 2019).

A terapia alvo refere-se ao uso de substdncias direcionadas a atacar

especificamente as células cancerigenas (alvos moleculares) para bloguear o crescimento
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e a disseminacdo de células (LEE; TAN; OON, 2018). Esses agentes conseguem
discriminar pequenas diferengas entre células saudéveis e tumorais, proporcionando
terapias mais eficazes do que em outros tratamentos convencionais e com menores efeitos
adversos indesejaveis (BAHRAMI et al., 2017).

A imunoterapia em oncologia abrange varios meios de usar o sistema
imunolégico do individuo para combater a malignidade, superando a capacidade do tumor
de escapar do sistema imune para que a intensidade das respostas aumente (DAWE;
HARLOS; JUERGENS, 2020).

A quimioterapia sistémica tradicional continua sendo o principal método para o
tratamento do cancer (BUKOWSKI; KCIUKE; KONTEK, 2020). Envolve a ampla
distribuicdo de moléculas de droga no organismo, causando efeitos colaterais toxicos nos
tecidos saudaveis, especialmente os de rapido crescimento (ESKANDARI et al., 2020).
Isso ocorre devido a ndo distincdo entre as células saudaveis das neoplasicas pelos
quimioterapicos, acarretando efeitos colaterais indesejaveis como alopecia, nduseas e
vomitos intensos, mielossupressdo, anemia, linfomas e leucemias, refletindo o alto nivel
de toxicidade associado a tais tratamentos (ANSARIZADEH; SINGH; RICHARDS,
2017; FEITELSON et al., 2015; SHARMA et al., 2015).

Sousa et al., 2021 realizaram ensaios in silico avaliando a toxicidade do
tilirosideo, determinando que a molécula ndo é mutagénica, nao é carcinogénica e indica
uma probabilidade de potencial farmacoldgico. Na analise in silico de toxicidade oral
aguda, o tilirosideo foi classificado como categoria I11, que sdo aquelas moléculas com
valores de DLso maior que 50 mg/kg e menor 300 mg/kg (BRASIL, 2019). Além disso,
0 estudo de Sousa et al., 2021 utilizou um método ex vivo para detectar a genotoxicidade
de células na mucosa oral, relatando que o tilirosideo exerceu efeitos de baixa toxicidade
nas concentragdes mais altas (500 e 1000 pg/mL).

Dessa forma, o desenvolvimento de agentes quimioterapicos mais seguros e
eficazes, que atuem com maior seletividade em alvos moleculares especificos, € uma das
principais prioridades e desafios no tratamento do cancer. Nesse cenario, se insere a
pesquisa de produtos naturais com atividade antitumoral, considerando a significativa
contribuicdo dos produtos naturais para o desenvolvimento de diversos medicamentos
usados na quimioterapia atual.

A aplicacdo da nanotecnologia na éarea de saude, conhecida como
nanomedicina, envolve o uso de nanomateriais no desenvolvimento de novas

modalidades terapéuticas e de diagnostico. Isso inclui a utilizacdo de nanoemulsdes em
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sistemas de liberacdo de drogas, biomarcadores luminescentes, engenharia de érgéos e
tecidos, assim como os nanomedicamentos que tém emergido como uma nova opgéo de
tratamento (GAO et al., 2014).

Em virtude da heterogeneidade do cancer, novas estratégias que abordam os
processos de morte neoplasica estdo sendo avaliadas (FANG; KROLL, ZHANG, 2015),
abrindo espaco para a utilizagdo de nanomateriais que amenizam efeitos colaterais
disseminados das quimioterapias, por causa da sua especificidade direcionada ao tecido
tumoral e da sua maior absorcdo (ASAI, 2012; TANG et al., 2014; DIN et al., 2017).
Essas estruturas sdo desenvolvidas para conseguirem se depositar em locais de
inflamacdo ou tumorais, uma vez que sdo rodeadas por tecidos vascularizados e o
tamanho da nanoemuls&o funciona como uma vantagem para facilmente se acumularem
e atravessarem barreiras (TIWARI; TAN; AMIJI, 2006; VIEIRA; GAMARRA, 2016).

A reformulacéo de terapias tradicionais para a escala nanométrica tem avancgado
seus estudos e representam uma nova e promissora estratégia na terapia do cancer. Os
exemplos de nanoemuls@es descritos abaixo séo resultados terapéuticos bem-sucedido em
varios tipos de cancer (Quadro 4, pag. 47).

A principal vantagem das nanoemulsfes, em relacdo a outros carreadores de
drogas, € que elas podem ser projetadas para atingir células tumorais e evitar MDR (Multi
Drogra Resistentes). Este € um desenvolvimento significativo na terapia do cancer, visto
gue o maior problema permanece no fato de que a maioria das drogas anticancerigenas
apresentam toxicidade acentuada em células/tecidos saudaveis ou mesmo porque as
células cancerigenas acabam desenvolvendo mecanismos para resistir ao tratamento
(SANCHEZ-LOPEZ, et al., 2019).

Diante desse contexto e tendo em vista o rapido desenvolvimento da nanociéncia,
diferentes agentes antineoplasicos em nanoescala tém sido desenvolvidos para o
tratamento do cancer e com base nestes dados se optou nessa pesquisa, desenvolver uma
nanoemulsdo utilizando o tilirosideo, glicosideo flavanoidico dotado de inumeras
atividades farmacoldgicas, todavia precisando que se melhore sua solubilidade e

biodisponibilidade.
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Quadro 4: Nanoemulsdes desenvolvidas com aplica¢do para o cancer.

Constltumte§ o Com_posto Técnica de Producéo 'P_arame'tr(_)s T'P ok Eficacia Terapéutica Referéncia
nanoemulsio ativo Fisico-quimicos | Cancer
Triglicerideo de Tamanho Aumentam a citotoxicidade
cadeia média; Curcumina | Auto-microemulssio médio: 34,5 nm; | Céancer de | celular, captacdo celular, parada | Guan et al.,
Cremofor RH40; IPd: 0,129; prostata | do ciclo celular e apoptose. 2017
Glicerol PZ:-8,54 mV
NE complexada com Inibiram o crescimento do tumor,
acido hialurénico; Tamanho provavelmente por causa da
Acetato DL-a- . Homogeneizacdo de e .| Cancér de | afinidade especifica de Liebmann
L Paclitaxel . médio: 85,2 nm; « L L
tocoferol; Oleo de alta pressao ) pulmédo | direcionamento tumoral do &cido | etal., 1993
- ®. PZ:-357mV T ]
soja; Tween 807, hialurdnico para células
Cloreto férrico cancerigenas.
Mantiveram o efeito
. ) Tamanho . . )
Miglyol 812; e _ antileucémico das chalconas;
L9 . . médio: 110 nm; . L . . Jones et
Lipoide S75; Chalcona Ultrasonicacao IPd- 0.17: Leucemia | diminuiram os efeitos toxicos da al. 2008
Tween 80® A chalcona em células e em N
PZ:-19 mV .
animais.
Liberam carotendides no
ambiente acido (caracteristica de
tumores) mas ndo em pH
. Extrato de fisiologico; Regulam
Carotenoide; carotenoide ositivamente a expressao de p53
CaprylTM 90; . N Tamanho Cancer de | P ! EXpress P Hsu et al.,
® Lim. de Lycium Ultrasonicacao . . e p21 e regulacdo negativa da
Transcutol™ HP; médio: 15,0 nm colon « 2017
® barbarum expressdo de CDK2, CDK1,
Tween 80 L L
L. ciclinaAeciclinaBe

interromper o ciclo celular em
G2/M em células de cancer de
c6lon HT-29.
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NE de
perfluorocarbono;
Perfluorodecalina;

Poli (etilenonimina)
fluorado

SiRNA
para
silenciar a
expressédo
do gene
Bcl2

Ultrasonicacao

Tamanho
médio: 150 nm;
PZ: +50 mV

Melanoma

Nanoemulsdes a base de
poliplexos induzem apoptose e
inibiu o crescimento do tumor em
um modelo de camundongo com
melanoma.

Chen et al.,
2018
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4.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico deste trabalho foi realizado durante toda a pesquisa
utilizando-se para tanto, os recursos disponiveis como, por exemplo, SciFinder, PubMed,
Scielo, PubChem, Chemical Abstracts, Biological Abstracts, Portal Periodicos da

CAPES, além de pesquisas na Internet e em anais de eventos nacionais e internacionais.

4.2 Coleta do material botanico

As partes aéreas de Sida acuta foram coletadas no bairro Eucalipto, municipio de
Cuité, Curimatal Ocidental Paraibano pelo Prof. Dr. Carlos Alberto Garcia
Santos/UFCG, que também a identificou, e uma exsicata encontra-se depositada no
Herbario do Centro de Educacéo e Saude, na UFCG - Campus Cuité, sob o cddigo 201.

As partes aéreas da espécie Sida linifolia foram coletadas em Serra Branca/Raso
da Catarina, localizada no municipio de Jeremoabo, nordeste da Bahia. O material
botanico desta espécie foi coletado, identificado pela Prof2 Dr.2 Adilva de Souza
Concei¢do/UNEB e uma exsicata encontra-se depositado no Herbéario da Universidade do
Estado da Bahia com cadigo de identificacdo 29030.

Ambas as espécies possuem registro no SisGen com o cdédigo A568B8A, registro

referente ao grupo de estudos da familia Malvaceae.

4.3 Processamento do material botanico

Os materiais botanicos das espécies foram submetidos, separadamente, a
temperatura ambiente para Sida acuta e desidratacdo em estufa com circulagdo de ar, a
temperatura de 40°C para Sida linifolia, durante 72 horas. Em seguida, o material seco
foi triturado com auxilio de moinho mecénico, fornecendo 1.800 g (Sida acuta) e 1.200
g (Sida linifolia) de pd. Estes foram submetidos & maceracao durante 72 horas, utilizando-
se como liquido extrator etanol a 96%, sendo tal processo repetido até extracdo dos seus
constituintes quimicos. As solugdes extrativas foram concentradas, separadamente, em
rotaevaporador a 40 °C, obtendo-se 162 g do extrato etandlico bruto (EEB) de Sida acuta

(Esquema 2, pag. 51), e 90 g do EEB de Sida linifolia (Esquema 3, pag. 51).
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Esquema 2: Obtencéo do Extrato Etanolico Bruto (EEB) de Sida acuta.

[ Partes aéreas de Sida acuta

- Desidratado & temperatura ambiente
- Triturado em moinho mecéanico

P6 da planta
(1.800,00 g)
- Maceracao em EtOH 96%
- Concentrado em rotaevaporador

Extrato Etandlico Bruto
(162,00 g)

Esquema 3: Obtencéo do Extrato Etandlico Bruto (EEB) de Sida linifolia.

Partes aéreas de Sida linifolia ]

- Desidratado em estufa a 40°C
- Triturado em moinho mecanico

Po6 da planta
(1.200,00 g)

- Maceragdo em EtOH 96%
- Concentrado em rotaevaporador

Extrato Etanolico Bruto
(90,00 g)

4.4 Fracionamento do EEB das partes aéreas de Sida acuta

Uma aliquota do EEB das partes aéreas de S. acuta (131,00 g) foi solubilizado em
uma solucdo de EtOH: HO (7:3), obtendo-se uma solucdo hidroalcoolica que foi
submetida a uma cromatografia liquido-liqguido com hexano, cloroférmio e acetato de

etila, realizada a temperatura ambiente. As respectivas solugdes foram concentradas sob
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pressdo reduzida, fornecendo 39,10 g da fase hexanica; 21,68 g da fase cloroférmica; 2,41

g da fase acetato de etila e 67,96 g da fase hidroalcodlica (Esquema 4, pag. 52).

Esquema 4: Fracionamento do Extrato Etandlico Bruto das partes aéreas de Sida acuta.

[Extrato Etanolico Bruto (131,00 g) ]

- Dissolucdo em EtOH: H,O (7:3)

Solugdo hidroalcodlica

- Particiio
- Hexano, cloroférmio, AcOEt
- Concentragdo em rotaevaporador

Fase Hexanica (39,10g)

Fase Cloroformica (21,68g)

Fase Acetato de etila (2,41g)

Fase Hidroalcodlica (67,96 g)

4.5 Fracionamento do EEB das partes aéreas de Sida linifolia

Uma aliquota do EEB das partes aéreas de S. linifolia (40,00 g) foi solubilizado
em uma solucdo de EtOH:H20O (7:3), obtendo-se uma solucdo hidroalcoolica que foi
submetida a uma cromatografia liquido-liquido utilizando os seguintes solventes:
hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, realizada a temperatura ambiente. As
respectivas solugdes foram concentradas sob pressdo reduzida, fornecendo 15,00 g da
fase hexanica; 6,00 g da fase cloroférmica; 3,00 g da fase acetato de etila; 9,00 g da fase

n-butanol e 7,00 g da fase hidroalcéolica (Esquema 5, pag. 53).
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Esquema 5: Fracionamento do Extrato Etandlico Bruto das partes aéreas de Sida
linifolia.

Extrato Etandlico Bruto (40 g)

- Dissolugdo em EtOH: H,O (7:3)

Solugdo hidroalcodlica

- Partigdo
- Hexano, cloroférmio, AcOEt, r-butanol
- Concentragdo em rotaevaporador

Fase Hexénica (15 g)

Fase Cloroférmica (6 g)

Fase Acetato de etila (3 g)

Fase n-butanol (9 g)

Fase Hidroalcodlica (7 g)

4.6 Processamento cromatogréafico da fase acetato de etila do EEB das partes aéreas
de Sida linifolia

A fase acetato de etila (2,00 g) do extrato etanélico bruto (EEB) das partes aéreas
de Sida linifolia foi submetida a uma cromatografia em coluna (CC) utilizando Sephadex
LH-20 como fase estacionaria e como fases moveis os solventes MeOH e CHCls,
sozinhos ou em misturas binarias seguindo um gradiente decrescente de polaridade. Desse
procedimento foram coletadas 50 fragcbes de 7 mL cada, que foram concentradas,
analisadas por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) e reunidas de
acordo com o perfil cromatogréafico de eluicdo.

A fragdo 25/31 (0,2 g) foi reunida e cromatografada seguindo a metodologia
anterior. A sub-fracdo 35/36 se apresentou como um p6 amarelo e apds CCDA, em Varios
sistemas de solvente, constatou-se a sua pureza, sendo codificada como SI-1 (0,017 g). A
sub-fragcdo 27/34 (0,1 g) foi cromatografada de acordo com a metodologia inicial e
resultou em 14 fracdes, a fracdo 14 se apresentou como um p6 amarelo e foi considerada
pura ap6s CCDA, adotando-se 0s mesmos critérios para a substancia anterior e recebeu o
codigo Sl-2 (0,04 g). Desta mesma coluna, a sub-fracdo 5/13 (0,07 g) foi cromatografada
sucessivas vezes utilizando a metodologia j& descrita e originou a sub-fracdo 2/7, um
solido amarelo claro que também foi considerado puro apo6s analise semelhante as

amostras anteriores e, entdo foi codificada como SI-3 (0,007 g), vizinha a esta amostra a
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sub-fracdo 8/17 apresentou-se de forma oleosa na cor amarelo escuro, e apos realizagdo
de CCDA e comparagdo com padrdes do laboratdrio verificou a pureza da amostra, sendo
codificada como SI-4 (0,01 g) (Esquema 6, pag. 54).

Apols o isolamento, as substancias foram encaminhadas para obtencdo dos
espectros de RMN de *H e *C que foram analisados para elucidagdo das suas estruturas
quimicas.

Esquema 6: Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila do EEB de Sida
linifolia.

[ Fase Acetato de Etila ]

Sephadex-LH 20
MeOH; MeOH:CHCl,
CCDA

173 4/7 8/21 22/24 25/31 32/39 40/44 45/49 50

1/4 5/7 8 9 10 11/15 16/20 21/25
1 2/10 11/13 14/18

S7



4.6.1 Caracterizacao estrutural dos constituintes quimicos

As substancias isoladas foram identificadas através de técnicas cromatogréficas e
espectroscopica como: Ressonancia Magnética Nuclear de H e C!3 uni e bidimensionais
(400 ou 500 e 100 ou 125 MHz). Os espectros foram obtidos no Laboratério Multiusuario
de Caracterizacdo e Analise (LMCA-UFPB). Os procedimentos fitoquimicos foram
realizados no Laboratério de Fitoquimica Prof. Dr. Raimundo Braz Filho -
IpeFarM/UFPB.

4.7 Processo cromatografico realizado por CLAE-IES-EM/EM das fases
hidroalcoolicas dos EEB de Sida acuta e Sida linifolia

As fases hidroalcoolicas de Sida acuta e Sida linifolia foram analisadas
individualmente por CLAE-EM/EM. As analises foram realizadas utilizando um sistema
de CLAE da Shimadzu (Prominence) equipado com mddulo de bombeamento de solvente
binario LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, um sistema de degaseificacdo DGU-20A,
detector SPD-M20A arranjo diodo e CBM-20A. Uma aliquota de 0,001 g da amostra foi
solubilizada em 1 mL de metanol (grau CLAE), seguida de filtracdo através de um filtro
de membrana PVDF com um tamanho de poro de 0,45 um. A coluna utilizada foi
Phenomenex Gemini® C18 (250 mm x 4,6 mm d.i. preenchido com particulas 5 um),
com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3 mm d.i. preenchido com
particulas 5 um).

A CLAE foi acoplada a um espectrébmetro de massas da Bruker de baixa
resolugdo, modelo lon Trap-AmaZon X usando a técnica de ionizacdo por electrospray
(IES-EM), operando com voltagem do capilar 4,5 kV, modo de ionizagéo negativo, offset
da placa final 500 V, nebulizador 24,5 psi, gas seco (N2) com fluxo de 4,5 L/h e
temperatura de 200 °C. A metodologia para a analise por CLAE foi desenvolvida para o
modo gradiente, utilizando uma mistura binaria de agua (0,1% é&cido formico, v/v) e
metanol, onde o gradiente mudou de 5% metanol para 100% numa corrida de 60 minutos,
com um caudal de 0,6 mL/min e um volume de inje¢ao de 10 pL.

Os espectros (m/z 50-1000) foram registrados a cada 2 s. A fragmentacédo de CID
foi conseguida no modo auto MS/MS utilizando o modo de resolucdo avangada para o
modo MS e MS/MS.

Os procedimentos de CLAE/EM foram realizados no Laboratorio Multiusuario de

Caracterizacdo e Analise - IpeFarM/UFPB.
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4.8 Obtencao das Nanoemulsdes (NE)
4.8.1 Preparo dos sistemas nanoemulsinados (NE livre de farmaco - NELF)

As NE foram produzidas pelo método de emulsificagdo por inversdo de fases,
método de baixa energia, na qual a fase aquosa é gotejada sobre a fase oleosa sob agitacao
magnética constante. O sistema foi preparado utilizando 5% de triglicerideo de cadeia
média (TCM) (Miglyol® 812), 5% da mistura de tensoativos Tween 80® e
Fosfatidilcolina de soja (FC), numa proporg¢édo 80:20 e 10% de glicerina como co-solvente
(Tabela 1, pag. 56) (Adaptado de Medeiros et al., 2020; Adapatado de Streck et al., 2019;
Adaptado de Islam et al., 2017).

As nanoemulsdes foram desenvolvidas a partir da agitacdo magnética constante a
1500 rpm, apds a fase aquosa contendo apenas agua purificada (obtida por osmose
reversa) ser gotejada na fase oleosa do sistema nanoemulsionado sob fluxo lento de
injecdo. Apds o0 gotejamento da fase aquosa, 0 sistema permaneceu a temperatura
ambiente e sob agitacdo por mais 30 minutos, mantendo-se as condi¢fes. ApoOs esse
processo, obteve-se 3g de sistemas liquidos e levemente azulado, caracteristico de

nanoemulsdes. As formulagdes foram realizadas em triplicata.

Tabela 1: Composicdo da NELF, sem espessante para 3g de formulacéo.

Componentes Concentracéao (%) Massa (g)
Miglyol® 812 5 0,15
Tween® 80 4 0,12
Fosfatidilcolina 1 0,03
Glicerina 10 0,30
Agua purificada 80 2,44

Os procedimentos de producdo e caracterizagdo das nanoemulsdes foram
realizados no Laboratorio de Tecnologia e Biotecnologia Farmacéutica, Departamento de
Farmacia — UFRN.

4.8.2 Incorporacéo do Tilirosideo a NE

Ap0s obtencgdo do sistema nanoemulsionado, o tilirosideo foi incorporado na fase
oleosa na concentracdo de 0,5 mg/g de NE, seguindo o método de emulsificagdo por
inversdo de fases conforme descrito anteriormente.

O tilirosideo utilizado para produzir a NE neste trabalho e realizar os ensaios
antitumorais foi isolado das espécies Sida linifolia, Pavonia malacophylla, Herissantia
crispa e Helicteres eichkeri, seguindo a metodologia descrita anteriormente.
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4.8.3 Adicao de espessante na fase externa da NE

Buscando melhorar a estabilidade da NE contendo o tilirosideo, um polimero,
poloxamer 407 (PO407), foi adicionado a fase aquosa (fase externa) da NE como agente
espessante. O sistema foi obtido a temperatura ambiente, mantendo-se as condi¢des de
agitacdo, tempo e fluxo lento de gotejamento. As concentraces de Oleo e mistura de
tensoativos foram mantidas. A glicerina foi adicionada a concentracdo de 10% e o
polimero foi adicionado também na concentracdo de 10% em relacdo a massa total da
NE.

4.9 Caracterizacgao Fisico-Quimica da NE
4.9.1 Aspectos Macroscopicos

Para a anélise macroscopica das formulacdes NE livre de farmaco (NELF) e com
a substancia ativa (tilirosideo) incorporado (NETL) foi observado coloracéo,
homogeneidade dos sistemas e a ocorréncia de separacdo de fases ou presenca de
precipitados. Os aspectos macroscopicos da NE foram avaliados apds um periodo de 24
horas. As amostras foram armazenadas a temperatura ambiente, em frascos de vidros

selados.

4.9.2 Determinac&o do tamanho de goticula e indice de Polidispersdo (1Pd)

A determinacdo do tamanho das goticulas e sua distribuicdo (indice de
Polidispersao — Pdi) foi realizada pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS)
com o auxilio do modelo ZetaSizer NanoZS (Malver, 82 Brookhaven, UK), em uma
temperatura de 25 + 2° C, comprimento de onda de 632 nm e angulo de detecgéo de 173°.
As amostras de NE foram diluidas em agua milli-Q na propor¢do 1:100 v/v. Os valores

de tamanho da NE foram calculados através do software Zetasizer.

4.9.3 Potencial Zeta (PZ) das Nanoemuls6es

O PZ das nanoemulsbes foi determinado através da andlise da mobilidade
eletroforeética das suas goticulas, utilizando o equipamento ZetaSizer NanoZS (Malver,
82 Brookhaven, UK), a temperatura de 25 + 2° C. As amostras foram adequadamente
diluidas em agua purificada na propor¢do 1:100 (v/v) (ISLAM et al., 2017; STRECK et

al., 2019). Os valores foram calculados através do software Zetasizer.
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4.9.4 Avaliacéo do potencial hidrogenionico (pH) da NELF e NETL
O valor de pH da formulagdo (NETL) foi determinado pelo método
potenciométrico inserindo o eletrodo (Digimed, DM-22) diretamente nas amostras, a

temperatura ambiente. A analise foi realizada em triplicata.

4.10 Estudo de estabilidade das nanoemulsdes

As amostras obtidas das nanoemulsGes foram armazenadas hermeticamente
seladas em tubos de vidro a 25° C + 2° C. Posteriormente foram diluidas em agua
purificada na proporcao de 1:100 (v/v) e as leituras realizadas em intervalos de 7, 15, 30
e 60 dias ap6s o desenvolvimento dos sistemas, sendo registrados o tamanho de goticula
e indice de polidispersdo. Para obter tais informacdes utilizou o equipamento ZetaSizer
NanoZS (Malver, 82 Brookhaven, UK), a temperatura de 25 + 2° C.

4.11 Curva padréo do Tilirosideo

Inicialmente, uma solucao estoque de tilirosideo foi preparada numa concentracdo
de 100 pg/mL em metanol e os pontos da curva diluido em agua, atingindo assim as
concentracdes seguintes (1, 2, 4, 8, 12, 16 e 20 pg/mL). A curva padrdo foi realizada
utilizando sete pontos de concentracdo em espectroscopia UV, utilizando
Espectrofotdmetro de UV/Vis (Varian Cary®), com comprimento de onda de 314 nm. A
equacdo da reta gerada foi utilizada para quantificacdo do metabdlito em estudos

posteriores.

4.12 Estudo de doseamento do Tilirosideo

A fim de confirmar a concentracdo do tilirosideo na NE, um estudo de doseamento
foi realizado para a formulagéo. A formulacéo foi diluida em dgua milli-Q na proporcao
1:100 (v/v). Posteriormente, as amostras foram filtradas em membrana de acetato de
celulose com porosidade 0,45 um. O filtrado foi quantificado por Espectroscopia UV,
utilizando o Espectrofotdmetro de UV/Vis (Varian Cary®), com comprimento de onda
de 314 nm. O calculo da concentracdo do tilirosideo na formulagdo foi realizado
utilizando a equacdo da reta da curva padrdo previamente estabelecida. O sistema livre
de farmaco também passou pelo mesmo procedimento a fim de eliminar qualquer

interferéncia dos demais componentes.
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Uma solucgdo aquosa do tilirosideo também foi preparada na mesma concentracéo
(0,5 mg/g &gua), para fins de comparacao da solubilidade do metabdlito livre em &gua e

quando incorporado a NE.

4.13 Amostras testes para avaliacdo da citotoxicidade

As amostras utilizadas neste estudo foram o tilirosideo, tilirosideo + nanoemulsdo
e nanoemulséo livre de farmaco.

Para realizacdo dos ensaios in vitro, as amostras foram solubilizadas em
dimetilsulfoxido (DMSO) (C2HsSO) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) puro e esteéril,
posteriormente diluidos no meio de cultura especifico em cada caso, ndo ultrapassando a
concentracgéo final de 0,5% de DMSO.

4.14 Linhagens celulares e cultivo para atividade antitumoral
Para os ensaios de atividade antitumoral in vitro foram utilizadas

trés linhagens celulares tumorais (HL-60, MCF-7, SK-MEL-28) (Quadro 5, pag. 59).

Quadro 5: Linhagens de células tumorais utilizadas no estudo.

_ _ . ) Meio de
Linhagens Tipo histologico Origem
cultura
HL-60 Leucemia promielocitica aguda | Homo sapiens RPMI
MCEF-7 Adenocarcinoma de mama Homo sapiens RPMI
SK-MEL-28 Melanoma Homo sapiens DMEM

As linhagens de células tumorais humanas MCF-7 (adenocarcinoma de mama),
HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e SK-MEL-28 (melanoma) foram cultivadas nos
meios Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) ou Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementados com
10% de soro fetal bovino (SBF), e solugdo de antibidticos (penicilina 100 U/mL e
estreptomicina 100 ug/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

As células foram manipuladas em fluxo laminar, para garantir que ndo houvesse

contaminagdes e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera umidificada a 5% de CO..
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4.15 Avaliacdo da citotoxicidade do TL, NELF e NETL

A avaliagéo da atividade antitumoral in vitro foi realizada por meio do ensaio de
reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), analisando
a citotoxicidade do tilirosideo, tilirosideo + nanoemulséo e nanoemulséo livre de farmaco.

As células foram semeadas em placas de 96 pogos nas concentragdes de 3x10°
células/mL (MCF-7 e SK-MEL-28) e 5x10° células/mL (HL-60). Apds 24 horas (células
aderentes - MCF-7 e SK-MEL-28), estas foram incubadas com o tilirosideo, a
nanoemulsdo ou tilirosideo + nanoemulsao (12,5; 25; 50 e 100 pg/mL) dissolvidos em
DMSO (0,5%). Para a linhagem nédo aderente HL-60, este tratamento foi realizado ap6s
o plagueamento das células. Utilizou-se um controle positivo no qual as células foram
tratadas com DMSO a 20%. Apds 72 horas de incubacéo, as placas foram centrifugadas,
0 sobrenadante foi descartado e a solucédo de MTT (10 pL) (5 mg/mL) foi adicionada na
placa. Em seguida, as placas foram incubadas por mais quatro horas. O formazan
depositado, produto da a¢do das células sobre o MTT, foi dissolvido com dodecil sulfato
de sodio (SDS) (100 uL) (MOSMANN, 1983). As densidades Opticas foram determinadas
usando um leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek®), comprimento de onda de 570
nm.

Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.

Os dados foram analisados com o software GraphPad Prism 8.0 e apresentados

como a média = EPM.
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5.1 Substéancias identificadas da fase hidroalcodlica por CLAE-MS/MS de Sida
acuta

A fase hidroalcéolica de Sida acuta foi analisada por CLAE-EM/EM e o seu
cromatograma (Figuras 8 e 9, pag. 62) possibilitou identificar dezenove compostos (1-
19) a partir da interpretacdo dos padrdes de fragmentagcdo presentes nos espectros de
massas e comparagdes com o0s dados da literatura. Os tempos de retencdo e os dados do
espectro de massas, juntamente com as atribui¢cdes dos picos para cada composto foram
identificados utilizando ionizacdo negativa, e estdo descritos na Tabela 2 e Figura 10,
pags. 66 e 67. As fragmentactes dos compostos identificados estdo expostas nas figuras
11 a44.

Figura 8: Cromatograma da fase hidroalcéolica de Sida acuta.
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Figura 9: Expansédo do cromatograma da fase hidroalcéolica de Sida acuta.
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A deteccdo de acidos fendlicos e flavonoides foi facilitada pelo modo em que as
analises foram realizadas (modo negativo) (ABREU et al., 2019), resultando em ions de
fragmentacdo caracteristicos. A proposta da existéncia na amostra de flavonoides
glicosilados foi fundamentada pela perda de unidades osidicas (hexose, 162 Da; hexose
+ 6-desoxihexose-rutinosideo, 308 Da).

Além desses fragmentos, também foi possivel observar sinais tipicos de aglicona
de flavonoides em m/z 301 [M-H]" (N° 13); m/z 315 [M-H] (N° 15); m/z 285 [M-H] (N°
14, 16, 18), correspondendo respectivamente a quercetina, isorhamnetina e canferol
(BRITO et al., 2014), e esses fragmentos de ions derivam da clivagem homolitica e
heterolitica que ocorre entre a ligacdes que unem a unidade osidica a sua aglicona
(CUYCKENS & CLAEYS, 2004) (Tabela 2, pag. 67).

Foi possivel identificar a presenca de derivados do &cido hidroxicindmico. O ion
precursor m/z 341 [M-H] (N°1), apresentou o fragmento principal m/z 179, resultado de
uma perda de hexose (162 Da), condizente com a massa de acido caféico. Os ions filhos
em m/z 161 e 143 vieram de sucessivas perdas de H>O do ion m/z 179. O composto 1 (Tr
4,6 min) possui uma unidade osidica e corresponde ao hexosideo | do &cido caféico. Um
isbmero desse composto pode ser detectado aos 14,6 min, sendo codificado como
(composto 8) e identificado como Acido caféico hexosideo 1. Os compostos 2 e 3
também foram identificados como derivados do &cido caféico, com [M-H] em m/z 377 e
297 respectivamente (Tabela 2, pag. 62) e resultam nos fragmentos os ions m/z 341, 215,
179, e 179 161 135, respectivamente (KOOLEN et al., 2013; MIZIGIER et al., 2016;
SAID et al., 2017) (Tabela 2, pag. 67).

O composto 4 (Tr 10,3 min) com ion molecular m/z 315 ([M-H]") apresentou uma
perda neutra de 162 Da, resultando no fragmento m/z 153, que condiz com a férmula
molecular C7He¢Os4 do &cido protocatecuico e permite propor tratar-se do &cido
protocatecuico hexosideo I. Assim, baseado na literatura, foi sugerido que o composto 4
corresponde ao &cido protocatecuico hexosideo | (ABU-REIDH et al., 2015). No Tr de
12,8 min foi identificado um isdbmero do composto 4 que recebeu o cddigo de composto
6 (Tabela 2, pag. 67).

O composto 5 (Tr 11 min) mostrou um ion pai m/z 331 [M-H], que por
comparagOes com dados da literatura, permitiu sugerir que trata-se do galoil hexosideo.

A presenca do ion m/z 169 (C7HsOs) como pico base confirma a saida de 162 u.m.a
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correspondente a unidade hexose e a permanéncia do fragmento referente ao ion do acido
galico (Tabela 2, pag. 67) (ABU-REIDH et al 2015; ABREU et al., 2019).

Os compostos (7, 9, 11) possuem uma semelhanca estrutural, apresentando em
comum o &cido quinico, identificado como composto 9 (Tr 15,9 min) em sua estrutura
(m/z 191 [M-H]"). O composto 7 (Tr 13,6 min) apresentou o ion quasemolecular m/z 353
[M-H] e houve perda neutra da fragéo de acido caféico (162 Da), assim, o0 composto 7 foi
provisoriamente identificado como é&cido 3-cafeoilquinico (Mateos et al., 2018). O
Composto 11 (Tr 18,1 min) com massa m/z 337 [M-H] mostra um pico de base m/z 191
devido a perda de acido cumarico (146 Da) e em seguida ocorre uma descarboxilacdo do
acido quinico resultando no ion secundario m/z 163, assim sugerindo que se trata do acido
3-p-cumaroilquinico (PLAZONIC et al., 2009) (Tabela 2, pag. 67).

O composto 10 com Tr 16,9 min e m/z 355 [M-H] apresenta em sua fragmentacéo
uma diferenca de 162 Da em relacdo ao composto (17) (m/z 193 [M-H]"), indicando a
presenca de uma unidade osidica em sua estrutura. Enquanto no composto 10 ocorre uma
desidratacédo (-18 Da H20) e origina o ion filho m/z 175, no composto 17 foi evidenciada
uma perda neutra de 15 Da, que resulta no ion m/z 178, bem como duas descarboxilactes
(-44 Da, CO»), resultando nos fragmentos m/z 149 e 134. Assim, apds comparac¢des com
dados da literatura os compostos 10 e 17 foram identificados como hexosideo de acido
ferdlico e acido ferdlico, respectivamente (MIZGIER et al., 2016) (Tabela 2, pag. 67).

O composto 12 (Tr 18,2 min) apresenta como pico base m/z 479 [M-H]", ha uma
perda de 162 Da da hexose resultando em m/z 317, que sofre perda adicional de H2O e
resulta em um ion produto m/z 299, também é possivel observar 0s ions caracteristicos
m/z 389 e 179. Assim, propusemos o composto 12 como miricetina-3-O-glicosideo
(SRISEADKA, WONGPORNCHAI & RAYANAKORN, 2012) (Tabela 2, pag. 67).

O composto 13 (Tr 19,6 min) foi proposto como rutina com base no ion molecular
m/z 609 [M-H]") e como pico base MS? o fragmento m/z 301, que surge da perda da porgao
do acgucar rutinosideo e € compativel com a quercetina (MATEOS et al., 2018; SOUZA
et al., 2020) (Tabela 2, pag. 67).

O composto 15 (m/z 623 [M-H]") apresenta perda semelhante ao composto 17,
com a saida de 308 Da que esté associada ao agucar rutinosideo e origina o fragmento m/z
315, também é possivel observar o ion filho m/z 447, resultante da perda de ramnose (146
Da) juntamente com 30 Da do formaldeido do seu pico base m/z 623. Assim, sugere que

0 composto 15 (Tr 21,6 min) é isoharmnetina-3-O-rutinosideo, um flavonoide metoxilado
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(SRISEADKA, WONGPORNCHAI & RAYANAKORN, 2012; SOUZA et al., 2020)
(Tabela 2, pag. 67).

Os compostos 14, 16, 18 e 19 demonstraram a presenca do esqueleto de canferol
como aglicona em comum (m/z 285 [M-H]"). O composto 14 (Tr 20,8 min) revelou uma
perda neutra de 308 Da causando o fragmento m/z 285, compativel com a saida de uma
porcao de rutinosideo. A partir do ion m/z 285 acontece uma descarboxilacéo e origina o
ion filho m/z 257, o que permitiu sua identificagdo como canferol-3-O-rutinosideo
(MEDINA et al., 2009) (Tabela 2, pag. 59 e 67).

O que difere os compostos 16 e 18 é a auséncia do grupo cumaroil. O composto
16 m/z 447 [M-H] e Tr 22,4 min, apresenta pico base m/z 285 proveniente da perda de
unidade osidica (162 Da) do ion molecular m/z 447 e um ion filho em m/z 255 resultante
da diferenca de 30 Da do m/z 285 e esta relacionada ao HCOH (formaldeido), atribuido
como perda do carbonil em C-3, assim foi sugerido que o composto 16 se trata do
canferol-3-O-glicosideo, conhecido como astragalina (YE et al., 2005; XIAO et al.,
2017). O composto 18 (Tr 27 min) exibiu ion pai (m/z 593 [M-H]) com fragmentos em
m/z 447 (-146 Da), 307 e 285. A perda neutra de 146 Da é caracteristica do acido
cumarico, confirmando o que foi observado com o ion filho (cumaroil hexose) em m/z
307 e o pico em m/z 285 é detectado pela perda do grupo cumaroil (146 Da) juntamente
com a perda da hexose (162 Da), e assim o composto 18 foi caracterizado como canferol-
3-O-coumaroilglicosideo (FELIPE et al., 2014; MATEOS et al., 2018), conhecido como
tilirosideo (Tabela 2, pag. 67).

O canferol, composto 19 apresenta Tr 34,2 min e m/z 285 [M-H], sua forma
aglicona é confirmado devido aos fragmentos em m/z 257 e 229, onde h4 saida de 28 Da
sequencialmente e sdo atribuidas as duas descarboxilac6es, de acordo com o padrdo de
de fragmentacdo do canferol (YE et al., 2005; FELIPE et al., 2014; XIAO et al., 2017)
(Tabela 2, pag. 67).
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Figura 10: Substancias identificadas na fase hidroalcoolica de Sida acuta.
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Tabela 2: fons m/z [M-H]", Fragmentos MS" dos compostos obtidos por CLAE-EM/EM da Fase hidroalcodlico de Sida acuta. (Continua)

Compostos  Tr(min) [M-H] fons fragmentos m/z Tentativa de Identificacdo Referéncias
. B . Koolen et al., 2013; Mizgier et al 2016;
1 4,6 341 179 161 143135 Acido caféico hexosideo | .
Said et al., 2017
2 6,3 377 341215179 Derivado do &cido caféico  Bystrom et al., 2008
3 7.3 297 179 161 135 Derivado do acido caféico  Barros 2013
Acido protocatecuico )
4 10,3 315 153 i Abu-Reidh et al., 2015
hexosideo |
. Abu-Reidh et al., 2015; Abreu et al.,
5 11 331 211169 125 Galoil hexose
2019
Acido protocatecuico )
6 12,8 315 153 . Abu-Reidh 2015
hexosideo 11
7 13,6 353 191 179 Acido 3-caffeolquinico Mateos et al., 2018
.. . i Koolen et al., 2013; Mizgier et al 2016;
8 14,6 341 179 135 Acido caféico hexosideo Il .
Said et al., 2017
9 15,9 191 173 127 109 Acido quinico Abu-Reidh et al., 2015
10 16,9 355 193 175 Acido ferdlico hexosideo ~ Mizgier et al., 2016
11 18,1 337 191 163 Acido 3-p-coumaroilquinico  Plazonic et al., 2009
Kachlicki et al., 2008; Chua et al.,
12 18,2 479 433 389317 299 179 Miricetina-3-O-glicosideo ~ 2011; Sriseadika, Wongpornchai &
Rayanakorn, 2012; Barros et al., 2013
13 19,6 609 301 Rutina Barros et al., 2013; Mateos et al., 2018
14 20,8 593 285 257 Canferol-3-O-rutinosideo Medina et al., 2009
Narcissina (Isorhamnetina-3-
15 21,6 623 447 315 Barros et al., 2013

O-rutinosideo)
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Tabela 2 (cont.): fons m/z [M-H]", Fragmentos MS" dos compostos obtidos por CLAE-EM/EM da Fase hidroalcoélico de Sida acuta.

16

17

18

19

22,4
22,5

27

34,2

447

193

593

285

285 255

178 149 134

447 307 285

267 257 243 239 213
201 151

Astragalina (Canferol-3-O-
glicosideo)
Acido ferdlico
Tilirosideo (Canferol-3-O-
coumaroilglicosideo)

Canferol

Ye et al., 2005; Xiao et al., 2017
Mizgier et al., 2016

Felipe et al., 2014; Mateos et al., 2018

Felipe et al., 2014; Xiao et al 2017
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Figura 11: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 341, referente a ionizacao

do composto 1.
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Figura 12: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 377, referente a ionizacao

do composto 2.
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Figura 13: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 297, referente a ionizacao
do composto 3.
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Figura 14: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 315, referente a ionizacao
do composto 4.
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Figura 15: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 331, referente a ionizacao
do composto 5.
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Figura 16: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 315, referente & ionizacao
do composto 6.
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Figura 17: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 353, referente a ionizacao

do composto 7.
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Figura 18: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 341, referente a ionizacao

do composto 8.
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Figura 19: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 191, referente a ionizacao

do composto 9.
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Figura 20: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 355, referente a ionizacao

do composto 10.
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Figura 21: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 337, referente a ionizacao

do composto 11.
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Figura 22: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 479, referente a ionizacao

do composto 12.
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Figura 23: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 609, referente a ionizacao
do composto 13.
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Figura 24: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 593, referente a ionizacao
do composto 14.
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Figura 25: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 623, referente a ionizacao

do composto 15.
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Figura 26: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 447, referente a ionizacao

do composto 16.
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Figura 27: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 193, referente a ionizacao
do composto 17.

Inlensﬁ “MS2(192.71), 22.5min #1148]
%1004

HO
" 0H

1
133.80 L-
148.72

177.67

T 10 140 1o 10 70 180 80 miz

Figura 28: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 593, referente a ionizacao
do composto 18.

Ime:ass M52(593.01), 27.0min #1386)
X
28473 OH
wo o
]
8 o]
HO OH ©O
o OH
O
= OH
o OH
6
4]
2]
446.7
0 ]u \M Il I 3

" .
200 400 500 800 1000 1200 1400 mz

80



Figura 29: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 285, referente a ionizacao
do composto 19.
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Figura 30: Vias de fragmentagdo dos compostos 1 e 8, em IES-EM/EM modo negativo.
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Fonte: Adaptado de Koolen et al., 2013; Said et al., 2017.
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Figura 31: Vias de fragmentacdo dos compostos 4 e 6, em IES-EM/EM modo negativo.
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Fonte: Adaptado de Abu-Reidh et al., 2015.

Figura 32: Via de fragmentacdo do composto 5, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 33: Via de fragmentacdo do composto 7, em IES-EM/EM modo negativo.
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Fonte: Adaptado de Mateos et al., 2018.

Figura 34: Via de fragmentacdo do composto 9, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 35: Via de fragmentacdo do composto 10, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 36: Via de fragmentacdo do composto 11, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 37: Via de fragmentacdo do composto 12, em IES-EM/EM modo negativo.
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Fonte: Adaptado de Chua et al., 2011; Barros et al., 2013.

Figura 38: Via de fragmentacdo do composto 13, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 39: Via de fragmentacdo do composto 14, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 40: Via de fragmentagdo do composto 15, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 41: Via de fragmentacdo do composto 16, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 42: Via de fragmentacdo do composto 17, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 43: Via de fragmentacdo do composto 18, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 44: Via de fragmentagdo do composto 19, em IES-EM/EM modo negativo.
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5.2 Substancias isoladas e identificadas das partes aéreas de S. linifolia

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Sida linifolia levou ao isolamento e

identificacdo de 4 metabolitos secundarios (Figura 45).

Figura 45: Substancias isoladas da Fase acetato de etila das partes aéreas de Sida
linifolia.

OH
o
HO OH O
S1-3 = Acido trans p-cumarico S/-1: R = O-glicosil-6"-p-coumaroil (tilirosideo)

S/-2: R= OH (canferol)
SI-4: R= glicose (astragalina)

5.2.1 Caracterizacédo estrutural de SI-1

A substancia codificada como SI-1 apresentou-se na forma de p6 amarelo e soluvel
em metanol. No espectro de RMN *H (Figura 46) é possivel destacar quatro picos intensos
para hidrogénios aromaticos, sendo dois pertencentes ao sistema AA’BB’ do esqueleto
do canferol em 617,99 (H-2°,6”) e 616,81 (H-3",5") e dois em 6n 7,33 (H-2°"°,6"") e OH
6,78 (H-3°"",5""), sugeridos para o sistema AA’BB’ do grupo cumaroil. A presenga deste
grupo foi reforcada pelos sinais em dn 6,09 e 6n 7,42, referentes aos hidrogénios o e B3,
respectivamente, cuja constante de acoplamento (J = 15,9 Hz) confere a configuracao
trans (E) (Figura 46, pag. 87).

Os espectros de RMN *H e suas expansdes (Figuras 46-48) sugeriram ainda que a
posicéo 3 do anel C flavonoidico encontrava-se substituida, uma vez que néo foi possivel
notar a presenca de um simpleto entre as regides & 6,39 e 6 6,94 atribuido ao H-3. A
presenca de uma unidade osidica fazendo parte da molécula péde ser sugerida pelo
dupleto em & 5,18 com J=7,2 Hz, tipico de hidrogénio anomeérico de glicose com
configuracéo 3. Esta sugestéo foi fortalecida pelos sinais em on 4,17 e o1 4,30, referentes
a dois duplos dupletos, atribuidos aos hidrogénios metilénicos do carbono 6°’ na molécula
de glicose. Desta forma, sugere-se que esta unidade de agucar esteja ligada na posi¢do C-
3 do anel C do flavonoide (COSTA et al., 2007; TELES et al., 2015a).
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A analise dos dados de hidrogénio (Tabela 3, pag. 88) propde para SlI-1 a estrutura
de um flavonoide com um padrdo de substitui¢do tipica do canferol (3,5,7,4’—
tetrahidroxiflavonol), incluindo uma unidade de agUcar e outra de &cido p-cumarico.

Através da analise do espectro de RMN *3C (Figuras 49 e 50; Tabela 3, pag. 88),
se observa 26 sinais que sdo equivalentes a 30 atomos de carbonos. E possivel notar a
presenca de substituintes oxigenados ao observar os valores para os carbonos C-3, C-5,
C-7,C-4’ ¢ C-4>"’ (Tabela 3, pag. 88).

A unidade osidica foi confirmada pelo conjunto de sinais caracteristicos de
carbonos carbonilicos em 6¢ 64,32, ¢ 71,67, 8¢ 75,71, 8¢ 78,0 e de um carbono anomérico
em dc 104,37 (Tabela 3, pag. 88) que se encontra ligada ao oxigénio C-3.

Um pico em 6 168,80 tipico de carbonila o, B-insaturada, em conjunto com sinais
para carbonos olefinicos em &¢c 114,69 e dc 146,62 e mais dois sinais intensos em ¢
116,85 e oc 131,2, caracteristicos de carbonos metinicos do sistema AA’BB’,
fortaleceram a sugestdo anterior da existéncia de uma unidade de acido p-cumaérico em
SI-1.

Desta forma, apds comparacdo com dados da literatura e reunir as informacdes
dos espectros uni e bidimensionais é possivel identificar a estrutura de SI-1 como sendo
o canferol-3-O-4-D-(6"-E-p-coumaroil) glicopiranosideo (tilirosideo) (Tabela 3, pag.
88), substancia isolada anteriormente de diferentes espécies da familia Malvaceae, entre
elas: Herissantia tiubae (SILVA et al., 2005), Herissantia crispa (COSTA et al., 2007),
Sida galheirensis (SILVA et al, 2006), Sidastrum paniculatum (CAVALCANTE et al.,
2010), Backeridesia pickelii (COSTA et al, 2007), Sidastrum micranthum (GOMES et
al., 2011), Helicteres velutina (FERNANDES et al., 2018) e relatado pela primeira vez
relatado na espécie Sida linifolia.

O tilirosideo utilizado para produzir a NE neste trabalho e realizar os ensaios
antitumorais foi isolado das espécies Sida linifolia, Pavonia malacophylla, Herissantia

crispa e Helicteres eichkeri, seguindo a metodologia descrita anteriormente.

SI-1: canferol-3-O-B-D-(6"-E-p-coumaroil)-glicopiranosideo (Tilirosideo)
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Tabela 3: Dados comparativos de RMN *H e *C (§, CD3;0D, 400 e 100 MHz) de SI-1
comparados com 0 modelo da literatura (5, CD30OD, 200 e 50 MHz) (COSTA et al., 2007).

Mo-1 - Tilirosideo SI-1

C OH dc OH dc
2 - 159,32 - 158,91
3 - 135,17 - 135,10
4 - 179,41 - 179,01
5 - 162,95 - 162,84
6 6,11 (d, J=2,0 Hz) 99,99 6,12 (d, J=2,0 Hz) 101,13

7 - 165,97 - -
8 6,29 (d, J=2,0 Hz) 94,83 6,29 (d, J=2,0 Hz) 95,62
9 - 158,39 - 158,71
10 - 105,56 - 104,61
1 - 122,70 - 122,80
2,6 7,98 (dd, J=8,9e 2,0 Hz) 132,21 7,99 (d, J=8,8 Hz) 132,12
3,5 6,80 (dd, J =8,9e 2,0 Hz) 116,03 6,79 (d, J=8,7 Hz) 116,03
4 - 161,52 - 161,51
1~ 5,24 (d,J=7,6 Hz) 103,95 5,18 (d,J=7,2 Hz) 104,37
2 3,28-3,51'm 75,73 3,42-3,49 m 75,71
37 3,28-3,51 m 77,98 3,42-3,49 m 78,05
4 3,28-3,51'm 71,70 3,42-3,49 m 71,67
57 3,28-3,51 m 75,73 3,42-3,49 m 75,80
6" 4,30 (dd, J=11,5e 2,1 H2) 64,29 4,30 (dd, J =119 e 2 Hz) 64,32
4,17 (dd, J= 11,5 € 6,2 Hz) 4,17 (dd, J=11,9 € 6,5 Hz)

CO - 168,80 - 168,84
o 6,06 (d, J = 16,1 Hz) 114,71 6,09 (d, J =15,9 Hz) 114,69
B 7,39 (d, J=16,1 Hz) 146,56 7,42 (d, J =15,9 Hz) 146,62
1 - 127,07 - 127,04
277,67 7,29 (d,J=8,7 Hz) 131,19 7,33 (d, J=8,6 Hz) 131,2
37,5 6,78 (d, J=8,7 Hz) 116,77 6,76 (d, J=9,0 Hz) 116,85
4 - 161,18 - 161,32
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Figura 50: Espectro de RMN *C BB (5, CDs0D, 125 MHz) de SI-1.
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Figura 51: Espectro HMQC (38, CD30D, 400 e 125 MHz) de SI-1.
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Figura 52: Espectro HMBC (8, CD30D, 400 e 125 MHz) de SI-1.
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5.2.2 Caracterizacgao estrutural de SI-2

A substancia codificada como SI-2 apresentou-se sob a forma de um pé amarelo,
soltivel em metanol. O espectro de RMN *H (Figura 53) da substincia SI-2 quando
comparado com o espectro de RMN H da substancia SI-1, descrita anteriormente, exibiu
sinais semelhantes entre si, mostrando apresentar a mesma substancia.

O seu espectro de RMN H (5, 400 MHz, CD30D) apresentou absorcdes entre Sy
6,16 e on 8,07 que sdo associadas a hidrogénios na regido de arométicos (GOMES et al.,
2011), nos levando a sugerir que este composto possui um nicleo flavonoidico, ja que os
flavonoides sdo comumente encontrados em espécies da familia Malvaceae. Esta
sugestdo foi fortalecida pela presenca de dois dubletos em o1 6,90 e 61 8,07 acoplando
orto com J= 8,8 Hz, integral para 2H cada, referente assim aos hidrogénios H-2’/H-6" ¢
H-3’/H-5°, respectivamente, do anel B de flavonoides com um sistema AA’BB’
(CHAVES, et al., 2017) e permitindo assim sugerir para SI-2 um esqueleto flavonoidico
com anel B p-substituido. Além de outros dois dubletos com sinais em &4 6,16 (d, 1H, J
= 1,8 Hz) e on 6,37 (d, 1H, J = 1,8 Hz) (Figura 53), mostrando acoplamento meta,
atribuidos aos hidrogénios 6 e 8, respectivamente, normalmente encontrado em

flavonoides com substituintes nos carbonos 5 e 7 (Figura 53; Tabela 4, pag. 94).
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A falta de sinal para um singleto entre as regifes o+ 6,39 — 6,94 referentes ao
hidrogénio 3 do anel A, nos leva a sugerir que tal posicdo encontra-se substituida, além
da inexisténcia de picos para unidade(s) osidica(s) ou outros grupos como metoxila,
também nos levou a sugerir que SI-2 possuia um padrdo de substitui¢do do tipo 3,5,7,4,
onde todos os substituintes do anel A, B e C seriam hidroxilas.

O espectro de RMN C unidimensional de SI-2 fortaleceu a proposta do nticleo
flavanoidico ao evidenciar 13 sinais para 15 4&tomos de carbono (Tabela 4), em conjunto
com a amplitude dos sinais ¢ 130,6 e ¢ 116,3, fortaleceram a proposta de um sistema
AA’BB’ referentes aos carbonos metinicos C-2°/C-6> e C-3°/C-5’, respectivamente
(FERNANDES et al., 2018). Podemos destacar o sinal em 6c 177,3 que corresponde a
uma carbonila de cetona conjugada na posicdo C-4 do anel C de flavonoide (Gomes et
al., 2011), em conjunto com 12 sinais para carbonos em anel aromatico, sendo 8C néo
hidrogenados e 4C monohidrogenados (Figura 54; Tabela 4, pag. 94).

O nucleo flavonol foi identificada nesta substancia devido a auséncia CH em ¢
103,6 (C-3) e do C nao hidrogenado dc 163,7 (C-2) caracteristicos do nucleo flavona
(GOMES et al., 2011) e além disso houve a presenca de sinais em d¢c 147,9 (C-2) e oc
137,1 (C-3) os quais estdo ligados diretamente as caracteristicas de um ndcleo
flavonoidico do tipo flavonol.

Os espectros bidimensionais de HMQC (Figura 55) e HMBC (Figura 56)
apresentaram mapas de contorno que forneceram elementos para confirmacao estrutural
da molécula proposta.

Apdbs comparacbes dos dados de RMN H, 13C, uni e bidimensionais com a
literatura e com padrdes quimicos de laboratorio, concluiu-se que a substancia se trata do
3,5,7,4’-tetrahidroxiflavona (canferol), substéncia isolada pela primeira vez em Sida
linifolia e anteriormente de outras especies da familia Malvaceae, como: Herissantia
crispa (COSTA et al., 2009), Sida rhombifolia (CHAVES et al., 2017), Helicteres
velutina (Fernandes et al., 2018) e Waltheria viscosissima (FERREIRA et al., 2019).
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SI-2: Canferol

Tabela 4: Dados de RMN *H e C de SI-2 (8, MeOD, 400 e 100 MHz) comparados
com o0 modelo Mo-1 da literatura [(8, MeOD, 400 e 100 MHz) (CHAVES et al., 2017)].

Mo-1 Canferol SI-2
OH dc OH dc

2 - 148 - 147,95
3 - 137,1 - 137,1
4 - 177,3 - 177,3
5 162,5 - 162,4
6 6,18 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 99,3 6,16 (d, J =1,8 Hz, 1H) 99,5

7 - 165,6 - 166,2
8 6,39 (d, J =2,0 Hz, 1H) 94,4 6,37 (d, J =1,8 Hz, 1H) 94,5

9 - 158,2 - 158,3
10 - 103,7 - 104,3
I’ - 123,7 - 123,7
2’ 8,08 (d, J=8,9 Hz, 2H) 130,6 8,07 (d, J=8,8 Hz, 2H) 130,6
3’ 6,90 (d, J= 8,9 Hz, 2H) 116,3 6,90 (d, J= 8,8 Hz, 2H) 116,3
4 - 160,5 - 160,6
5 6,90 (d, J= 8,9 Hz, 2H) 116,3 6,90 (d, J= 8,8 Hz, 2H) 116,3
6’ 8,08 (d, J=8,9 Hz, 2H) 130,6 8,07 (d, J=8,8 Hz, 2H) 130,6
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Figura 53: Espectro de RMN *H (8, MeOD, 400 MHz) de SI-2.
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Figura 55: Espectro HMQC (5,CDs0OD, 400 e 100 MHz) de SI-2.
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Figura 56: Espectro HMBC (5,CD30D, 400 e 100 MHz) de SI-2.
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5.2.3 Caracterizacao estrutural de SI-3

A substancia codificada como SI-3 apresentou-se sob a forma de um solido
amarelo claro, soltvel em metanol.

Os espectros de RMN *H de SI-3 (Figura 57, pag. 98) mostraram sinais referentes
a hidrogénios de anel aromatico na regido entre oH 6,80 a 7,45. Dois dubletos, em o1 7,45
e 61 6,80, com integracéo para dois hidrogénios cada, ambos apresentando constantes de
acoplamento orto (J = 8,7 Hz), sugeriu a presenga de um sistema AA’BB’, tipico de anel
aromatico p-substituido em situagdo do mesmo ambiente quimico (SILVERSTEIN &
WEBSTER, 2007). Dois dubletos em &H 6,33 ¢ dH 7,62, apresentando integragdo para um
hidrogénio cada e acoplando entre si com J = 15,9 Hz, sugeriram a presenca de um
sistema trans-a-f-insaturado em SI-3 (PAVIA et al., 2001). A unido destes dados e
comparagOes com a literatura (COSTA et al., 2007; LOPES, 2014) revelaram que SI-3
possui em sua estrutura o grupo cumaroil (Tabela 5, pag. 98).

A andlise do espectro de RMN *C-APT (Figura 58, pag. 99) corresponde com a
proposta da presenca do grupo cumaroil ao apresentar sinais para 9 carbonos. Um carbono
ndo hidrogenado em &¢ 169,80 indica a presenca de carbonila o-p-insaturada de acido
carboxilico (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2007), fortalecendo a presenca do grupo o.-
B-insaturado em SI-3, proposto pelo espectro de RMN H. Os picos em ¢ 114,83 (C-a)
e dc 146,60 (C-B), caracteristicos de carbonos olefinicos, ratificaram a presenga deste
grupo. Os carbonos n&o-hidrogenados em &¢ 127,06 e d¢c 161,4 permitiram propor que 0s
carbonos C-1 e C-4 possuem como substituintes os grupos acido a-B-insaturado e uma
hidroxila, respectivamente. Além disso, os espectros bidimensionais (HMQC e HMBC —
Fig. 59 e 60) foram analisados. A juncdo desses dados e comparacGes com a literatura
(Tabela 5, pag. 98), permitiram identificar SI-3 como o acido trans-p-cumarico, um acido
fenolico. Este composto ja foi isolado anteriormente das espécies Bakeridesia pickelii
(Malvaceae) (COSTA et al, 2007) e Pavonia multiflora (Malvaceae) (LOPES, 2014) e

pela primeira vez no género Sida e na espécie Sida linifolia.

SI-3: Acido trans-p-cumarico

HO
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Tabela 5: Dados de RMN *H e *C de SI-3 (5, MeOD, 400 e 100 MHz) comparados com

0 modelo Mo-1 da literatura [(5, MeOD, 400 e 100 MHz) (COSTA et al., 2007)].

Mo-1 Acido trans-p-cumarico SI-3
OH oc OH oc
1 - 127,22 - 127,06
2 7,44 (dd, 2H,J=8,8e2,0Hz) 131,08 7,45(d, 2H,J=8,7Hz) 131,14
3 6,79 (dd, 2H,J=88e2,0Hz) 116,79 6,80(d,2H,J=8,7Hz) 116,87
4 - 161,17 - 161,40
5 6,79 (dd, 2H,J=88e2,0Hz) 116,79 6,80(d,2H,J=8,7Hz) 116,87
6 7,44 (dd, 2H,J=8,8e2,0Hz) 131,08 7,45(d, 2H,J=8,7Hz) 131,14
7(B) 7,59 (d, 1H, J = 15,8 Hz) 146,58 7,62 (d,1H, J =159 Hz) 146,60
8 (o) 6,27 (d, 1H, J = 15,8 Hz) 115,67 6,33 (d,1H,J=159Hz) 114,83
9 (CO) - 171,09 - 169,80
Figura 57: Espectro de RMN *H (8, MeOD, 400 MHz) de SI-3.
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Figura 58: Espectro de RMN *C/APT (8, MeOD, 100 MHz) de SI-3.
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Figura 59: Espectro HMQC (5,CDs0OD, 400 e 100 MHz) de SI-3.
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Figura 60: Espectro HMBC (5,CD30D, 400 e 100 MHz) de SI-3.
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5.2.4 Caracterizacao estrutural de SI-4

A substéncia SI-4 apresentou-se como um pé amorfo de cor amarelada e soluvel
em metanol. O espectro de RMN H! e expansdes (Figuras 61-63) obtidos a 500 MHz em
CDs0D, apresentou deslocamentos quimicos sugestivos de um sistema aromatico
AA’BB’, que corresponde ao anel B de flavonoide, com dois dupletos em oH 6,89 e dn
8,05 integrando para dois hidrogénios cada com constantes de acoplamento (J= 8,9 Hz)
orto, estes sinais foram entdo associados aos conjuntos de hidrogénios H2’/H6’ ¢
H3’/H5’. Além desses sinais ¢ possivel demonstrar que SI-4 possui o anel A
dissubstituido, ja que apresenta dubletos acoplados em meta, com sinais em 6+ 6,36 e dH
6,17 (J=2,0 Hz), os quais sao condizentes com os hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente.
Reforcando que o composto SI-4 é um derivado do canferol (TELES et al., 2015;
DANTAS, 2018).

A auséncia de um simpleto em aproximadamente o+ 6,8 que € caracteristico do
hidrogénio da posicdo 3 de flavonas juntamente com a presenca de sinais caracteristicos
de agucar na regido de on 3,39-3,70 ppm, indicam que esta posicdo poderia estar
substituida. O espectro de RMN *H exibiu ainda um dupleto em &n 5,19 com constante
de acoplamento igual a 7,5 Hz referente ao hidrogénio anomérico, sugerindo que Sl-4
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trata-se de um P glicosideo, assim teriamos a inser¢ao desta unidade osidica no carbono

3 (Tabela 6, pag. 101).

O espectro de RMN 3C (Figura 64, pag. 104) corrobora com a proposta de que

SI-4 se trata de um glicosideo flavonoidico, destacando-se o carbono metinico em ¢

104,3 correspondente ao carbono anomérico. Apds andlise dos espectros de correlacao

heteronuclear HMBC (Figura 65, 104), é possivel notar a correlagdo entre o sinal em dn

5,19, correspondente ao hidroénio do carbono anomérico da unidade osidica, com ¢

133,3 (C-3) confirmou a eterifiicagdo no carbono C-3 da alicona, permitindo identificar

apos comparagdo com dados da literatura a substancia Sl-4 como sendo canferol-3-O-f3-

D-glicopiranosideo (DANTAS, 2018), conhecida como astragalina. Este flavonoide é

comum na familia Malvaceae e pela primeira vez isolado na espécie Sida linifolia.

Sl-4: canferol 3-O-B-D-glicopiranosideo (Astragalina)

HO I

O

OH

HO
OH O OH
O OH

OH

Tabela 6: Dados comparativos de RMN *H e 3C (8, CD30D, 500 e 125 MHz) de SI-4
comparados com 0 modelo da literatura (5, CD3OD, 400 e 100 MHz) (DANTAS, 2018).

c Mo-1 - Astragalina Sl-4
OH dc O dc
2 - 158,5 - 158,6
3 - 1354 - 133,3
4 - 179,5 - 179,2
5 - 163,0 - 162,8
6 6,20 (d, 1H, J=2Hz) 99,9 6,17 (d, 1H, J= 2Hz) 100,6
7 - 167,3 - 168,1
8 6,40 (d, 1H, J=2Hz) 94,7 6,36 (d, 1H, J= 2Hz) 95,3
9 - 159,1 - 158,8
10 - 105,7 - 105,0
r - 122,7 - 122,8
2’6> 8,04 (d, 2H, J= 8,8 Hz) 132,2 8,05(d,2H,J=89Hz) 1322
3’5" 6,88(d, 2H,J=8,9 Hz) 116,0 6,89 (d, 2H,J=8,9Hz) 116,1
4 - 161,1 - 161,5
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Tabela 6 (cont.): Dados comparativos de RMN H e *C (5, CDsOD, 500 e 125
MHz) de SlI-4 comparados com o modelo da literatura (5, CD30D, 400 e 100
MHz) (DANTAS, 2018).

1”

5o
37
4
5
6

5,23 (d, 1H, J=7,6 H2)

3,17 - 3,21 (m)
3,27 — 3,45 (m)
3,27 — 3,45 (m)
3,27 — 3,45 (m)

3,51(dd,J=5,6e12

Hz)e 3,68 (dd,J=2/4¢

12 Hz)

104,0

75,7
78,0
71,3
78,4
62,6

5,19 (d, 1H, J=7,5 Hz)

3,53(dd,J=54¢e119
Hz) e 3,68 (dd, J=2,3 e

3,17 - 3,21 (m)
3,39 — 3,47 (m)
3,39 — 3,47 (m)
3,39 — 3,47 (m)

11,8 Hz),

104,3

75,7
78,0
71,3
78,3
62,6

Figura 61: Espectro de RM
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Figura 62: Expanséo do espectro de RMN H (5, CDsOD, 500 MHz) de SI-4.
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Figura 63: Expansdo do espectro de RMN H (5, CD30D, 500 MHz) de SI-4.
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Figura 64: Espectro de RMN 3C (3, CD30D, 125 MHz) de SI-4.
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Figura 65: Espectro HMBC (5, CD30D, 500 e 125 MHz) de SI-4.
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5.3 Substéancias identificadas da fase hidroalcodlica de Sida linifolia por CLAE-
MS/MS

A fase hidroalcéolica de Sida linifolia foi analisada por CLAE-EM/EM (Figuras
66 e 67) para identificar os compostos presentes, pois € uma amostra de natureza
complexa e os seus estudos na literatura sdo escassos. Foram identificados onze
compostos (1-11) a partir da interpretacdo dos padrdes de fragmentacdo presentes nos
espectros de massas e comparacdes com os dados da literatura. Os tempos de retencéo e
os dados do espectro de massas, juntamente com as atribuicdes dos picos para cada
composto foram identificados utilizando ionizac&o negativa, e estdo descritos na tabela 7
(péag. 108) e figura 68 (pag. 109). A partir dos espectros de massas e das fragmentacGes
nas figuras 69 a 90 houve a identificacdes destes metabolitos.

Figura 66: Cromatograma da fase hidroalcoolica de Sida linifolia.
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Figura 67: Expansdo do cromatograma da fase hidroalcdolica de Sida linifolia.
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O perfil analitico da fase hidroalcéolica de Sida linifolia é semelhante ao de Sida
acuta apresentado anteriormente. Foi possivel também identificar acidos fendlicos e
flavonoides, que foram isolados na fase acetato de etila deste trabalho, apresentando
fragmentos caracteristicos e assim, sendo possivel a comparagdo com dados da literatura.

Durante o processamento dos espectros foi possivel notar sinais tipicos de
aglicona em m/z 301 [M-H] e m/z 285 [M-H], correspondendo respectivamente a
quercetina e canferol (BRITO et al., 2014), e esses fragmentos de ions de origem ocorrem
devido a clivagem homolitica e heterolitica que ocorre nas ligacdes glicosidicas dos
compostos quimicos (CUYCKENS & CLAEYS, 2004), além de notar com frequéncia a
presenca do acido caféico nos compostos identificados.

Os compostos 1 (Tr 4,5 min) e 2 (Tr 4,6 min) de Sida linifolia possuem o mesmo
padrdo de fragmentacio dos compostos 1 e 2 de Sida acuta (Acido caféico hexosideo |
(1) e derivado do acido caféico (2), sendo comuns a estas espéecies de Malvaceae. Sao
metabolitos secundarios derivados do acido caféico, o qual age como intermediario na
biossintese da maioria dos compostos fendlicos, podendo ser ativados pela luz UV ou
liberado no solo (BEZERRA et al., 2020) (Tabela 7, pag. 108).

Condizente com estes metabdlitos, foi possivel propor para o composto 10 (Tr
20,7 min e m/z 179 [M-H]") a fomula molecular (CoHgO4) e sugerir que este tratava-se do
acido caféico, uma vez que ao ser comparado com dados da literatura apresentou
fragmentacdo caracteristicas desta substancia com ions filhos em m/z 135 e 109
(MIZGIER et al., 2016) (Tabela 7, pag. 108).

Os picos referentes aos composto 3 (m/z 594 [M-H]) e 5 (m/z 449 [M-H]") levou
a sugerir que poderia trata-se de duas antocianinas. O composto 3 (Tr 5,3 min) apresentou
uma perda neutra de 309 Da, caracteristico da saida de uma unidade de acUcar conhecida
como rutinosideo (glicose + ramnose, Ci2H2109), resultando no fragmento m/z 290,
condizente com o nucleo da aglicona, denominada cianidina (C1sH110g). O composto 5
(Tr 9,3 min) gerou um ion filho em m/z 287, referente a saida de 162 Da que se refere a
molécula de glicose. Esse fragmento mostrou que o composto 5, assim como o 3
corresponde da cianidina na sua forma heterosidica, porém com uma molécula de glicose
e ndo ramnose. Assim, foi possivel sugerir que o composto 3 se referia a cianidina-3-O-
rutinosideo (C27H31015) e 0 composto 5 a cianidina-3-O-glicosideo (C21H21011) (YANG
etal., 2018; ABDELHAFEZ et al, 2019) (Tabela 7, pag. 108). Portanto, a diferenca entre

elas, encontra-se na unidade osidica.
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O composto 4 (Tr 5,5 min) mostrou um ion pai m/z 133 [M-H] sugerindo tratar-
se do acido malico (CsHeOs). A presenca do ion m/z 115 como pico base confirmou a
proposta, visto que se pode observar a saida de uma unidade de agua (HASIMID et al,
2017; MOUSAVI et al., 2020) (Tabela 7, pag. 108).

O composto 6 apresentou como ion molecular m/z 563 [M-H]". Houve uma perda
de 252 Da resultando no pico base m/z 311. A partir do ion molecular ocorreu a saida de
46 Da (- CH203) e resultou em um ion produto m/z 517, também foi possivel observar o
ion m/z 447. Apds obtencdo desses fragmentos se pdde propor que o composto 6 5,6,7,4'-
tetrahidroxiflavona-6-O-B-D-arabinopiranosil-7-O-a-L-rhamnopiranosideo, um
flavonoide que apresenta em sua estrutura duas pentoses (JIA et al., 2011,
ABDELHAFEZ et al., 2019) (Tabela 7, pag. 108).

O ion pai m/z 401[M-H], referente ao composto 7 (Tr 16,3 min), apresentou como
pico base o ion m/z 269, referente a perda de 132 Da que foi atribuida a saida de uma
pentose, além do ion m/z 161 que foi detectado ap6s uma perda de 108 Da do ion filho
m/z 269. Apds comparacdes com dados da literatura foi possivel propor que a molécula
em analise se tratava de um alcool benzilico hexose pentose (MOCO et al., 2006;
BYSTROOM et al., 2008) (Tabela 7, pag. 108).

O ion molecular desprotonado [M-H] em m/z 593 forneceu como pico base m/z
353, ap6s uma perda de 240 Da. Além disso, a partir do ion pai m/z 593 aconteceu a perda
de 210 Da fornecendo o ion filho m/z 383. A partir de compara¢fes com dados da
literatura, € sugerido que o composto 8 (Tr 16,3 min) apresente substituicdes C-6 e C-8,
sendo identificado como 6,8-C-diglicosil-apigenina (UYSAL et al., 2021) Tabela 7, pag.
108).

O composto 9 (Tr 19,4 min) foi proposto como rutina com base no ion molecular
m/z 609 [M-H]" e como pico base MS? o fragmento m/z 301, obtido a partir da perda da
porcdo do acgucar rutinosideo e é compativel com a quercetina (MATEOS et al., 2018;
SOUZA et al., 2020) (Tabela 7, pag. 108). Substancia identificada em Sida acuta,
composto 13.

O ion molecular (m/z 593 [M-H]") apresenta o0 mesmo perfil de fragmentacéo que
0 composto 18 identificado em Sida acuta, apresentando a presenca do grupo cumaroil e
da hexose, desta forma o composto 11 (Tr 27,2 min) foi caracterizado como canferol-3-
O-coumaroilglicosideo (FELIPE et al., 2014; MATEOS et al., 2018), conhecido como
tilirosideo (Tabela 7, pag. 108).
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Tabela 7: fons m/z [M-H]", Fragmentos MS" dos compostos obtidos por CLAE-EM/EM da Fase hidroalcodlica de Sida linifolia.

Compostos  Tr (min) [M-H] lons fragmentos m/z Tentativa de identificagéo Referéncias
1 4,5 341 179 161 143 Acido caféico hexosideo | Said et al., 2017
2 4,6 377 341 179 161 Derivado do acido caféico Bystroom et al, 2008
3 53 594 290 Cianidina-3-O-rutinosideo  Abdelhafez et al, 2019
‘- - Hasimid et al, 2017;
4 5 133 115 Acido malico Mousavi et al., 2020
5 9,3 449 287 Cianidina-3-O-glicosideo Yang et al., 2018
5,6,7,4'-tetrahidroxiflavona-6-
6 14,2 563 517 447 311 O-B-D-arabinopiranosil-7-O-a- Abdelhafez et al., 2019
L-rhamnopiranosideo
Alcool benzilico hexose Moco et al., 2006;
! 16,3 401 269 161 pentose Bystroom et al., 2008
8 16,3 593 383 353 6,8-diglicosil-apigenina Uysal et al., 2021
9 19,4 609 301 Rutina Hasimid et al., 2017
10 20,7 179 135 109 Acido caféico Mizgier et al., 2016
11 272 503 447 307 285 255 Tilirosideo (Canferol-3-O-  Felipe et al., 2014;

coumaroilglicosideo)

Mateos et al., 2018
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Figura 68: Substancias identificadas na fase hidroalcoolica de Sida linifolia.

Figura 69: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 341, referente a ionizacao

do composto 1.
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Figura 70: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 377, referente a ionizacao

do composto 2.
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Figura 71: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 594, referente a ionizacao

do composto 3.
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Figura 72: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 133, referente a ionizacao
do composto 4.
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Figura 73: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 449, referente a ionizacao
do composto 5.
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Figura 74: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 563, referente a ionizacao
do composto 6.
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Figura 75: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 401, referente a ionizacao
do composto 7.
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Figura 76: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentacdes do ion m/z 593, referente a ionizacao

do composto 8.
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Figura 77: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 609, referente a ionizacao

do composto 9.
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Figura 78: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 179, referente a

ionizacao do composto 10.
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Figura 79: Espectro de IES-EM/EM com as fragmentagdes do ion m/z 593, referente a ionizacao

do composto 11.
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Figura 80: Via de fragmentacdo do composto 1, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 81: Via de fragmentacdo do composto 2, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 82: Via de fragmentacdo do composto 3, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 83: Via de fragmentacdo do composto 4, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 84: Via de fragmentacdo do composto 5, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 85: Via de fragmentacdo do composto 6, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 86: Via de fragmentacdo do composto 7, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 87: Via de fragmentacdo do composto 8, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 88: Via de fragmentacdo do composto 9, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 89: Via de fragmentacdo do composto 10, em IES-EM/EM modo negativo.
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Figura 90: Via de fragmentacdo do composto 11, em IES-EM/EM modo negativo.
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5.4 Caracterizacdo da nanoemulsao com tilirosideo
5.4.1 Formulacéo e incorporacao do Tilirosideo na NE

A selecdo dos constituintes foi realizada levando em consideracdo as
caracteristicas do composto a ser incorporado, a obtencéo das propriedades desejadas do
sistema de interesse, como também de algumas particularidades por exemplo, a via de
administracdo e sua biocompatibilidade. A tabela 8, apresenta os componentes da

formulacdo que foram utilizados.

Tabela 8: Composicéo final das NELF para 3g de formulacéo.

Componentes Concentracéao (%o) Massa ()
Miglyol® 812 5 0,15
Tween® 80 4 0,12
Fosfatidilcolina de soja 1 0,03
Glicerina 10 0,30
Poloxamer 407 10 0,30
Agua purificada 70 2,10

Fonte: Dados da pesquisa.

A escolha dos componentes adequados, capazes de formar mono ou multicamadas
em torno das goticulas oleosas, de forma a reduzir a tensdo interfacial e/ou aumentar a
repulsdo entre as goticulas, € um dos principais motivos relacionados a estabilidade do
sistema de liberacdo (BRUXEL et al., 2012). Usa-se o equilibrio hidrofilico-lipofilico
(EHL) na escolha de tensoativos adequados para preparacdo de sistemas emulsionados.
Assim, utilizam-se tensoativos de EHL no intervalo 3-6 para se obter emuls6es agua/6leo
e intervalo de 8-18 para emuls6es 6leo/agua (MORAIS, 2006).

Os triglicerideos sdo altamente lipofilicos e sua capacidade solvente para farmacos
é geralmente em funcdo da concentracdo eficaz dos grupos ésteres, assim, um TCM
(triglicerideo de cadeia média) geralmente tem maior capacidade solvente que um TCL
(triglicerideo de cadeia longa) (Pouton & Porter, 2008). Neste trabalho foi empregado o
triglicerideo de cadeia média - Miglyol® 812, predominantemente C8 e C10. Sio
utilizados em uma grande variedade de formulacgdes farmacéuticas, incluindo preparacdes
oral, parenteral e topica. Apresentam boas propriedades solventes, boa estabilidade contra
a oxidacéo, geralmente considerados materiais essencialmente ndo toxicos e ndo irritantes
(ROWE, SHESKEY & QUINN, 2009; STRECK et al., 2019).

O tilirosideo, composto a ser incorporado, possui Log Pow= 2,71, apresentando

caracteristicas lipofilicas (LUO et al., 2011). Portanto, para que se seja carreado de forma
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efetiva, € recomendado a incorporacfes em sistemas O/A. Os tensoativos sao essenciais
para a formacdo de sistemas do tipo éleo em &gua (O/A). Ao longo do trabalho foram
utilizados Tween 80 e Fosfatidilcolina de soja (FC) numa proporgéo de 80:20, como
mistura de tensoativos.

O polisorbato 80, conhecido como Tween 80 (EHL= 15), € um tensoativo néo-
anionico, soluvel em &agua e apresenta-se como um liquido oleoso amarelado. Séo
utilizados em diferentes formulagdes farmacéuticas para vias oral, parenteral e topica,
sendo considerados atdxicos e ndo irritante (ROWE, SHESKEY & QUINN, 2009).

A fosfatidilcolina de soja (EHL=4) é muito utilizada como tensoativo, pois
apresenta grande biocompatibilidade, independente da via de administracdo e néo
apresentam problemas de toxicidade, sendo bastante utilizada em medicamentos de via
oral e parenteral. E um tensoativo natural, lipofilico, capaz de formar grandes micelas em
meios aquosos e devido a esta caracteristica é rapidamente difundida na interface éleo-
agua (ROWE, SHESKEY & QUINN, 2009; TRAN et al., 2016). Ambos utilizados na
formulacdo estéo presentes na lista Geralmente Reconhecidos como Seguro (GRAS).

Dentre os tensoativos, 0s ndo-ibnicos mostram vantagens particulares para
aplicacdo farmacéutica devido a suas baixas toxicidade as membranas celulares, baixa
irritabilidade, elevada estabilidade quimica, sendo alguns, utilizados em preparacdes orais
e parenterais. Possuem também maior grau de compatibilidade com diversas substancias,
quando comparados aos tensoativos catidnicos e anibnicos e sdo menos sensiveis as
alteracdes de pH ou a adicdo de eletrolitos (GRAMPUROHIT, RAVIKUMAR &
MALLYA, 2001; BILLANY, 2005).

A glicerina ou glicerol, foi o cossolvente utilizado. E usada em uma ampla
variedade de formulacgdes farmacéuticas incluindo preparagdes orais, oftalmicas, topicas
e parenterais. A glicerina é um liquido limpido, incolor, inodoro, viscoso, higroscépico,
soltvel em &gua e que apresenta estabilidade quimica ao ser misturada com agua (ROWE,
SHESKEY & QUINN, 2009).

As substancias com propriedades cossolventes além de ajudar na formacgéo de
sistemas liquidos e transparentes também sdo muito importantes para aumentar a
solubilidade em agua de farmacos pouco soltveis (SOLEYMANI et al., 2013; BHAT;
HAQ; SHAKEEL, 2014). Rao e McClements estudaram o efeito do cossolvente na
emulsificacdo quando ¢ adicionado glicerol. Nesse estudo, eles observaram pelo tamanho

da goticula que esse sistema produzido com cossolvente apresentou caracteristicas de
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nanoemulsdo, isto porque o co-solvente aumentou o indice de refracdo entre a fase
continua e a gota (RAO; MCCLEMENTS, 2013).

O Poloxamer 407 (POL407), é um polimero sélido, ndo anidnico, estavel e soltvel
em agua. Os poloxameros sdo usados em uma variedade de formulacdes farmacéuticas
orais, parenterais e topicas e sdo geralmente considerados como materiais ndo toxicos e
nédo irritantes (ROWE, SHESKEY & QUINN, 2009). Pesquisadores relataram que o
POL407 reduziu com sucesso o risco de precipitacdo de drogas no trato Gl ap6s a diluicdo
e melhorou biodisponibilidade (TUNG et al., 2019; HAN et al., 2020).

Para a formacdo de sistemas com goticulas pequenas pelo método de
emulsificagdo por inversdo de fases, a composicao e a razéo dos constituintes s&o muito
importantes devido a influéncia dos tensoativos no angulo de contato com a &gua. Os
surfactantes utilizados permitem a total absorcdo e orientacdo instantanea da molécula
apos particdo entre as duas fases, facilitando a reducdo da tensdo interfacial (LI et al.,
2013), além de ajudar na formacdo de goticulas pequenas. Com isso, sistemas
nanométricos foram encontrados utilizando TCM como 6leo, Tw 80 e FC como
tensoativos, 10% de glicerina como cossolvente e 10% de poloxamer como espessante e
70 % de &gua purificada como fase aquosa.

Apos a escolha da formulacdo, o tilirosideo foi incorporada a nanoemulséo.
Damasceno e colaboradores (2011) afirmam que a encapsulacdo maxima de um farmaco
pode ser alcancada através da incorporacdo deste durante o processo de formacdo do
sistema. Neste contexto, a incorporacdo de farmacos lipofilicos, como o tilirosideo, em
sistemas nanoemulsionado do tipo O/A, como o0 obtido neste trabalho, pode
ocorrer por meio da solubilizacdo das moléculas do ativo no filme interfacial de
tensoativos ou no ndcleo oleoso das goticulas, os quais apresentam propriedades distintas
das do meio aquoso externo. Assim, o tilirosideo foi adicionada a mistura da fase oleosa
e tensoativo. Em seguida, a fase aquosa foi adicionada e o sistema nanoemulsionado foi

obtido através do método de emulsificagdo por inverséo de fases (ISLAM et al., 2017).

5.4.2 Determinacao das caracteristicas fisico-quimicas

5.4.2.1 Aspectos Macroscopicos
A analise macroscopica em sistemas liquidos dispersos deve ser realizada
avaliando-se algumas condigdes, como: limpidez, precipitacdo do farmaco disperso,

cremagem, homogeneidade e transparéncia. E uma avaliagio que deve ocorrer com e sem

125



a adicdo do composto quimico, uma vez que é indispensavel avaliar se este composto
influenciara no meio que esta disperso.

Os sistemas obtidos, tanto NELF quanto NETL, se apresentaram como sistemas
limpidos, homogéneos, sem a ocorréncia de separacdo de fases ou de precipitado de
farmaco (Figura 91 pag. 123).

Figura 91: Aspecto visual das formulagdes.

5.4.2.2 Tamanho de goticula e indice de polidispersao (I1Pd)

A seguir a tabela 9 informa os parametros avaliados.

Tabela 9: Diametro hidrodindmico da goticula (nm) e IPd de acordo com o tempo de
armazenamento (média + desvio padrdo) da NELF e da NETL.

Formulagdo da NELF Formulagdo da NETL
armagspameno  DATEUO gy Didmero jpg
(Dias)
1 68,48+ 0,61  0262+001 9379+287 0,273+0.01
/ 90,8+7,74 0224+0.01 9381+1188 0,243+0,05
15 96,85+ 11,98 0,218+0.01 94,02+9,67 0,204 +0.01
30 90,99 + 6,041 0,173+0.01 89,23+9,49 0,172+ 0,01
60 95+481  0,164+001  96+9,06 0,170 +0,01

As nanoemulsbes apresentaram um diametro 95 + 4,81 (NELF) e 96 £+ 9,06
(NETL) apds 60 dias de preparo, 0 que proporciona um resultado satisfatorio, estando de

acordo com a literatura, uma vez que as nanoemulsdes consistem em formulagdes
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contendo estruturas de diametro inferior a 500 nm (ZORZI et al., 2015). Os tamanhos
similares no didmetro das goticulas da NETL quando comparada com a formulag&o livre
de farmaco, no decorrer dos sessentas dias de analise, indica que ndo houve alteracdes
significativas nas goticulas apds a incorporacgéo do farmaco na NE, sugerindo estabilidade
fisico-quimica do sistema desenvolvido.

O estudo da distribuicdo do tamanho de goticulas € visto como um dos critérios
mais importantes na avaliacdo da estabilidade de sistemas dispersos, além disso € um
fator primordial que indica provaveis aspectos da taxa e extensdo da liberacéao e absor¢édo
de acordo com a auséncia ou a presenca de um tamanho nanométrico dessa goticula (WEI
et al., 2012). A técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS) é considerada uma
ferramenta precisa e conveniente para os estudos das propriedades internas das NE, sendo
empregada para a determinacédo do tamanho de goticulas do sistema através da flutuacéo
da intensidade da luz espalhada pelas goticulas em suspensdo, agindo em movimento
Browniano, alcangando desta forma uma distribuicdo hidrodindmica do seu tamanho (LI
et al., 2010).

Segundo Roger e colaboradores, o tamanho ideal de nanocarreadores para
aumentar a captacdo através do trato gastrointestinal é de 50 a 300 nm (ROGER et al.,
2010). Portanto, o tamanho obtido nas formulaces apresenta-se ideal para a via de
administragdo oral.

Foi determinado também o indice de polidispersdo (IPd) das formulagdes. Este
indicador leva em consideracdo o tamanho médio das goticulas, o indice de refracdo do
solvente, o angulo de medida e a variagdo da distribuicdo. S&o fatores que avaliam a
homogeneidade na populacéo de goticulas, podendo serem classificados em monomodal
(0,1 -0,3) ou polimodal (> 0,3) (REIS, 2017).

Conforme exposto na tabela 9, o IPd encontrado de 0,164 + 0,01 ap6s 60 dias para
NELF e de 0,170 = 0,01 para NETL indica uma distribuicdo de goticulas do tipo
monomodal e homogéneo, aléem disso mostra que técnica utilizada foi eficiente para
producdo de particulas uniformes, o que reflete na qualidade em relacdo a sua estabilidade
(REIS, 2017). Deste modo, a incorporacdo do tilirosideo ndo interferiu na morfologia e
tamanho das goticulas, sugerindo minima predisposi¢édo para agregacéo e confirmando a

estabilidade fisica para as formulagdes NETL (Figuras 92 e 93, pag. 125).
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Figura 92: Tamanho de particula e IPd da NELF em diferentes tempos de

armazenamento.
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Figura 93: Tamanho de particula e IPd da NETL em diferentes tempos de
armazenamento.
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5.4.2.3 Determinacéo do pH e do Potencial Zeta (PZ)

O estudo de pH das formulacGes é visto como um indicativo da viabilidade da
formulacéo e de sua estabilidade, uma vez que este pH pode indicar alteragdes estruturais,
crescimento microbiano, presenca de reagdes quimicas como processos de degradacao e
oxidacdo de componentes, sendo considerado um parametro sensivel no controle de
qualidade dessas formulacbes (BRUXEL, 2012). Os valores de pH das formulagdes estdo

descritos na tabela abaixo.

Tabela 10: pH e PZ das formulacdes NELF e NETL.

Formulacdes pH £ DP PZ £ DP (mV)
NELF 5,74 +£0,15 -129+41
NETL 6,94 + 0,08 -10,1+1,7

A realizacdo deste estudo busca verificar se a NETL possui compatibilidade para
administracdo oral. O pH encontrado para NELF foi de 5,74 + 0,15 e para a NETL foi de
6,94 = 0,08, esta diferenca no pH observado apo6s adicdo do tilirosideo pode estar
relacionado com a quantidade de hidroxilas fendlicas é&cidas presentes na estrutura
quimica deste flavonoide, diminuindo a acidez da NE. Para Strickley e Oliyai (2007), a
variacdo tolerada biologicamente pela via oral € de pH entre 2 e 10. Nesse caso, tanto a
NELF quanto a NETL obtiveram valor de pH compativel com o uso via oral, sendo viavel
a sua utilizacdo.

O potencial Zeta (Tabela 9), representa o potencial elétrico em torno da goticula
no plano de cisalhamento, ou seja, caracteriza aproximadamente a carga superficial das
particulas do sistema. As cargas superficiais elevadas ocasionam o predominio das forcas
de repulséo entre as goticulas. Assim, a existéncia de uma forga de repulsdo elevada, é
importante para prevenir o contato e a aglomeracédo das goticulas. O PZ possui um papel
importante na determinacdo da estabilidade de sistemas dispersos e nas interacGes entre
essas goticulas presentes (BHANDARI; KAUR, 2013; BOSE et al., 2013; KHAN et al.,
2013).

A pesquisa apresentou PZ negativo de -12,9 £ 4,1 (mV) e -10,1 £ 1,7 (mV), para
formulacdo sem e com TL, respectivamente. Sistemas que apresentam uma maior
estabilidade possuem valores de potencial zeta iguais ou superiores a 20 mV (BOSE et
al., 2013). Os valores relativamente baixos encontrados de PZ para ambas as formulacdes

poderiam indicar que estas apresentem baixa estabilidade a longo prazo. Porém, a
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estabilidade de formulagbes que contém na sua composicdo tensoativos ndo-ibnicos,
como a formulacgdo do presente estudo, ndo depende apenas do potencial zeta, uma vez
que este tipo de tensoativo tende a diminuir o valor absoluto deste pardmetro
(AGGARWAL et al., 2013). Portanto, é necessario a realizacdo de estudos posteriores
que avaliem a estabilidade a longo prazo.

p (SARI et al., 2015).

5.4.3 Doseamento e solubilidade da NETL
O calculo de concentracdo foi realizado utilizando a equacdo da reta da curva
padrdo previamente estabelecida (Figura 94, pag. 127). O sistema branco também
passou pelo mesmo procedimento a fim de eliminar qualquer interferéncia dos demais

componentes.

Figura 94: Curva padrdo do tilirosideo.
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Apbs doseamento, seguindo método descrito, foi possivel identificar que
aproximadamente 495 ug/g de tilirosideo esta presente na nanoemulsdo. Desta forma,
podemos dizer que a metodologia utilizada no preparo da NE foi eficiente para incorporar
o flavonoide na nanoemulséo.

Com a realizacdo do estudo de solubilidade aquosa foi possivel observar a
formacéo de precipitado do farmaco na solucéo (Figura 95, pag. 128), demonstrando que

na concentracdo de 500 pg/g o farmaco ndo foi completamente solivel em &dgua. Em
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contrapartida, na nanoemulsdo nao houve presenca de precipitado, o que demonstra que
o farmaco esta completamente disperso no sistema.

A encapsulacdo de compostos fendlicos, como o tilirosideo supera as
desvantagens de sua instabilidade, melhoraram a solubilidade e a sua bioatividade, pois
0 sistema nanoemulsionado com sua liberacdo controlada melhora também a

biodisponibilidade e consequentemente pode tornar este flavonoide mais eficaz e efetivo.

Figura 95: Solubilidade do TL em H20 (A) e NETL (B).
*
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5.5 Atividade antitumoral

A atividade citotoxica do tilirosideo, nanoemulsdo livre de farmaco, tilirosideo +
nanoemulsdo foram testadas in vitro em um painel de trés linhagens de células tumorais
humanas mamarias (MCF-7), melanoma (SK-MEL-28) e leucémicas (HL-60). As

atividades citotoxicas, expressas em pg/mL sdo mostrados na figura 96, pag. 129.
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Figura 96: Citotoxicidade do tilirosideo, nanoemulsdo livre de farmaco e tilirosideo +
nanoemulsdo frente as linhagens tumorais humanas MCF-7 (A), SK-MEL-28 (B) e HL-
60 (C).
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Apbs 72 horas de tratamento, ndo foi observado efeito citotoxico significativo do
tilirosideo frente a linhagem de carcinoma maméario MCF-7, em nenhuma das
concentragdes testadas. Quanto a nanoemulsdo e a formulagdo tilirosideo + nanoemulséo,
observou-se efeito citotoxico méximo na concentracdo de 25 pg/mL, com percentual de

inibicdo da proliferacédo celular de 21,03 £ 2,63% e 21,50 * 3,67%, respectivamente (p <
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0,05, quando comparado ao grupo controle). Todavia, ndo houve diferenca significativa
entre as amostras testadas, indicando que a formulagéo ndo alterou o efeito do tilirosideo
nessa linhagem.

Na linhagem HL-60, foi observado efeito citotoxico do tilirosideo com percentual
de inibicdo do crescimento celular variando de 43,76 + 1,74% em 12,5 pg/mL até 59,69
+ 1,35% na concentracdo de 100 pg/mL (p < 0,05, quando comparado ao grupo controle).
A nanoemulsdo induziu efeito citotoxico maximo na concentracdo 12,5 pg/mL, com
percentual de inibicdo da proliferacdo celular de 28,55 + 1,41% (p < 0,05, quando
comparado ao grupo controle). Quanto a formulacgéo tilirosideo + nanoemulsdo, foi
observado efeito citotoxico maximo também na concentragdo de 12,5 pg/mL, com
percentual de inibicdo da proliferagdo celular de 43,23 + 4,60% (p < 0,05, quando
comparado ao grupo controle).

Estudo realizado por Tao; Geethanggili; Fang; Tzeng 2007, também avaliou a
atividade do tilirosideo para leucemia. Foi constatado uma atividade frente a linhagem
Jurkat, com uma ICso de 11.6 + 2.6 uM. Resultado também semelhante é apresentado por
Dimas et al., 2000, onde o tilirosideo diante das linhagens CCRF—-CEM, NAMALWA
apresentou uma ICso de 17,1 e 16,1 ug/mL*, respectivamente (DIMAS et al., 2000).

Entretanto, para a linhagem HL-60, os resultados aqui apresentados sugerem que
a formulacdo ndo potencializou o efeito do tilirosideo, ao contrario, nas maiores
concentracdes, observa-se que a formulacdo induziu uma reducdo desse efeito. Nas
concentracdes de 50 e 100 pg/mL, os percentuais de inibicdo do crescimento celular apds
tratamento com tilirosideo foram de 58,95 + 1,28% e 59,69 + 1,35%, enquanto para a
combinacdo tilirosideo + nanoemulsdo esses percentuais foram de 33,09 + 3,38% e 26,68
+11,03%.

Na linhagem tumoral de melanoma, SK-MEL-28, ndo foi observado efeito
citotoxico significativo das amostras em nenhuma das concentragdes testadas.

Entre os varios produtos naturais, os flavonoides tém atraido atengéo devido ao
seu notavel espectro de atividades farmacoldgicas, como antioxidante, antimutagénica,
antibacteriana, antiangiogénica, antiinflamatoria, antialérgica, moduladora de atividades
enzimaticas e atividade anticancerigena (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016;
ABOTALEB et al., 2018; AL-ISHAQ et al., 2019).

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios que existem na natureza como
agliconas livres ou conjugados glicosidicos. Quimicamente, eles sdo polifendlicos e

possuem uma estrutura de fenil benzopirona (C6-C3—-C6) categorizada principalmente
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em flavonas, flavonoides, isoflavonas, flavonois, flavanonas, flavanonois e chalconas
com base no nivel de saturacdo, padrdo de substituicdo do anel C e abertura central do
anel pirano (RAVISHANKA et al., 2013). Essa diversidade de padrdes estruturais
resultou no reconhecimento dos flavonoides como uma rica fonte de compostos com
potenciais propriedades anticancerigenas.

Os flavonoides modulam as vias de sinalizagdo ndo apenas durante a iniciacéo ou
promocdo do cancer, mas seus efeitos sdo significativos também nos processos de
progressao do cancer, incluindo invasdo de areas circundantes e a formacdo de metastases
distantes (CHANDRA, 2016; ABOTALEB et al., 2018; AL-ISHAQ et al., 2019).

Diversas proteinas quinases que estdo envolvidas na patologia do cancer, por
exemplo, receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFRs), receptores do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFRs) e quinases dependentes de ciclina (CDKSs),
foram moduladas por flavonoides (SINGH; AGARWAL, 2006). Esses metabdlitos
também desempenham um papel significativo na inibicdo de enzimas, como COX
(ciclooxigenase) e LOX (lipoxigenase) que estdo associadas ao cancer e patologias
inflamatdrias (HAN et al., 2020; L1 et al., 2022).

Outro mecanismo protetor dos flavonoides também inclui os efeitos antioxidantes.
Eles impedem a leséo tecidual dos radicais livres, eliminando-os diretamente
(D’AMELIA, AVERSANO; CHIAIESE; CARPUTO, 2018) e inibem oxidases como
ciclooxigenase, lipoxigenase, monooxigenase microssomal, que produzem 0s anions
superéxido (HAN et al., 2020; LI et al., 2022). Ferro livre e cobre sdo os principais
responsaveis pela producdo de espécies reativas de oxigénio. Os flavonoides quelam esses
fons livres, resultando na inibicdo do desenvolvimento de radicais livres
(RAVISHANKAR; RAJORA; GRECO; OSBORN, 2013). Essas -caracteristicas
destacam o potencial dos flavonoides para serem desenvolvidos como agentes
antiproliferativos.

O tilirosideo, flavonoide utilizado para realizar os ensaios anticancerigenos nesta
tese, tem como nucleo basico o canferol. Estudos relatam que o canferol suprimiu a
invasdo e migracdo de células cancerigenas renais 786-O por meio da reducdo do nivel e
da atividade da proteina MMP-2, e esse efeito foi associado a regulacdo negativa da
fosforilagcdo de AKT e da quinase de adeséo focal (FAK). Além disso, o canferol também
inibiu a metastase de células 786-O nos pulmdes (HUNG et al., 2017). Para Chien et al.,
2019, o canferol suprimiu a migracdo e a invasdo de células epiteliais pigmentares da

retina humana ARPE-19 através da reducdo da expressdo de proteinas e da atividade de
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MMP-2 mediada por niveis aumentados de quinases reguladas por sinal extracelular
fosforiladas 1/2 ERK1/2 (CHIEN et al., 2019).

Os sistemas de entrega de farmacos, como por exemplo a nanoemulsdo, sdo
capazes de entregar as substancias de forma regulada, aumentando assim a
biodisponibilidade do farmaco. A fusdo desse sistema de distribuicdo e substancias
bioativas de fontes vegetais resulta na reducéo da degradacéo e toxicidade dos compostos
(MARTINEZ; 1ZQUIERDO; GARCIA; DOMINGUEZ, 2018). Com isso, sd0 capazes
de ajudar a aumentar a estabilidade, solubilidade e melhorar atividade farmacologica do
flavonoide.

A espécie Sida acuta (Malvaceae) exibe propriedades anticancer significativas na
literatura em modelo in vivo (THONDAWADA et al., 2016), e seu extrato cloroférmico
mostrou atividade contra linhagens tumorais humanas A-431 (carcinoma epidermoide) e
HelLa (carcinoma cervical) (KANTHAL et al., 2017). Ja& o extrato hexanico de Sida
rhombifolia apresentou citotoxicidade contra as linhagens Hep G2 (cancer de figado) e
SNU-1 (cancer de estdbmago) na concentracdo de 100 pg/mL (MAH; TEH; EE 2017).

Estudo realizado com flavonoides de W. periplocifolia (Malvaceae) contra células
tumorais UVW (carcinoma cerebral) e PC-3M (carcinoma de prostata), demostrou que o
tilirosideo exerceu uma atividade antiproliferativa seletiva contra células de carcinoma
de prostata PC-3M, apresentando uma ICso de 60.55 + 1.12 (ug/mL) (TELES et al.,
2015a). O tilirosideo apresentou ainda fortes efeitos antitumoral in vitro contra as
linhagens de carcinoma hepatocelular Hep3B e SNU-449 (HAN; YANG; LU; LIN,
2021). Para Radziejewska et al., 2022, o tilirosideo inibe a expressdo dos RNAms MUC1,
ST6GalNACT2 e FUT4, a proteina NF-kB, podendo atuar como um agente preventivo
contra o cancer gastrico (RADZIEJEWSKA et al., 2022).

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a formulacdo tilirosideo +
nanoemulsdo ndo apresentou efeito citotoxico significativamente superior as amostras
isoladas nas linhagens utilizadas, o que pode ser justificado pelos componentes que foram
utilizados na producdo da formulacdo ou pela metodologia utilizada na realizacdo da
atividade antitumoral. Desta forma, se faz necessario a realizacao de estudos futuros apos
uma otimizacdo da formulacdo, como também o uso de diferentes metodologias diante
das celulas tumorais utilizadas nesta pesquisa, como tambem em diferentes células
cancerigenas, para assim aprofundar a exploracéo do potencial terapéutico do tilirosideo

e sua formulagéo.

135



e Gmmoglw/&a




O presente trabalho descreveu o estudo fitoquimico de duas espécies de
Malvaceae, Sida acuta e Sida linifolia, o preparo de uma formulagéo farmacéutica a partir
de um flavonoide glicosilado, além de realizar os ensaios de citotoxicidade para o
tilirosideo e sua nanoemulsdo. A partir da fase hidroalcoolica de Sida acuta, um estudo
por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de massas (CL-EM) foi realizado,
onde a desreplicacdo e analise estrutural propuseram a identificacdo de dezenove
compostos quimicos, sendo estes acidos fendlicos e flavonoides, presentes na forma
aglicona e/ou glicosilados. A identificacdo destas substancias contribui para o
conhecimento quimico do género Sida e da familia Malvaceae sensu lato.

Para a espécie Sida linifolia, foram utilizados métodos cromatogréaficos classicos
que resultaram no isolamento de quatro metabdlitos secundarios presentes na fase acetato
de etila, estes foram analisados por RMN de *H e 3C uni e bidimensionais, tendo assim
suas estruturas identificadas. Entre estes compostos, o tilirosideo isolado foi utilizado
para posterior preparo da nanoemulsdo desenvolvida. Assim como ocorreu com Sida
acuta, a fase hidroalcoolica de Sida linifolia também foi analisada por CL-EM e a
presenca dos picos moleculares e suas fragmentacdes resultaram na identificacdo de onze
substancias, ap6s comparagdo com dados da literatura.

Estudos com as fases hidroalcoodlica de Sida acuta e Sida linifolia sdo raros de
encontrar na literatura, se tornando assim o primeiro trabalho fitogquimico realizado com
esta fase de Sida linifolia.

Apos a investigacao fitoquimica, foi produzido uma nanoemulséo utilizando um
flavonoide glicosilado, conhecido como tilirosideo. Esta formulacdo apresenta
componentes atdxicos e que permite o seu uso por diferentes vias de administracdo, como
por exemplo a via oral e topica. A partir da caracterizacdo realizada, estabilidade e
solubilidade analisada da formulacdo foi possivel notar que esta nanoemulsdo com
tilirosideo se mostra estavel e promissora para futuros testes farmacoldgicos.

Com a preparacgdo da nanoemulsdo e sua estabilidade alcangada, os ensaios para
a atividade antitumoral foram realizados. Pode-se concluir que a formulacao tilirosideo +
nanoemulsdo ndo apresentou efeito citotdxico significativamente superiores as amostras
isoladas, frente as linhagens MCF-7, SK-MEL-28 e HL-60.
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